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RESUMO

JORGE, Siria da Fonseca. Avaliacao clinica, termogréafica e morfoldgica da utilizacdo da pele
de ra-touro (Lithobates catesbeianus) e polietileno de baixa densidade laminar bolhoso
(plastico bolha) na hernioplastia da parede abdominal de Rattus novergicus, variedade
Wistar. 2016. 92f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria, Patologia e Ciéncias Clinicas).
Instituto de Veterinaria, Programa de Pés-graduacdo em Medicina Veterinaria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

As hernioplastias incluem-se nas cirurgias mais realizadas na Medicina Humana. Apesar da alta
frequéncia, suas complicacGes e recorréncias ainda as tornam o grande desafio da cirurgia
moderna. Atualmente varios tipos de telas estdo disponiveis para hernioplastias, ressalta-se que
sua aplicacdo na correcdo de defeitos herniarios tem sido exaustivamente testada com o propdsito
de conseguir uma prétese ideal em todos os sentidos, com biocompatibilidade, pouca ou nenhuma
formacdo de aderéncias peritoneais, textura e flexibilidade compativeis, proporcionando a
resisténcia necessaria para a protecdo das visceras e ainda assim, permitindo a perfeita
movimentacdo do abdome. O presente estudo teve como principal objetivo avaliar a eficécia e
reacdo local do implante utilizando polietileno de baixa densidade (PEBD) laminar bolhoso,
plastico bolha e pele de rd-touro para correcdo de defeitos herniarios em parede abdominal de
Rattus norvegicus, variedade Wistar. Foram utilizados 40 ratos, machos divididos em dois
grupos, um recebeu o implante de plastico bolha e o outro implante de pele de ra. Foi retirado um
seguimento de 3,0 no eixo longitudinal por 1,0 cm no eixo transversal incluindo todos os planos
da musculatura abdominal, a partir da linha média em direcdo ao lado esquerdo da parede
abdominal, criando-se uma falha que foi recoberta por uma das préteses propostas de acordo com
0 grupo em questdo. Os animais foram avaliados através de acompanhamento de pardmetros
clinicos, termograficos, macroscépicos, histoldgicos e histopatoldgicos aos 7, 15, 30 e 90 dias de
pos-operatdrio. Clinicamente nenhuma das duas proteses testadas apresentou alteracbes como
abscessos, fistulas entero-cutaneas, eventracdes ou evisceracdes. Macroscopicamente todos 0s
animais apresentaram aderéncias consideradas leves, principalmente, na regido da sutura das
préteses. A termografia infravermelha se mostrou eficaz como método avaliativo de inflamacéo e
da involugdo das proteses em conjunto com a analise morfologica. Apos a analise de todos os
resultados concluiu-se que a pele de ré-touro provocou um processo inflamatério inicial que foi
reduzindo até a cura aos 90 dias de pds-operatorio, sendo considerada um biomaterial promissor
para hernioplastias e o PEBD laminar bolhoso produziu um processo inflamatdrio inicial que
regrediu até os 30 dias de pos-operatdrio, entretanto triplicou aos 90 dias de pds-operatorio sendo
considerado um bom material para implantes temporarios de até no maximo 30 dias e sendo
necessario novos estudos com periodos de implantacdo mais longos deste biomaterial para que
seja utilizado com seguranca nas correcdes de defeitos herniarios de modo definitivo.

Palavras-chave: Hernioplastia. Pele de ré-touro (Lithobates catesbeianus). Polietileno de baixa
densidade.



ABSTRACT

JORGE, Siria da Fonseca. Clinical, thermographic and morphological evaluation of the use
of skin frog bull (Lithobates catesbeianus) and polyethylene low density bullous laminar
(bubble wrap) in hernia repair of abdominal wall Rattus norvegicus, Wistar variety. 2016.
92f. Thesis (Doctor Science in Veterinary Medicine, Pathology and Clinical Sciences).
Veterinary Institute, Postgraduate Veterinary Medicine Program, Federal Rural University of Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Hernioplasties are included in the most performed surgeries in Human Medicine. Despite the
high frequency, its complications and recurrences still make them the great challenge of modern
surgery. Currently several types of screens are available for hernioplasties, it is emphasized that
its application in the correction of hernia defects has been exhaustively tested in order to achieve
an ideal prosthesis in every sense, with biocompatibility, little or no formation of peritoneal
adhesions, texture And flexibility, providing the necessary strength for protection of the viscera
and yet allowing perfect movement of the abdomen. The present study had as main objective to
evaluate the efficacy and local reaction of the implant using low density polyethylene (LDPE)
bullous lamina, bubble wrap and frog-bull skin for correction of hernia defects in the abdominal
wall of Rattus norvegicus, Wistar variety. A total of 40 male rats were divided into two groups,
one received the blister plastic implant and the other frog skin implant. A follow-up of 3.0 cm in
the longitudinal axis by 1.0 cm was taken on the transverse axis including all planes of the
abdominal musculature, from the midline towards the left side of the abdominal wall, creating a
fault that was covered by one of the prostheses proposed according to the group in question. The
animals were evaluated through monitoring of clinical, thermographic, macroscopic, histological
and histopathological parameters at 7, 15, 30 and 90 postoperative days. Clinically, none of the
two prostheses tested presented alterations such as abscesses, entero-cutaneous fistulas,
eventrations or eviscerations. Macroscopically, all the animals had adhesions considered to be
mild, mainly in the region of the suture of the prostheses. Infrared thermography proved effective
as an evaluation method of inflammation and involution of the prostheses together with the
morphological analysis. After analyzing all the results it was concluded that the bullfrog skin
caused an initial inflammatory process that was reduced until the cure at 90 postoperative days,
being considered a promising biomaterial for hernioplasties and the lamellar PEPD bullous
produced a An initial inflammatory process that regressed up to 30 postoperative days, but tripled
at 90 postoperative days, being considered a good material for temporary implants up to a
maximum of 30 days and new studies with longer implantation periods of this biomaterial So that
it is used safely in corrections of hernia defects definitively.

Key words: Hernia repair. Skin frog bull (Lithobates catesbeianus). Polyethylene low density
bullous laminar.
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1 INTRODUCAO

A pesquisa e o0 desenvolvimento de biomateriais constituem uma &area em crescente
expansdo na Medicina Humana e Veterinaria.

Os biomateriais constituem todo material de origem sintética ou bioldgica utilizados para
confeccdo de implantes que estardo em contato com tecidos vivos, tendo o objetivo de reparar
perdas teciduais. Muitas pesquisas ja foram realizadas visando verificar a eficacia do uso dos
biomateriais em cirurgias craniomaxilofaciais (TURRER e FERREIRA, 2008), em correcGes de
defeitos 6sseos (CORACA, 2002), como protetores de anastomoses intestinais (JORGE et al.,
2004; JORGE, 2002), como substitutos de paredes de visceras e Vvasos sanguineos
(NAKAYAMA et al., 2004) e correcdes de defeitos herniarios (FALCAO et al., 2008; BRITO E
SILVA 2009; COSTA, 2009; KIST et al., 2012; RICCIARDI et al., 2012).

Nas aplicacdes de implantes, poucos materiais atendem as exigéncias de forga, resisténcia
a corrosao (resisténcia a deteriorizacdo por eletrdlitos liquidos), biocompatibilidade (inércia) e
textura (regularidade) (GREER e PEARSON, 1998).

As hernioplastias incluem-se nas cirurgias mais realizadas, sendo que, sé nos Estados
Unidos, cerca de 600.000 destes procedimentos séo realizados anualmente’ na Medicina Humana.
Apesar da alta frequéncia, suas complicacGes e recorréncias ainda as tornam o grande desafio
para a cirurgia moderna (RICCIARDI et al., 2012).

Atualmente varios tipos de telas estdo disponiveis para hernioplastias. Sua aplicacdo na
correcdo de defeitos herniarios tem sido exaustivamente testada com o proposito de conseguir
uma protese ideal em todos os sentidos, com biocompatibilidade (capacidade de o material
desempenhar sua fungdo com uma resposta apropriada do tecido hospedeiro), pouca ou nenhuma
formacdo de aderéncias peritoneais, textura e flexibilidade compativeis, proporcionando a
resisténcia necessaria para a protecdo das visceras e ainda assim, permitindo a perfeita
movimentac&o do abdome (BELLON, 2005).

Para a correcdo de hérnias abdominais, discute-se o uso de malhas bioldgicas ou
sintéticas, reticulares, laminares ou compostas, absorviveis, inabsorviveis ou parcialmente
absorviveis para o tratamento. Atualmente j& existe um grande nimero de malhas disponiveis
para os cirurgides, assim como, existe uma introducao constante de novas telas ou adaptagdes de

antigas telas no mercado. Cada uma delas propde uma indicacdo clinica para sua utilizacao e
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diferentes formas de implantacdo na parede abdominal, sempre objetivando um melhor resultado.
A problematica criada com isso € a dificuldade que os cirurgides tém demonstrado a cerca do
tipo, do momento e do melhor local para implantacdo da malha para cada caso especifico.

Tang e Eaton (1995) afirmam que o uso de implantes requer que o cirurgido conheca 0s
seus efeitos na interface implante-hospedeiro, pois todos os biomateriais, mesmo os considerados
inertes, atoxicos e ndo imunogénicos desencadeiam uma sequéncia idéntica de eventos, com
variacdes na intensidade da mesma. Estes fatos justificam a procura incessante por biomateriais
gue cumpram 0s varios requisitos clinicos, mecéanicos e econdmicos tdo necessarios na Medicina
Veterinaria.

Nas hernioplastias, as malhas poliméricas representam uma alternativa em casos de
dificeis corregdes e de recidivas. Uma das maiores complicac@es relacionada ao uso destas telas é
a adesdo das visceras na superficie do implante. (BRITO E SILVA, 2009). A tela de
polipropileno é a que mais tem sido utilizada. Entretanto, a experiéncia clinica tem demonstrado
uma série de complicagdes, como sepse, erosdo de 6rgaos intra-abdominais, aderéncias levando a
obstrucdes intestinais, intussuscepcdes, volvo e fistulas enterocutaneas. (KIST et al., 2012).
Somando-se ainda ao fato de que, as telas de polipropileno e outras malhas sintéticas, sdo para a
Medicina Veterinaria consideradas ainda de alto custo e dificil aquisicao.

Sabe-se que a pele de ra-touro (Lithobates catesbeianus) apresenta propriedades anti-
inflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas, permeabilidade seletiva, propriedades modulatorias
da secrecdo de insulina e ja foi utilizada para realizacdo de curativos biolégicos (ARAUJO
LEITE, 2010). A pele de rd apresenta textura maleavel, elasticidade e resisténcia, além de ser
considerada material de descarte nos ranérios, baixando seu custo de produgdo. Contudo, apesar
dessas aplicacOes sdo escassas as informacdes sobre sua utilizagdo como reparo na parede
abdominal.

O Polietileno de Baixa Densidade (PEBD) laminar bolhoso (Plastico Bolha) utilizado
rotineiramente para envolver eletrodomésticos, pode ser uma nova alternativa para herniorrafias
ou corregdes de defeitos congénitos, sendo aplicado com as bolhas voltadas para dentro, reduz
em aproximadamente 45% a superficie de contato das visceras com o implante e
consequentemente reduz a possibilidade de formacéo de aderéncias abdominais.

Para ser efetivo em promover a cicatrizacdo da parede abdominal em uma hernioplastia o

implante ideal deve ser biocompativel, ser durdvel o bastante para suportar o estresse fisico e
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fisiologico, promover o crescimento do tecido do hospedeiro e ndo induzir a formacdo de
aderéncias as visceras. Para se pesquisar todos esses requisitos sdo necessarios estudos pré-
clinicos in vivo em modelos animais.

Considerando-se que a literatura sobre o uso de PEBD laminar bolhoso e de pele de ra-
touro como proteses para hernioplastias e suas relevancias como novos biomateriais é escassa,
associado a sua facilidade de obtencdo e seu baixo custo, a realizacdo deste trabalho se justifica e
pretende colaborar para a ampliagdo do conhecimento na area de biomateriais.

O presente estudo teve como principal objetivo avaliar a eficacia e reacdo inflamatoria
local do implante utilizando PEBD laminar bolhoso e pele de ra-touro para correcdo de defeitos
em parede abdominal de Rattus norvegicus, variedade Wistar. Esta avaliacdo foi realizada através
da andlise de parametros clinicos, termogréaficos, macroscépicos, histoldgicos e histopatologicos
em todos os animais que receberam o implante de PEBD e de pele de ra-touro aos 7, 15, 30 e 90

dias de p6s-operatorio.

Os objetivos especificos compreenderam a avaliacdo clinica dos animais, avaliacdo do
processo inflamatério e tamanho da prétese através de termografia infravermelha, avaliacdo
macroscopica das aderéncias abdominais quanto a incidéncia e gravidade e avaliacdo histoldgica

e histopatolégica da reagdo tecidual nos periodos p6s-operatérios pré-estabelecidos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hernioplastias

Defeitos da parede abdominal normalmente se estabelecem em consequéncia de traumas,
queimaduras, debridamento de infec¢bes necrosantes, tratamento de sindrome compartimental,
remocdo de telas infectadas, ressec¢do de tumores, entre outros (SHULMAN et al., 1992;
RICCIARDI et al., 2012).

As técnicas classicas de correcdo de hérnias realizam uma simples sutura da parede
abdominal, sendo acompanhadas de recidivas em 10-30% dos casos. O emprego de materiais
protéticos para a correcdo dos defeitos herniarios diminui a chance de recidivas para 1 a 2%. Os
tipos de materiais utilizados para reparar estes defeitos tém evoluido com o tempo, sendo que
todos buscam evitar a formacdo de aderéncias e se adaptarem bem a parede abdominal
(GARCIA-MORENO et al., 2014).

A prética clinica para o tratamento de hernias a partir do uso de telas cirirgicas vem se
desenvolvendo desde 1963, quando foi aplicada a tela de polipropileno monofilamentar para o
tratamento da herniacdo. Desde entdo, outros tipos de malha tém sido utilizados em muitos
estudos para a reparacdo de hérnias, sendo as telas a de polipropileno e a de politetrafluoretileno
(PTFE) mais comumente utilizadas (RICCIARDI et al., 2012). Aproximadamente, mais de 70
tipos de telas estdo disponiveis para hernioplastias, sendo classificadas como sintéticas,
bioldgicas ou mistas (base sintética e arcabouco bioldgico) (LIU et al., 2011).

A correcdo dos defeitos da parede abdominal com o uso de biomateriais sintéticos néo é
livre de riscos. Diversos problemas podem surgir com a utilizacdo desses materiais como a
formacéo de aderéncias (BRITO E SILVA, 2009). O tipo do material, sua estrutura e porosidade
também influenciam diretamente a quantidade de aderéncias e a intensidade da reagdo
inflamatoria, além da consisténcia e organizacao tecidual do neoperitdnio (GOLDSTEIN, 1999;
BELLON et al., 2001; KLOSTERHALFEN et al., 2005; YEO e KOHANE, 2008).

A tela de polipropileno, em diferentes apresentacGes, € a mais utilizada na reparacdo de
hérnias desde sua formulacdo por possuir boa resisténcia ténsil apesar de causar reacdo
inflamatoria pronunciada e persistente. A associacdo destas caracteristicas ao fato de possuir
estrutura macroporosa permite que a protese seja englobada por tecido fibroso cicatricial

resultando em reparo mais consistente. Contudo, as mesmas caracteristicas que conferem a este
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material sua capacidade de incorporacdo também induzem a formacéo de aderéncias resultantes
do processo cicatricial, levando a uma série de complicagdes graves como eroséo de 6rgaos intra-
abdominais, dor cronica, obstrucBes intestinais, fistulas e sepse (LONTRA et al., 2010;
RICCIARDI et al., 2012).

2.2 Biomateriais

Os biomateriais compreendem uma representativa fracdo dos produtos utilizados na éarea
de salde, estimados em cerca de 300 mil ha cerca de 10 anos. Dentre eles, podem ser citados
como exemplos dispositivos biomédicos (como biossensores, tubos de circulacdo sanguinea,
sistemas de hemodialise), materiais implantaveis (como suturas, placas, substitutos 0sseos,
tenddes, telas ou malhas, valvulas cardiacas, lentes, dentes), dispositivos para a liberacdo de
medicamentos (na forma de filmes, implantes subdérmicos e particulas), 6rgéos artificiais (como
coracdo, rim, figado, pancreas, pulmdes, pele) e curativos, entre outros (PIRES et al., 2015).

Conceitualmente, biomateriais sdo definidos como dispositivos que entram em contato
com sistemas bioldgicos (incluindo fluidos biolégicos), com aplicacdes diagndsticas, vacinais,
cirargicas ou terapéuticas, podendo ser constituidos de compostos de origem sintética ou natural,
assim como de materiais naturais quimicamente modificados, tanto na forma de sélidos quanto de
géis, pastas ou mesmo liquidos, ndo sendo necessariamente fabricados, como valvulas cardiacas
de porcos e retalhos de pele humana tratados para uso como implantes (PIRES et al., 2015).

Os primeiros materiais utilizados nas aplicacbes de implantes eram metais e ligas
(solugbes homogéneas, misturas ou compostos contendo dois ou mais elementos metalicos que
ndo se separam naturalmente). Os relatos sobre tais materiais tem inicio por volta de 1860,
quando as técnicas cirargicas assépticas comecaram a ser adotadas (GREER e PEARSON, 1998).

O tipo de biomaterial depende se sua aplicacdo e sua associacdo com tecido mole ou
rigido. A forca e a resisténcia a corrosdo e a compatibilidade tornam-se parametros importantes,
que devem ser considerados. Os metais e ceramicas tendem a ter aplicacdo nos tecidos rigidos,
enquanto que os polimeros sdo amplamente utilizados em dispositivos para os tecidos moles. Os
usos destes materiais estdo relacionados a sua forca relativa e diferencas de textura, podendo nao

haver necessidade de grande forca. Por exemplo, novos tipos de curativos para ferimentos
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baseiam-se em polimeros relativamente fracos, com propriedades de superficie desejaveis, que
séo utilizados como revestimentos de substratos mais resistentes (GREER e PEARSON, 1998).

Para avaliacdo de qualquer produto com utilizacdo pela medicina, o Instituto de Padrbes
Nacionais Americanos (American National Standards Institute) preconiza testes em animais de
experimentacdo com o objetivo de avaliar a toxicidade sistémica, a hipersensibilidade cutanea e a
implantagdo intramuscular durante 30 e 365 dias (PURCHIO, 1993).

2.2.1 Malhas sintéticas

2.2.1.1 Polimeros

Dentre os biomateriais usados na area médica, destacam-se 0s metais, as ceramicas, 0S
polimeros e as proteses bioldgicas (STURION et al., 1999).

Nos ultimos anos, ocorreu grande avanco no campo de biopolimeros, tais como o
polietileno de alta e baixa densidade, polimetilmetacrilato, cloreto de polivinila (PVC), o
polimero de 6leo da mamona (Ricinus comunis) e outros. Todos esses polimeros revelaram vasta
aplicacdo nas areas médica, odontoldgica e bioldgica. Apesar das vantagens e desvantagens, esses
polimeros tem seu campo de aplicacdo determinado e restrito, ndo existindo um biopolimero
ideal (STURION et al., 1999)

Os polimeros de carbono e muitos outros polimeros sdo adequados para dispositivos que
mantém contato com o sangue. Os principais materiais poliméricos de implante sdo a borracha de
silicone (amplamente utilizada), polietileno, Dacron (tetraftalato de polietileno), Teflon
(politetrafluoretileno),  poliuretano,  polimetilmetacrilato (PMMA) e  polipropileno.
Constantemente, vem se investindo na melhoria dos biomateriais convencionais e muitos
polimeros, relativamente novos, tem sido aplicados como biomateriais (GREER e PEARSON,
1998).

Miranda et al. (1997) utilizaram a bolsa plastica de cloreto de vinila (PVC), utilizada na
transferéncia de hemoderivados, como protese na confeccdo do silo para o tratamento cirdrgico,
por sete dias, da gastrosquise em quatro recém-nascidos. Os autores consideraram o PVC como
excelente alternativa para confeccdo de protese para o tratamento cirdrgico estadiado das
anomalias congénitas da parede abdominal, como gastrosquise e onfalocele. Esclareca-se que a

gastrosquise € um defeito da parede abdominal localizado na porgéo lateral, a direita, do corddo
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umbilical intacto, enquanto que a onfalocele € uma modificacdo da parede abdominal, permitindo
que as visceras saiam, formando uma hérnia para dentro do amnio e peritonio.

Para evitar a formacéo de aderéncias em anastomoses célicas de ratos, Mochizuki (2005)
utilizou uma pelicula de PVC para recobrir a anastomose, garantindo que o PVC néo se adere as
alcas intestinas e as outras visceras abdominais.

e Polietileno de baixa densidade (PEBD)

A unidade quimica que compde o polietileno € -[CH, CH,], onde "n" representa o
namero de unidades de repeticdo (meros). Os polietilenos podem ser classificados como de baixa
densidade (ou ramificados) e de alta densidade. Esta nomenclatura é devida as caracteristicas dos
plasticos em decorréncia dos diversos processos utilizados para a sua polimerizacdo (GREER e
PEARSON, 1998).

O polietileno de baixa densidade (PEBD) é utilizado como material de implante em
situacbes sem sustentacdo de cargas (material de reconstrucdo oftalmica, cateteres e reparo de
tenddes), enquanto que o polietileno de alta densidade (PEAD) é mais resistente e Util para
aplicacdes em articulagdes ou nos 0ssos (GREER e PEARSON, 1998).

Polimeros, como o polietileno, sdo utilizados como implantes ou cateteres, sendo
hidrofobicos e revela reacdo tecidual minima. Com menos de 5 segundos apds o contato do
PEBD com o sangue, a superficie do polimero se reveste por delgada pelicula de proteina, que
passa a funcionar como a superficie que entra em contato com o sangue (GREER e PEARSON,
1998).

Segundo Garcia (2006), ao realizar a analise citoldgica de aspirado abdominal apds a
cirurgia de implante intracavitario de proteses de PEBD, verificou haver reacdo tecidual aguda
semelhante ao nailon, quando implantada na cavidade abdominal de roedores.

Mendes (2006), ao analisar o aspirado abdominal apds implante da protese de PEBD
bolhosa e da tela de polipropileno em Rattus norvegicus albinus, ndo encontrou diferenca
significativa entre a citologia desses aspirados nas respostas inflamatdrias agudas. O autor
afirmou que, durante o periodo de nove dias, a protese de PEBD néo revelou reacdo inflamatoria

ao contrario do que ocorreu com o grupo que recebeu implante de tela de polipropileno.

2.2.2 Malhas bioldgicas



A finalidade de se utilizar a malha biologica é promover a sustentacdo a parede abdominal
até que novo e saudavel tecido seja produzido pelo proprio paciente, substituindo a malha e
estabilizando sua parede abdominal. As malhas biolégicas comercializadas sdo normalmente
removidas de cadaveres ou animais, sendo transformadas em tecido acelular. O objetivo é
proporcionar um arcabouco rico em fatores de crescimento para a formagdo natural do tecido
(MONTGOMERY, 2013).

Para Montgomery (2013), a integracdo bioldgica da protese é importante e desejavel e
ocorre devido ao aumento do numero de células mononucleares seguido da proliferacdo de novos
vasos sanguineos e novos fibroblastos, com formacgdo de colageno novo no interior da malha.
Para que ocorra este processo grandes mudancas sdo necessarias. Para o autor, todas as malhas
colocadas no hospedeiro representam um corpo estranho e desencadeiam uma resposta, que deve
ser balanceada com o objetivo de produzir uma regeneracdo tecidual normal. Além disso, as
substancias quimicas que tornam as malhas acelulares podem ficar retidas no interior da malha,
causando tanto reacdo toxica quanto reacao inflamatoria no hospedeiro.

Montgomery (2013) acrescenta ainda que existem muitas etapas que podem levar ao
fracasso na utilizacdo de determinada prétese bioldgica, como a degradagdo precoce da protese
pela colagenase.

Com relacdo aos diferentes métodos de processamento das malhas bioldgicas, a
suplementacdo das ligacGes cruzadas tem sido bastante discutida. O coladgeno nativo forma
ligacbes cruzadas covalentes naturais com a funcdo de estabilizar a estrutura da proteina do
colageno para promover a resisténcia mecanica e proteger a malha da acdo da colagenase.
Portanto, todo enxerto baseado em tecidos colagenosos formam naturalmente ligacbes cruzadas
(cross-linked). A suplementacdo dessas ligacdes cruzadas em implantes cirirgicos a base de
colageno pode ocorrer por tratamento com agentes quimicos ou por alguns processos de
esterilizacdo como, por exemplo, a radiagdo gama. Embora cada um desses agentes forme
ligagbes covalentes entre moléculas, eles atuam de forma diferente, dependendo das moléculas
que agem. Como resultado desta variacdo, o uso de diferentes agentes para suplementacdo das
ligagBes cruzadas pode revelar diferencas entre resisténcia mecénica ou funcionamento bioldgico
das diferentes matrizes colagenosas (SMART et al., 2012).

Proteses séo consideradas cross-linked, quando sao a base de colageno de diferentes tipos

e ainda recebem suplementacdo das ligacdes cruzadas, estas suplementacdes foram introduzidas
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para prolongar a vida Util destas malhas. Em animais, tem sido sugerido que um atraso entre a
integracdo/remodelagem pode causar placa cicatricial ou encapsulamento da malha em
comparagdo com o processo gerado pelas préteses sintéticas, principalmente no centro do defeito
herniario. As préteses non-cross-linked (sem suplementacdo das ligacGes cruzadas naturais do
coladgeno) demonstram ser mais favordveis no que se refere & remodelagem devido & degradacéo
do colageno ser mais rapida (CASTRO BRAS et al., 2012; MONTGOMERY, 2013).

2.2.2.1 Pele de ra-touro (Lithobates catesbeianus)

A pele dos anfibios demonstra ser um sistema orgéanico variado e adaptavel que pode
desempenhar variadas fungfes como, por exemplo, protecdo mecanica. A organizacao estrutural
do colageno na derme desse anuro € responsavel por conferir esta capacidade de protecédo
mecénica (AZEVEDO et al., 2006).

A estrutura geral da pele dos anfibios adultos, incluindo a da ra-touro, é formada pela
epiderme, derme e hipoderme. A epiderme é constituida por um epitélio pavimentoso
estratificado, fracamente queratinizada, estando suportada pela derme que € estruturada em derme
esponjosa e derme compacta. A derme esponjosa é formada por tecido conjuntivo frouxo com
glandulas exdcrinas mucosas e granulosas, enquanto que a derme compacta € composta por
camadas de fibras colagenas dispostas em feixes de fibras colagenosas que se intercruzam entre si
(BRITO-GITIRANA e AZEVEDO, 2005). O colageno € o principal componente do tecido
conjuntivo, sendo sua organizacdo estrutural, responsavel por conferir forca ténsil da pele dos
anfibios (AZEVEDO et al., 2006). Entre a camada esponjosa e a compacta da derme existe uma
camada acelular, denominada camada Eberth-katschenko (EK), que contém calcio coexistindo
com uma matriz de gliconjugado acido e sulfatado (AZEVEDO et al., 2006), sendo o
dermatansulfato o glicosaminoglicano predominante nessa regido (PELLI et al., 2010). Abaixo
da derme compacta encontra-se a hipoderme constituida de tecido conjuntivo frouxo contendo
vasos sanguineos e nervos (Figura 1).

Segundo Azevedo et al. (2006), a quantidade, a disposi¢édo e a organizacdo das fibras
colagenosas variam de acordo com o tecido conjuntivo onde ocorrem devido a diversidade das

necessidades mecanicas e estruturais de cada tecido.
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Figura 1: Esquema geral do tegumento de anuros (modificado de Elkan, 1968)

Os curativos bioldgicos, utilizando a pele de ra-touro, foram testados e revelaram
resultados ndo muito satisfatorios no reparo de lesdes cutaneas em cdes (FALCAO et al., 2002;
ARAUJO LEITE, 2010). Entretanto, o uso da pele da rd-touro vem sendo amplamente
empregado no tratamento dermatoldgico da pele em humanos no Instituto Nelson Picolo, local de
referéncia de tratamento de queimados no Estado de Goiés (http://www.grupopiccolo.com.br/).

A literatura relata que a pele da ra-touro apresenta propriedades anti-inflamatorias,
antioxidantes (QIAN et al., 2008) e antimicrobianas (HASUNUMA et al., 2010), além de
modular a secrecdo de insulina (OJO et al, 2011). Outra propriedade importante da pele da ra-
touro e a permeabilidade seletiva (WILLENS et al., 2006). Seu uso como curativo bioldgico em
lesBes cronicas se beneficiaria das propriedades inerentes a pele. Além disso, a permeabilidade
seletiva permitiria a administracdo concomitante de farmacos para auxiliar a cicatrizacdo da leséo

sem a necessidade de trocas frequentes de curativos (FALCAO et al., 2002).

2.3 Reagdes do Organismo Frente aos Implantes
Uma caracteristica comum dos materiais € que eles induzem o desenvolvimento de fina
"capsula” fibrosa que separa o tecido receptor do implante. Se o material implantado for de baixa
reatividade tecidual, a capsula é a Unica evidéncia de que o implante degradavel esteve presente
no tecido do hospedeiro (OREFICE et al., 2006). Todavia, se 0 material reativo induz a formacao
de capsula fibrosa muito espessa (YEO e KOHANE, 2008), o que pode resultar em area de
concentracdes de tensdo, essa fibrose causa dano mecénico para o tecido do hospedeiro
(BOWMAN et al., 1998; OREFICE et al., 2006). Nos casos em que a interface do biomaterial
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com a &rea fibrosa é insuficiente, ou mesmo inexistente, pode ocorrer movimentacdo do implante
dentro da "cépsula”, ocorrendo aumento da espessura da mesma. Esse aumento da area fibrosa
pode interferir com o suprimento de sangue aos tecidos no local, favorecendo o acimulo de
subprodutos bioquimicos potencialmente toxicos (OREFICE et al., 2006).

Um dos grandes problemas relacionado ao implante de biomateriais é a infeccdo que
ocorre devido ao baixo fluxo de sangue atraveés da cépsula. Esse fato dificulta a migracdo
leucocitaria, retardando o processo de fagocitose no foco infeccioso (BOWMAN et al., 1998;
GREER e PEARSON, 1998). Além disso, os produtos de decomposicao tecidual podem se
acumular no local do implante devido a falta de circulacdo celular. Produtos da corrosdo de
metais ou da deterioracdo de polimeros podem se reunir dentro da capsula ou na interface
capsula-implante (GREER e PEARSON, 1998; KLOSTERHALFEN et al., 2005).

Segundo Sturion et al. (1999), as diferencas nas reacOes teciduais ndo se devem ao
polimero, mas sim ao tipo de plastificante, aos estabilizantes e a outros aditivos agregados ao
composto.

A resposta tecidual ao implante pode ocorrer tanto de forma direta no local adjacente ao
material implantado, quanto produzir efeitos sistémicos. Neste ultimo caso, produtos de
degradagio do material podem atuar em tecidos distantes do local do implante. E variavel a
influéncia do material estranho, ndo considerando a carcinogénese ou a infeccdo, assim, €
possivel observar quatro tipos de respostas locais: (1)se o material é toxico, o tecido ao redor
perece (por exemplo, no caso de metais pesados como chumbo); (2) se o material ndo é tdxico
mas biologicamente inativo (“inerte”), ocorre a formagdo de capsula de tecido fibroso com
espessura variavel (por exemplo, implante de silicones); (3) se o material ndo € tdxico mas
biologicamente ativo ocorre a formagdo de uma interface de adesdo continua entre tecido e
implante (por exemplo, implante de polietileno poroso e vitroceramicas); (4) se o material ndo é
toxico e se dissolve, os tecidos ao seu redor o substituem (por exemplo, malhas bioldgicas)
(GREER e PEARSON, 1998; TURRER e FERREIRA, 2008).

Para a avaliacdo de sua adequabilidade para as aplicagdes do implante séo efetuados
ensaios tanto in vitro quanto in vivo, onde as avaliagdes de biocompatibilidade categorizam o tipo
e grau de resposta (GREER e PEARSON, 1998).

Segundo Greer e Pearson (1998), o material de implante ideal ndo deve desnaturar as

proteinas plasmaticas, nem induzir a formacdo de trombos ou lesdo dos elementos sanguineos,
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além de ndo exibir instabilidade, nem produzir respostas imunes adversas ou estimular o cancer, e
nem produzir efeitos toxicos ou teratoldgicos, ndo deve ter propriedades mecanicas inadequadas,
nem diminuir os eletrolitos e ndo ser alterado pela esterilizacao.

Quando implantes sdo usados para substituicdo fascial da parede abdominal, 0 processo
cicatricial normal que ocorre ajuda na ancoragem do material nos tecidos. Quando uma malha
ndo absorvivel é implantada ocorre a deposic¢do de coldgeno ao redor e dentro dos filamentos da
malha, resultando em cicatriz encapsulante e formacdo de aderéncias peritoneais (PREVEL et
al.,1995)

2.4 Aderéncias Peritoneais

Aderéncias sdo faixas fibrosas ou fibrinosas que formam unides anormais entre duas ou
mais superficies revestidas por serosas que ndo estejam originalmente aderidas umas as outras.
(CROWE JR e BJORLING, 1998).

Apbs lesdo peritoneal, aderéncias fibrinosas e reversiveis podem ser observadas dentro de
24 a 48 horas durante o estagio inflamatdrio da cicatrizacdo. Essas aderéncias tendem a
desaparecer de 48 a 72 horas, com a dissipacdo da fase inflamatéria. Se a fase inflamatéria
persiste e se a rede de fibrina for substituida por capilares e fibroblastos, entdo se da a formacéo
de aderéncias irreversiveis. Portanto, aderéncias fibrinosas que permanecem até o quinto dia e
contenham fibroblastos comumente persistem como aderéncias fibrosas permanentes (DEL
CARLO et al., 1997).

As causas da formacgéo de aderéncias sdo divididas em trés tipos principais: por anoxia
tecidual, por lesdo a serosa e pela presenca de material estranho. No periodo pds-operatério, as
aderéncias podem ser decorrentes do ressecamento das superficies serosas, infeccdo, manipulacao
traumaética e presenca de material estranho (BRITO E SILVA, 2009).

Del Carlo et al. (1997) citam que a abras@o causada pelas proteses sintéticas nos folhetos
peritoneais parietal e visceral pode provocar uma maior resposta exudativa e consequente
deposicao de fibrina que se permanecer neste local leva a formagdo de aderéncias. Afirmando
também que areas isquémicas incrementam a formacdo de aderéncias visto que a fibrina

permanece mais tempo nessas regides sem sofrerem fibrindlise.
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Clinicamente, as aderéncias sdo classificadas como restritivas ou ndo restritivas. As
restritivas tém consisténcia firme, se ligam firmemente as estruturas envolvidas e tém tendéncia a
causar estrangulamento ou obstrucdo visceral. As aderéncias restritivas pos-operatérias se
formam semanas apos a cirurgia (CROWE JR e BJORLING, 1998).

Normalmente, a correcdo de hérnias abdominais com proteses induz a formacdo de
aderéncias peritoneais. Telas de polipropileno (Marlex®), quando em contato direto com as
visceras, ndo sdo recomendadas por induzir a formacdo de aderéncias entre as visceras e a
formacédo de fistulas em 80-90% dos pacientes (GAERTNER et al., 2010).

Aramayo et al. (2013) avaliaram a cicatrizacdo de hérnias incisionais em coelhos, usando
trés diferentes materiais, tendo observado que todos os tipos de malhas causaram aderéncias. Os
autores relatam que o grupo que utilizou malha de polipropileno de alta densidade foi aquele que

apresentou maior area de aderéncias e maior processo inflamatério agudo e crénico.

2.5 Termografia infravermelha

Com o avango da tecnologia, diferentes métodos para auxiliar o diagnostico tornaram-se
mais acessiveis aos profissionais da area da saude, inclusive o médico veterinario. Dentre todos
0s exames existentes, as tecnologias de imagem oépticas, incluindo o método da Termografia
Infravermelha, tém sido utilizadas. Na termografia, basicamente, a imagem infravermelha passa a
ser um procedimento diagnostico realizado por intermédio de mensuracdo da energia
infravermelha emitida pelo corpo do animal examinado transformando-as em um mapa térmico,
onde as variagdes anormais de temperatura representam o problema (CALKOSINSKI et al.,
2015).

A termografia por infravermelho é um exame complementar de imagem ainda emergente
utilizado para diagndstico, monitorizacdo e prognéstico na medicina humana. No entanto, é um
campo ja bem estabelecido e de uso rotineiro na engenharia. A principal razéo para esse contraste
é a falta de metodos precisos de utilizagéo clinica para associar as leituras de temperatura da pele
aos fendbmenos fisioldgicos anormais, uma vez que a temperatura da superficie corporal exposta é
altamente dependente das condi¢cdes ambientais, do metabolismo do individuo e do processo
patoldgico (BRIOSCHI, 2011).
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A termografia infravermelha permite registrar as condicfes tréficas dos tecidos, assim
como, 0S mecanismos termorregulatérios, areas alteradas de metabolismo tecidual e resposta
inflamatdria. O aumento do suprimento sanguineo e do catabolismo tecidual que acompanha a
reacdo inflamatoria causa aumento significativo na temperatura local (CALKOSINSKI et al.,
2015).

Uma caracteristica positiva das medidas termogréaficas é a taxacdo sutil de suprimento
sanguineo em determinadas areas, 0 que é percebida por aumento ou diminuicdo da temperatura
local (FERNANDES et al., 2012).

O diagnostico da inflamacéo em sua fase precoce € dificil de ser realizado quando feito
através de andlises biogquimicas, ja que as alteracOes sdo restritas ao local da leséo e ainda ndo
podem ser percebidas de modo sistémico. Assim, a termografia infravermelha permite, de modo
rapido, sem contato direto e ndo invasivo, mensurar a temperatura em tecidos corpéreos,

evidenciando de maneira precoce a inflamacéo tecidual (CALKOSINSKI et al., 2015).
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3 METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado ap6s aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UNIFESO na 632 reunido ordinaria realizada no dia 07/05/2015 sob o protocolo de n°® 435/15.

3.1 Animais

Neste estudo foram utilizados 40 ratos (Rattus norvegicus) variedade Wistar, sendo todos
machos, adultos jovens, pesando em média 300 gramas e provenientes do Biotério do Centro
Universitario Serra dos Orgdos (UNIFESO), localizado em Teresdpolis, RJ.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos, cada grupo com 4 subgrupos
(Quadro 1) aos quais foram eutanasiados em diferentes periodos temporais, apds serem
submetidos, a cirurgia para colocacdo de implante em substituicdo a parede abdominal. Grupo
PEBD - ratos submetidos a cirurgia de hernioplastia com colocacdo de implante de PEBD
laminar bolhoso na parede abdominal. Grupo RA - ratos submetidos & cirurgia de hernioplastia
com colocacdo de implante da pele de rd-touro na parede abdominal.

Os animais de cada grupo foram separados em diferentes gaiolas, devidamente
identificadas, e alimentados ad libitum.

Quadro 1: Divisdo em grupos e subgrupos de estudo e periodos de avaliacdo pds-operatoria.

Periodo pds- _ _ _ _
o 7 dias 15 dias 30 dias 90 dias
operatorio

Grupo PEBD7y | RA7y |PEBDisg| RAisg |PEBDsog| RAseq |PEBDgog| RAgoq

Quantidade

de animais

Estes animais foram operados e mantidos no Biotério do Centro Universitario Serra dos
Orgéos (UNIFESO).
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3.2. Protocolo Anestésico

O protocolo anestésico utilizado foi idéntico para todos os animais, tendo sido feita a
inducdo anestésica com Quetamina e Xilazina 90 mg/kg + 09 mg/kg, por via, intraperitoneal (IP),
respectivamente. Para analgesia foi usado Tramadol 30mg /kg por via subcutanea (FLECKNELL
et al., 2007). Quando necessério, foi realizada manutencdo anestésica com Isoflurano, em
anestesia inalatoria e circuito aberto por méscara (LEE et al., 1994).

Os animais foram colocados para se recuperar separadamente, em ambiente aquecido.
Quando completamente despertos da anestesia, 0s animais foram transferidos para suas gaiolas de

origem, sendo oferecida ragdo comercial padronizada para a espécie e 4gua a vontade.

3.3 Protocolo Ciruargico

3.3.1 Aquisicédo e preparo das proteses

O PEBD laminar bolhoso foi adquirido em papelaria, sendo todos de um mesmo lote e
submetido ao processo de desinfeccdo a frio através de imersdo em solugdo aquosa de clorexidina
a 2% por 30 minutos, lavado abundantemente com solucdo fisiol6gica 0,9% estéril e estava
pronto para uso.

As ras-touro foram adquiridas de randrio comercial em Niter6i (Ranit;
http://www.ranit.com.br/) e transportados para o Laboratério de Histologia Integrativa da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, onde foram devidamente eutanasiadas por descerebracao
conforme preconiza a Resolugdo n° 714 de 20 de Junho de 2002, promulgada pelo Conselho
Federal de Medicina Veterindria cuja atribui¢io lhe foi conferida pelo art. 16, alinea “f” da Lei n®
5.517186 de 23 de Outubro de 1968.

Apds a eutanasia das rds, segmentos continuos da pele da regido abdominal e dorsal foram
removidos. Os fragmentos foram imersos em solugdo aquosa de clorexidina a 2% por 30 minutos,
lavados abundantemente com solucéo fisiologica 0,9% estéril e congelados. Apos um periodo,
aproximado, de 24 horas, os fragmentos foram transportados em isopor com gelo para o Biotério
do Centro Universitario Serra dos Orgéos, onde permaneceu congelada por no maximo até cinco
dias até sua utilizacdo. A pele de r@ foi utilizada in natura sendo, no momento do uso,

descongelada em solucéo salina estéril (Figura 2).
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Por se tratar de um material bioldgico e, portanto passivel de deterioracdo, pequenas
amostras da prétese de pele de rd, foram coletadas imediatamente antes da sua implantacdo e
enviadas para o Laboratorio do Ndcleo Biomédico, do Centro de Ensino Superior de Valenca, da
Fundacdo Educacional Dom André Arcoverde — Valenga-RJ para realizacdo de exame

microbioldgico e micoldgico, sob o nimero de registro 618.

Figura 2: Fotomacrografia mostrando segmento da pele de Ra-touro, apds descongelamento em
solucdo fisioldgica 0,9% estéril, imediatamente antes de sua implantacdo em parede abdominal
dos ratos.

3.3.2 Técnica cirurgica

Apos realizada tricotomia cuidadosa, evitando formacdo de lesdes, e ampla da regido
abdominal ventral, antissepsia com &lcool 70% e com solucdo fisiologica estéril com posterior
secagem e colocagdo de panos de campo estéreis, foi realizada incisdo na linha média da pele, na
regido xifo-pubica, com disseccdo de tecido subcutineo. Foi criada uma falha em toda a
espessura da parede abdominal, incluindo aponeuroses musculares, muasculos e peritdnio de
1,0cm no eixo transversal por 3,0 cm no eixo longitudinal, a partir da linha média em direcéo ao

lado esquerdo da parede abdominal (Figura 3 e 4).
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De acordo com o material utilizado na protese de cada grupo, foi feito o implante no
tamanho correspondente a falha criada. A prétese de PEBD laminar bolhoso foi colocada com a
superficie bolhosa voltada para dentro da cavidade peritoneal, com o objetivo de reduzir a
superficie de contato da protese com as visceras abdominais. A pele da ra-touro foi introduzida
com a epiderme voltada para o subcutaneo do rato (superficie externa) objetivando deixar em
contato com as visceras abdominais a superficie dérmica, mais lisa e que produzisse menor atrito

e consequentemente menos aderéncias peritoneais.

Figura 3: Fotomacrografia mostrando a sequéncia da confeccéo da falha em parede abdominal de
rato Wistar. A: Primeira incisdo, longitudinal, na linha alba, de aproximadamente 3cm; B:
Segunda incisdo, transversal a linha alba de aproximadamente 1,0cm. C: Terceira inciséo,
longitudinal paralela a linha alba. D: Ultima inciséo fechando o retangulo criado.
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Figura 4: Fotomacrografia mostrando a falha criada em toda a espessura da parede abdominal,
incluindo aponeuroses musculares, musculos e periténio de aproximadamente 1,0 cm no eixo
transversal por 3,0 cm no eixo longitudinal.

A técnica para a implantagdo das préteses no defeito abdominal foi adaptada de Ricciardi
et al., (2012), onde fragmentos foram suturados a musculatura da parede abdominal remanescente
em seus quatro lados com sutura continua simples e fio de nailon 4-0, reconstituindo a anatomia

local. O subcutaneo e a pele foram fechados em plano Gnico com pontos simples separados e fio
de néilon 4-0.

Figura 5: Fotomacrografia mostrando a colocacgéo das préteses de pele de ra-touro (a esquerda)
e de PEDB (a direita).

19



3.4 Andlises Pos-operatorias

As avaliacGes pos-operatorias foram realizadas ao final dos periodos pre-estabelecidos

para cada subgrupo, sendo aos 7, 15, 30 e 90 dias de p6s-operatorio.

3.4.1 Avaliacao clinica

A avaliacdo clinica foi realizada baseada em dois aspectos: (1) comparacdo da média de
peso dos grupos imediatamente antes do procedimento anestésico-cirdrgico e no dia da eutanasia
e (2) avaliacdo clinica da ferida cirdrgica.

Os pesos dos animais foram aferidos individualmente no inicio e no fim do experimento,
ou seja, no momento imediatamente antes da anestesia e no momento imediatamente antes da
eutanasia. Para verificar se houve diferenca entre as médias do peso de cada grupo entre apds a
colocacdo das proteses.

A ferida cirargica foi avaliada clinicamente durante o p6s-operatorio quanto a presenca
de edema, seroma, hematoma, secrecdo serosa, abscesso, fistula, deiscéncia de sutura e necrose.
Para todos esses parametros foram estipulados niveis de gravidade: ausente [0], leve [1 (+)],
moderado [2 (++)], grave [3 (+++)] e muito grave [4 (+++1)].

A deiscéncia de sutura cutanea foi avaliada adaptando-se a classificagdo utilizada por
Aramayo et al. (2013), sendo: Grau O - ausente, Grau 1 - deiscéncia de sutura parcial sem
exposicdo da prétese, Grau 2 - deiscéncia de sutura total sem exposicdo da protese, Grau 3 -
deiscéncia de sutura parcial ou total com exposicdo da protese e Grau 4 - deiscéncia de sutura

com evisceragédo (Quadro 2).

3.4.2 Avaliacdo da temperatura cutanea por termografia infravermelha

3.4.2.1 Obtencao das imagens infravermelhas

Com a termografia infravermelha avaliou-se o comportamento com relagdo ao tamanho
das proteses, assim como, o processo inflamatorio que as mesmas produziram.

Primeiramente, cabe ressaltar que este € o primeiro estudo que utilizou técnica

termografica em animais para identificacdo de processos inflamatdérios em hernioplastia, de
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forma que a metodologia aqui apresentada se trata da primeira tentativa de estabelecimento de
um protocolo de procedimento para aplicacdo desta técnica.

A mensuracdo da variacdo de temperatura cutanea foi realizada através da termografia
infravermelha, utilizando um termografo da marca Flir®, modelo T420, Danderyd, Suécia,
resolugéo 320 x 240, com uma sensibilidade termal de 0.045°C e emissividade 0,99.

Todo procedimento foi realizado em sala climatizada, com temperatura variando entre 21
e 24 graus, onde os animais eram deixados por uma hora antes da termografia, aclimatando. O
termografo foi posicionado a uma distancia vertical de, aproximadamente, 1m dos animais, que
estavam sob contencéo fisica, sem nenhum tipo de tranquilizagdo. Os animais foram contidos e
mantidos em decubito dorsal, com o abdome devidamente tricotomizado.

O imageamento termografico atinge basicamente a regido cutanea do animal. Desta
forma, cabe ressaltar que, o procedimento de tricotomia foi e deve ser realizado de forma
cuidadosa para evitar qualquer tipo de leséo de pele, no abdome, que viesse a comprometer as
imagens termogréficas.

Uma vez tricotomizados e contidos, os animais foram mantidos sobre uma superficie com
isolamento térmico com o intuito de evitar a influéncia da temperatura da mesa onde foram

realizados os procedimentos de obtencdo das imagens termograficas.

3.4.2.2 Processamento das imagens infravermelhas

As imagens obtidas pelo equipamento foram observadas com o auxilio do programa
fornecido pelo fabricante, Flir Tools, utilizando a palheta de cores Iron para visualizacdo da
variacdo da temperatura. Nestas imagens era possivel observar as variacbes de temperatura no
abdome do animal, mas nédo foi possivel distinguir, com clareza, regides ou locais que, por
ventura, viessem apresentar alteracGes de temperatura decorrentes de processos inflamatdrios
oriundos dos implantes das proteses.

Todo o procedimento para a identificacdo dos processos inflamatorios decorrente da
implantacdo das proteses no abdome do rato partiu do principio que estes processos seriam
observados nas margens da prétese suturada na musculatura da parede abdominal. Como se trata
de uma regido muito estreita, 0 imageamento termografico, tal qual obtido pelo equipamento, ndo

foi o suficiente para distinguir tais processos. Desta forma, optou-se por trabalhar com o
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gradiente de temperatura, onde o mesmo, por defini¢do, ressaltaria os locais onde haveriam
maiores e menores variagoes de temperatura.

Todo processo inflamatorio gera um aumento da temperatura no local da lesdo, criando,
assim, um aumento do gradiente de temperatura entre as regides circunvizinhas. O gradiente é
definido pela diferenca de temperatura entre dois pontos em relagdo a distancia entre 0s mesmos
(V°C =T; — T,/pxl). Assim, a unidade do gradiente dependera da unidade de medida de
distancia entre os pontos considerados. Neste trabalho, optou-se por calcular o gradiente em
relacdo aos pixels da imagem. Desta forma, a unidade de medida do gradiente de temperatura
calculado é expressa em °C pxI™.

Ainda que a protese tenha sido implantada no sentido longitudinal em relacdo ao abdome
do rato, esperando-se, desta forma, que as maiores variagdes de temperatura seriam no sentido
transversal a protese, optou-se por calcular o gradiente de temperatura nos dois sentidos:
longitudinal e transversal ao abdome do rato ( V°C = |V, | + |Vy|). Neste caso, estariamos
considerando todas as variacdes de temperatura que houvesse em qualquer direcéo.

Para calcular o gradiente, segundo a férmula descrita no paragrafo acima, as informacdes
de temperatura por pixel foram obtidas a partir das imagens termogréaficas utilizando o programa
Flir Tools, gerando uma matriz regular desta propriedade, sendo, em seguida, processadas no

MatLab para a obtencao dos gradientes de temperatura (Figura 6 e 7).
3.4.2.3 Dimensionamento das areas da protese e inflamadas

Uma vez determinadas as imagens do gradiente de temperatura, as mesmas foram
processadas no programa Image J para o célculo da area da protese, quando possivel sua
identificacdo, e dos processos inflamatorios, quando presentes. Como ndo foi possivel calibrar a
imagem a qualquer unidade de medida de distancia, as medidas de area foram determinadas por
pixels.

Os critérios utilizados para a identificacdo da area da protese e dos processos
inflamatdrios oriundos da sua implantacdo da mesma foram determinados a partir da observacao
e analise de todos os resultados obtidos nesta analise, quais sejam:

e Fotografias de alta definicdo do abdome do rato, apds tricotomia cuidadosa, em todos 0s

periodos estabelecidos para as analises;
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e Analise das imagens termais obtidas pelo equipamento;

e Analise do comportamento das isotermas no abdome do rato;

e Gréficos de linhas de temperatura transversais ao abdome do rato e, por conseguinte, do
posicionamento do implante da protese;

e Estabelecimento, com base nas analises acima, do gradiente de temperatura entre 0,2 € 0,4 °C
pxI* como determinantes para a identificacio da posicdo da prétese e dos processos
inflamatorios.

e A identificacdo da protese se deu com base nos valores de gradiente de temperatura referidos
acima, junto a continuidade lateral dos pixels com tais valores. Uma vez interpretada a
localizacdo da proétese, a area foi calculada no programa ImageJ;

e A éarea de inflamacdo oriunda do implante foi identificada com gradientes a partir de 0.35 °C
pxI™*, aproximadamente, sempre acompanhando o posicionamento da prétese que foi
percebida com gradientes de 0,2°C pxI™. Assim como a area da prétese, a &rea do processo
inflamatdrio também foi interpretada e calculada com o auxilio do programa ImageJ.

A fim de evitar uma super ou subestimacdo das dimensdes da area da prétese e dos
processos inflamatdrios, em virtude das distorcdes das imagens, algumas com visfes mais
aproximadas que outras, optou-se por criar uma medida normalizada da area das medidas de
interesse. Desta forma, as dimensdes das medidas de interesse foram determinadas no programa
ImageJ, como mencionado acima, e normalizadas pela é&rea da imagem total
(Any = Aprt ou infi/Aimg, Onde Ay — area normalizada; Apr ou ini — area da protese ou processo
inflamatorio; Aimg — area da imagem).

Todo o procedimento de processamento das imagens termograficas foi realizado nos
grupos de ratos nos dias 7, 15, 30 e 90 dias de experimento.

Cabe ressaltar que a avaliacdo e determinacdo das areas de interesse nas imagens foram
realizadas em duplo cego por um Unico observador sendo todos os valores tabelados e as

medianas de cada grupo estabelecidas.
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Imagem IV .| Dados de temp. Campo de Isotermas
(T 420) | (FLIR Tools) (Matlab)
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Figura 6: Fluxograma de processamento do imageamento infravermelho.
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Imagem IV
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Figura 7: Imagem infravermelha; Isoterma e Gradiente de temperatura.



3.4.3 Anédlise macroscdpica

Os animais foram submetidos a eutanasia aos 7°, 15° 302 e 90° dia do periodo poés-
operatério, em camara fechada com diéxido de carbono, para coleta de parede abdominal.
Entretanto, antes da coleta foi realizada analise macroscopica da cavidade para verificacdo da
presenca de aderéncias peritoneais.

Foi realizada incisdo em forma de "U" ao longo da parede abdominal. O defeito foi
reparado em ambos os lados e foi avaliada a taxa de adesdo e as visceras envolvidas nas
aderéncias abdominais a tela em questdo (KIST et al., 2012).

Esta andlise foi realizada adaptando-se a classificacdo utilizada por Diogo-Filho et al.
(2004). As aderéncias foram classificadas em diferentes graus: Grau O - auséncia de aderéncias;
Grau 1 - numero reduzido (< 3) de aderéncias, de carater fibrinoso, facilmente desfeitas pela
manipulacdo, sem lesionar a viscera envolvida; Grau 2 - aderéncias firmes (>3), resistentes a
manipulacdo entre a parede abdominal e 6rgdo ou estrutura; Grau 3 - aderéncias firmes,
resistentes a manipulacao, entre alcas intestinais, mas ndo envolvendo parede abdominal; Grau 4
- aderéncias firmes, resistentes a manipulacdo entre al¢as e entre al¢as e a parede abdominal, com

fistula entérica (Quadro 2).

Quadro 2: Graduacdo baseada em escores atribuidas a pardmetros clinicos e analises

macroscopicas.

Parametros | Escores 0 1(+) 2 (++) 3 (+++4) 4(++++)
Analises Clinicas Ausente Leve Moderado Grave Muito Grave
) Parcial ou
Parcial sem Total sem
. . - total com . o
Deiscéncia de sutura | Ausente | exposicdo da | exposicdo da exposicio da Evisceracdo
prétese prétese P ,9
protese
, . Aderéncias Aderéncias
NUmero Aderéncias ) .
) } firmes, firmes,
reduzido de | firmes (>3) . 5 . 5
N ) . resistentes a resistentes a
aderéncias resistentes a maninulacio. | manipulacio
(£3),de manipulacéo, pulacdo, putacdo,
A . entre alcas entre algas e
Aderéncias Ausente carater entre a . N
L intestinais, entre algas e
fibrinoso, parede o
. . porém néo a parede
facilmente abdominal e -
. o envolvendo abdominal,
desfeitas pela | um 6rgédo ou .
i < parede com fistula
manipulagéo estrutura . ‘o
abdominal entérica

25




3.4.4 Andlise microscopica
O processamento histologico das amostras foi realizado no Laboratério de Histologia

Integrativa da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

3.4.4.1 Anélise estrutural em microscopia de luz

Fragmentos de parede abdominal, contendo interface implante-hospedeiro, foram
coletados apoOs andlise macroscopica e mantidos fixados esticados presos a pecas de plastico
rigidas e fixados em solucdo de formol 10% tamponada por 72 horas.

Os fragmentos foram submetidos ao procedimento da técnica histolégica para inclusdo em
parafina, que inclui as seguintes etapas: desidratacdo (concentracdo crescentes de alcool etilico:
alcool 70%, 90% e 100% (2 banhos), 40 minutos cada), clarificacdo em xilol (2 banhos
sucessivos de 30 min. cada), inclusdo em parafina liquida (dois banhos a 60°C, a vacuo) e
emblocamento em parafina. Todo esse procedimento foi feito no processador automatico de
tecidos da marca Leica, modelo TP1020. Cortes histologicos de 5 um de espessura foram obtidos
com o auxilio de um micrétomo manual da marca Leica, modelo RM2125RTS.

Os cortes foram submetidos a diferentes tipos de coloragéo.

3.4.4.1.1 Coloracéo pela hematoxilina-eosina

Os cortes foram desparafinados em dois banhos de xilol, hidratados em uma série de
concentracOes decrescentes de alcool etilico (alcool 100%, 90%, 80% e 70%) e lavados em agua
destilada. Procedeu-se a coloracdo pela hematoxilina de Harris, por 10 segundos, que foi seguida
de lavagem em &gua corrente por 6 minutos. Posteriormente, os cortes foram submetidos a
coloracéo pela eosina, durante 10 segundos. Apos rapida lavagem em agua destilada, os cortes
foram desidratados em alcool etilico (a4lcool 70%, 90% e 100%), clarificados em dois banhos de
xilol e montados com laminulas, usando-se entelan (Entellan® new, Merck) (LILLIE e
FULLMER, 1976).

Neste método, as estruturas basofilas, como o ndcleo, coram-se em azul e as estruturas

acidofilas, como citoplasma, coram-se em rdseo.
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3.4.4.1.2 Técnica de coloracgdo pelo Tricrémico de Mallory

Os cortes foram desparafinados em dois banhos de xilol, hidratados e lavados em agua
destilada. Os cortes foram corados pela fucscina acida a 1% por 2 minutos, lavado em agua
destilada e submetidos ao acido fosfomolibdico a 1% por 2 minutos e rapidamente lavado com
agua destilada. Posteriormente, os cortes foram codados pela solugdo com orange G 2%, azul de
metila a 0,5% em &cido oxalico a 2%. Depois os cortes foram lavados em &gua destilada,
desitratados, clarificados e montados com laminulas, usando-se entelan (Entellan® new, Merck)
(LILLIE e FULLMER, 1976).

Os ndcleos coram-se em azul, as fibras colagenosas em azul e o tecido muscular em

laranja.

3.4.4.1.3 Técnica de coloracdo pelo Picrossirius red com posterior observacdo ao
microscopio de polarizacao

Os cortes foram desparafinados em trés banhos de xilol, hidratados e em seguida corados
por 1 hora pelo picrossirius red (solucdo 0,1% de Sirius Red F3BA em solu¢do aquosa saturada
de acido picrico). Posteriormente, os espécimes foram imersos em solucdo de &cido cloridrico
0,1N por 2 minutos, visando retirar o excesso de corante, e logo a seguir em agua destilada.
Depois os cortes foram corados pela hematoxilina de Harris por 30 segundos e lavados em agua
corrente por 20 minutos, seguindo-se com desidratacdo, clarificacdo e montagem das laminas
utilizando-se entelan (Entellan® new, Merck) e laminula (JUNQUEIRA et al., 1979).

Feixes de fibras colagenosas espessas, em arranjo compacto, sdo evidenciados em
vermelho, fortemente birrefringente, enquanto que as fibras colagenosas em arranjo frouxo

apresentam-se verde-amareladas, fracamente birrefringentes.

3.4.4.2 Imuno-histoquimica

Os cortes destinados ao estudo pela imuno-histoquimica foram coletados em laminas
silanizadas para evitar o desprendimento do corte durante o procedimento da técnica. Os cortes
foram desparafinizados e hidratados. Em seguida, os cortes foram tratados com uma solucdo de
borax 1% por 15 minutos para inibigdo dos grupamentos aldeidicos. Apds lavagem com &gua
destilada, a peroxidase endogena foi bloqueada com 1 banho de 20 minutos em H,0, a 15% em

metanol. Posteriormente, os cortes foram lavados duas vezes em tampéo fosfato salina (PBS) e
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colocados em solucdo de soro de albumina bovina (BSA) a 3% em PBS por 1 hora e lavado
novamente em PBS por 5 minutos. Em seguida, o material foi incubado com anticorpo primario,
relacionados abaixo, “overnight”, e lavado em solugdo de tripsina 0,01% em tamp&o PBS. Apods
esta lavagem, o material foi entdo incubado com anticorpo secundario (Envision, anti-mouse —
DAKO) por 1 hora e lavado em tampdo PBS. Para revelar a reacgdo, os cortes foram incubados
com 3,3’-diaminobenzidina (DAB) por 3 minutos e lavados com &gua corrente seguida de
lavagem em PBS. Finalmente, os cortes foram contracorados com hematoxilina, diferenciados
em agua corrente por 4 minutos, desidratados, clarificados em xilol e montados com laminulas,
usando-se Entellan®.

Os Anticorpos Monoclonais  anti-humanos  utilizados foram:  Citoqueratina
(pancitoqueratina) — clone AEI/AE3, fornecedor DAKO cat. n°® M3515, na diluicdo de 1:50 e
Actina de musculo liso — clone HH35, fornecedor DAKO cat. n® M0635 na dilui¢do 1:50.

A imuno-histoquimica com citoqueratina foi realizada para podermos acompanhar a
desintegracdo da epiderme da prétese composta de pele de rd ao longo dos diferentes periodos
estudados. E a imuno-histoquimica com alfa-actina foi realizada com objetivo de se acompanhar
a neovascularizacao préxima aos implantes também ao longo dos diferentes periodos estudados.

As imagens histologicas foram obtidas com o auxilio de um microscépio Leica DMLS 30

e capturadas através de uma camera digital Leica DFC425.

3.4.4.3 Andlise histopatoldgica

Nas laminas coradas com Hematoxilina-eosina foi realizada a andlise histopatolégica,
sendo a leitura das laminas realizada de forma descritiva e semi-quantitativa, onde se observaram
aspectos como a interagdo entre a pele do rato e as proteses utilizadas, o tipo e a intensidade do
infiltrado inflamatdrio, assim como, a localizacdo histolégica da inflamacgéo. Realizou-se anélise
de caracteristicas histolégicas secundarias, dentre elas, edema, hemorragia, congestdo e a
presenca de formacdo de novos vasos (angiogénese).

A intensidade da inflamacdo foi avaliada através de escores, estabelecidos em duplo cego
por um unico observador, que em menor aumento, no aumento de 4x, considerou como processo
inflamatdrio leve se 10% do fragmento histologico observado for de células inflamatdrias, como

processo inflamatorio moderado se 10-50% do fragmento histoldgico observado for de células
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inflamatorias e processo inflamatorio acentuado acima de 50% do fragmento histoldgico
constituido de inflamacéo.

As caracteristicas secundarias foram avaliadas quanto a presenca ou auséncia e suas
respectivas localizacdes histologicas nas amostras. Para a analise de formacdo de novos vasos
(angiogénese) foi realizada a média do nimero de vasos em 10 campos de observacdo aleatdrios

em objetiva de 40x.

3.4.5 Andlise estatistica

Na comparacao do peso dos animais antes e ap0s a colocacdo das proteses foi utilizado o
teste “t” de Student.

Apds testada normalidade, para verificar se houve diferenca entre as medidas de escores
de processo inflamatorio, decéncia de sutura e presenca e grau de aderéncias foram aplicados os
Testes N&o paramétricos de Kruskal-Wallis para comparacao entre grupos (Ra e PEBD), relativos
aos periodos pos-operatério estabelecidos nas analises. Quando encontrada diferenca significativa
entre 0s grupos com o teste anterior, foi aplicado o Teste Mann-Whitney entre os dois grupos

considerando 0 mesmo periodo pds-operatdrio estudado.
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4 RESULTADOS

Durante o procedimento cirurgico, a partir do manuseio de ambas as préteses, foram
possiveis identificar algumas caracteristicas do material implantado. A pele de ra-touro se
mostrou um material de facil manuseio, flexivel, eléstico, resistente a ruptura e que se adapta bem
ao defeito criado. Apresentou textura compativel para a passagem da agulha e do fio de sutura,
sem necessidade de forca excessiva no momento da passagem da agulha e ndo se rompendo apds
esta passagem.

O PEBD laminar bolhoso se apresentou como um material de facil manuseio, flexivel,
sem elasticidade, fragil a ruptura, que se rompe com facilidade na passagem da agulha traumatica
e fio de sutura, tendo sido colocado sempre com tamanho um pouco maior que o defeito existente
na parede abdominal para evitar excesso de tensdo e consequente ruptura do plastico.

Os resultados dos exames microbioldgico e micoldgico dos fragmentos de pele de Ra-
touro submetidos a clorexidina a 2% revelou que ndo houve crescimento bacteriano e nem

fangico.

4.1 Avaliacdo Clinica

Como uma primeira avaliacdo clinica geral do experimento, observou-se que nenhum
animal expulsou a prétese implantada até o final do periodo méximo do experimento. Apenas um
animal, do grupo com implante de pele de rd do Grupo RAsyg, Veio a Gbito no 24°dia pos-
operatorio, sem causa definida e sem apresentar sinais clinicos prévios de infeccdo local ou
rejeicdo a protese. Além disso, ressalta-se que nenhum animal necessitou de antibioticoterapia e,
tampouco, de administracdo de antiinflamatorios no periodo pds-operatorio. Com relagdo ao
peso, todos 0s animais eutanasiados com 7 dias de p6s-operatorio apresentaram perda de peso. O
grupo PEBD74 perdeu em média de 5,8 gramas , enquanto que o grupo RA;¢ perdeu 11,2 gramas.
Nos periodos de 15, 30 e 90 dias de pos-operatorio, os animais dos grupos PEBD e rd,

apresentaram ganho de peso (Figura 8).
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Figura 8: Variacdo dos pesos no momento imediatamente anterior ao procedimento cirdrgico de
colocacdo das proteses e no momento imediatamente anterior a eutanasia dos grupos do
experimento.

Quando comparados estatisticamente observou-se que: 0s animais do grupo Ré;q e
PEBD-q4, perderam peso sem diferenca significativa entre 0 momento anterior a cirurgia e o dia da
eutanasia, 0s grupos Réjsq, PEBD1sq, Rz, PEBD3og € Régog ganharam peso sem diferenca
significativa entre 0 momento imediatamente anterior a cirurgia e 0 momento da eutanasia, ou
seja, entre o inicio e o fim do experimento. Nos animais do grupo PEBDgy houve ganho
ponderal significativo (p=0,014; p<0,05).

Nenhum animal de ambos os grupos apresentou seroma, hematoma, abscesso, fistula,
necrose, eventracdo ou evisceracao. Todavia, alguns animais apresentaram edema e/ou deiscéncia

de sutura cutanea (Quadro 3).

Quadro3: Numero de animais com alteragdes clinicas nos diferentes grupos em diferentes
periodos de pds-operatorio.

Periodo de Pos - ) ) ) )
. 7 dias 15 dias 30 dias 90 dias
operatério
Grupos PEBD Ra PEBD Ra PEBD Ra PEBD Ra
Edema 2 - - - - - 1 -
Deiscéncia de sutura - 2 - 3 1 2 1 1
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Nos grupos que receberam a protese de pele da rd-touro, 40% dos animais apresentaram
deiscéncia de sutura nos periodos avaliados, enquanto que no grupo PEBD, 10% dos animais

revelaram deiscéncia de sutura nos periodos avaliados (Quadro 4).

Quadro 4: Graduacao das deiscéncias de sutura apresentadas nos diferentes grupos em diferentes
periodos de pds-operatdrio. 0 — Ausente; + - Parcial sem exposi¢ao da proétese; ++ - Total sem
exposicao da proétese; +++ - Parcial ou total com exposicdo da protese; ++++ - Evisceracao.

Grupos | PEBD;s | RA7y | PEBDisy | RAjsq | PEBDsog | RAspg | PEBDgog | RAgqg
Animal 1 0 +++ 0 +Ht ++ + +++ ++
Animal 2 0 ++ 0 +++ 0 + 0 0
Animal 3 0 0 0 ++ 0 0 0 0
Animal 4 0 0 0 0 0 0 0 0
Animal 5 0 0 0 0 0 - 0 0

Nos grupos que receberam implante da pele de ra-touro, os animais com deiscéncia de
sutura e exposicdo da prétese (Grau 3) ndo apresentaram evisceracdo, sem sinais clinicos de
infeccdo local (supuracdo e/ou abscesso), ndo tendo sido observado peritonite em nenhum
momento do pos-operatorio. Na avaliagdo clinica aos 90 dias de p6s-operatério, 0s animais com
deiscéncia de sutura ja apresentavam tecido de granulacéo recobrindo a prétese.

No Grupo RA7q 40% dos animais mostraram deiscéncia de sutura, sendo metade de grau 3
e metade de grau 2. No grupo Ré;sq, 60% dos animais apresentaram deiscéncia de sutura, sendo
todas de Grau 3 com exposicdo da protese. No grupo Réspq, 50% dos animais mostraram
deiscéncia de sutura, sendo todas de Grau 1 sem exposic¢ao da protese. No grupo Régog, 20% dos
animais revelaram deiscéncia de sutura, sendo de Grau 1 parcial e sem exposi¢do da protese
conforme mostram as figuras 9 e 10.

Nos Grupos PEBD a deiscéncia de sutura ocorreu aos 30 e 90 dias de pds-operatorio,
sendo que aos 30 dias de pos-operatério 20% dos animais mostraram deiscéncia de Grau 2,
enquanto que aos 90 dias 20% dos animais tiveram deiscéncia de Grau 3, com exposi¢do da

prétese (figura 9 e 10).

32




100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

7D 15D 30D

B Ausente B Graul mGrau2 EGrau3 EGrau4d

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

7D 15D 30D

B Ausente B Graul B Grau2 EGrau3 EGrau4d

90D

PEBD

Figura 9: Grafico mostrando o percentual de animais que apresentaram deiscéncia de sutura nos
periodos de 7, 15, 30 e 90 dias de p6s-operatorio e o grau destas deiscéncias.

Nenhum animal dos dois grupos do experimento expeliu a prétese. Todavia, um animal

do grupo PEBDgoq apresentou deiscéncia de sutura, exteriorizando o plastico parcialmente.
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Figura 10: Fotomacrografia mostrando diferentes graus de deiscéncia de sutura nos diferentes

periodos pds-operatdrios estudados no grupo Ra e no grupo PEBD.

Trés animais do grupo PEBD-4 formaram edema moderado, mas em nenhum outro animal

foi visualizado edema (Quadro 5).

Quadro 5: Graduacdo dos edemas apresentados nos diferentes grupos em diferentes periodos de
pos-operatorio.

Grupos | PEBDyq A7y | PEBD1sq | RAsg | PEBDsog | RAspg | PEBDgog | RAguq
Animal 1 +++ 0 0 0 0 0 0 0
Animal 2 | +++ 0 0 0 0 0 0 0
Animal 3 0 0 0 0 0 0 0 0
Animal 4 0 0 0 0 0 0 0 0
Animal 5 0 0 0 0 0 - 0 0
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4.2 Termografia Infravermelha

Na andlise da imagem infravermelha observou-se que a temperatura do abdome dos ratos
variou de 37,5 a 38°C em todas as regides que ndo sofreram nenhum tipo de intervencdo, apenas
a tricotomia. Na regido da cicatriz cirdrgica a temperatura se apresentou mais baixa que em
qualquer outra regido do abdome do rato, variando de 33,5 a 34,5°C. Na regido onde se
encontravam as proteses, tanto do grupo Ra quanto no grupo PEBD, a temperatura ficou em torno
de 35°C (Figuras 11 e 13).

Apds processamento matematico e geracdo do gradiente de temperatura observou-se que
as regides onde o gradiente formado era préximo de 0,2°C pxI™ (amarelo) e estava na regi&o
onde havia sido implanta a protese, a interpretacdo desta area correspondia a préotese. Assim
como a regido que apresentou gradiente em torno de 0,3 a 0,4°C pxI™ (verde) e estava margeando
a protese correspondia ao processo inflamatorio gerado por ela conforme mostram as figurasll,
12,13 e 14.

Ra-7 dias
Imagem Infravermelha Gradiente de Temperatura

Figura 11: Imagem infravermelha (Esquerda) e Gradiente de temperatura (Direita) de abdome de
rato Wistar pertencente ao grupo Ré;q. Notar no gradiente a presenca de imagem correspondente a
prétese em tons de amarelo (seta larga) e a presenca de imagem correspondente a processo
inflamatorio em tons de verde (seta fina).
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R3-90 dias
Imagem Infravermelha Gradiente de Temperatura
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Figura 12: Imagem infravermelha (Esquerda) e Gradiente de temperatura (Direita) de abdome de
rato Wistar pertencente ao grupo Régoq. Notar no gradiente a auséncia de imagem correspondente
a prétese e/ou ao processo inflamatério por este gerado (estrela).

PEBD - 7 dias
Imagem Infravermelha Gradiente de Temperatura

Figura 13: Imagem infravermelha (Esquerda) e Gradiente de temperatura (Direita) de abdome de
rato Wistar pertencente ao grupo PEBD4. Notar no gradiente a presenca de imagem
correspondente a protese em tons de amarelo (seta larga) e a presenca de imagem correspondente
a processo inflamatoério em tons de verde (seta fina).

36



PEBD -90 dias
Imagem Infravermelha Gradiente de Temperatura
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Figura 14: Imagem infravermelha (Esquerda) e Gradiente de temperatura (Direita) de abdome de
rato Wistar pertencente ao grupo PEBDgy. Notar no gradiente a presenca de imagem
correspondente a prétese em tons de amarelo (seta larga) e a presencga de imagem correspondente
a processo inflamatdrio em tons de verde (seta fina).

Ap0s a geragdo dos gradientes e mensuragdo das areas através do Software Image J nota-
se, com relacdo ao tamanho da prétese, que nos animais que receberam protese de pele de Ra esta
contraiu, com sete dias de pos-operatorio a protese mediu em média 12,7% de area normalizada
analisada, com 15 dias 10,7%, com 30 dias 6,4% e com 90 dias 3,6% (Figura 15). Nos animais
que receberam a prétese de PEBD o tamanho da prétese se manteve constante. Com sete dias de
pos-operatdrio a protese mediu em média 11,8% da area analisada, com 15 dias 10,5%, com 30
dias 12,3% e com 90 dias 12,6% (Figura 15).
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Figural5: Graficos demonstrando o comportamento, com relacdo a area, da protese de Ra e
PEBD, mensurado através da termografia infravermelha, nos diferentes periodos pds-operatérios
estudados.

O processo inflamatério esteve presente em quase todos os periodos pds-operatdrios
estudados. O grupo que recebeu a protese de pele de Ra apresentou um comportamento diferente
do grupo que recebeu protese de PEBD. A inflamagdo no grupo R4, aos sete dias de pOs-
operatorio ocupou, em média, de 0,9% da area analisada; com 15 dias 0,4%; com 30 dias 0,53%
chegando a zero com 90 dias de pds-operatério. No grupo que recebeu prétese de PEBD a
inflamacg&o ocupou, em média, de 0,68% da éarea analisada, 0,22% aos 15 dias, 0,2% aos 30 dias e
1,25% aos 90 dias de pos-operatdrio (Figura 16), evidenciando um aumento brusco neste ultimo

periodo analisado.
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Figura 16: Grafico demonstrando o percentual de &rea inflamada, mensurada através de
termografia infravermelha, na regido analisada nos grupos Rd e PEBD nos diferentes periodos
po6s-operatorios estudados.

4.3 Avaliacdo Macroscopica

Todos os animais deste estudo apresentaram aderéncias em todos os periodos pés-
operatérios estudados, 7 dias (Figura 17), 15 dias (Figura 18), 30 dias (Figura 19) e 90 dias
(Figura 20). No grupo PEBD+q4, todos 0s animais exibiram uma massa intraperitoneal recobrindo
toda a area do implante (Figura 17B).

Todas as aderéncias foram facilmente desprendidas manualmente. As estruturas
envolvidas nestas aderéncias foram: omento, testiculo direito, testiculo esquerdo e figado, que

aderiram principalmente nas linhas de sutura das préteses.
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Avaliacdo Macroscopica— 7 dias

=

Figura 17: Fotomacrografia da analise macroscopica da cavidade abdominal, com aderéncias pos-
operatorias. A: Animal do grupo R&z4. B: Animal do grupo PEBD<.

Avaliacdo Macroscopica— 15 dias

Figura 18: Fotomacrografia da analise macroscopica da cavidade abdominal, com aderéncias
pos-operatdrias. A: Animal do grupo Ré;sq. B: Animal do grupo PEBDsg.
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Avaliacdo Macroscopica— 30 dias

Figura 19: Fotomacrografia da analise macroscopica da cavidade abdominal, com aderéncias
pos-operatdrias. A: Animal do grupo Résgg. B: Animal do grupo PEBD3qq.

Avaliagcao Macroscopica— 90 dias

Figura 20: Fotomacrografia da analise macroscopica da cavidade abdominal, com aderéncias
pos-operatorias. A: Animal do grupo Réggg. B: Animal do grupo PEBDggg.
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No Grupo R4, 100% dos animais apresentaram aderéncias, sendo que 90% das aderéncias

eram de Grau 1 e 10% de Grau 2. Um rato do Grupo Rézqq apresentou Grau 2 de aderéncias, com

4 aderéncias, sendo, uma de figado, uma de testiculo direito, uma de testiculo esquerdo e uma de

omento, todas foram desprendidas facilmente com manipulagdo. No Grupo Régy, um animal

revelou Grau 2 de aderéncias, sendo quatro aderéncias formadas: duas de omento, uma de

testiculo direito e uma de testiculo esquerdo; todas desprendidas facilmente com manipulagéo

conforme mostra o quadro 6 e a figura 21.

No Grupo PEBD, 100% dos animais apresentaram aderéncias de grau 1 incluindo omento,

testiculo direito e esquerdo, em todos os periodos estudados (quadro 6, vide figuras 17, 18, 19 e

20).

QUADRO 6: Classificagdo em graus das aderéncias nos diferentes grupos em diferentes
periodos de pos-operatdrio.

Grupos | PEBD7q | RA7q | PEBDisq | RA1sq | PEBDsgg | RAsog | PEBDgog | RAggg
Animal 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Animal 2 1 1 1 1 1 1 1 1
Animal 3 1 1 1 1 1 1 1 1
Animal 4 1 1 1 1 1 1 1 1
Animal 5 1 1 1 1 1 - 1 1
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Figura 21: Grafico demonstrando a incidéncia e o grau de aderéncias nos grupos Ra e PEBD nos
diferentes periodos pds-operatérios estudados.
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4.4 Avaliacdo Microscopica

4.4.1 Analise qualitativa
Grupo RA74

A anélise histoldgica do tecido dos ratos que receberam a pele da Ra-touro revelou que é
possivel observar claramente a estrutura da pele de rd com sua epiderme e derme. Nos animais
relativo ao periodo de 7 dias ndo hé interacdo da epiderme da pele de ra-touro com os tecidos do
rato (Figura 22A, B).

Ao redor do implante da pele da ré-touro nota-se tecido inflamatorio (Figura 22A, B) com
um predominio de células mononucleares em todas as amostras avaliadas. Esse tecido é
observado ao redor do implante, que é reconhecido através da tipica organizacdo da derme
compacta da pele da rd-touro. N@o héa interacdo da epiderme da ra com o tecido do hospedeiro,
existindo um grande espaco, provavelmente devido a formagdo de edema e congestdo (Figura
22B).

No tecido conjuntivo frouxo abaixo do implante é possivel observar grande quantidade de
pequenos vasos sanguineos, denotando a existéncia de intensa atividade angiogénica.

Vasos sanguineos do hospedeiro (rato) podem ser observados por entre os feixes de fibras
colagenosas da derme compacta (Figura 22C), que mostram manter sua integridade estrutural. A
penetracdo de vasos sanguineos indica que o implante ndo esta sendo rejeitado, mas incorporado
ao tecido do hospedeiro. As hemécias do rato sdo facilmente reconhecidas pelo fato de ser uma
estrutura anucleada, enquanto que nos anfibios, tém-se verdadeiros eritrocitos, ja que séo
estruturas nucleadas, verdadeiras células.

Verificou-se formacdo de novos vasos (Angiogénese) variando de 6,8 a 12,4 vasos em 10
campos de 40x, principalmente na regido em contato com a cavidade abdominal do rato.

Observou-se auséncia de hemorragia em todas as amostras analisadas deste grupo.
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Figura 22: Fotomicrografias da parede abdominal dos animais do grupo RAz¢. A: O implante é
claramente observado através do arranjo das fibras colagenosas da derme compacta da pele da ra
(*). Ao redor do implante é possivel observar area de inflamacdo (). Tecido de aderéncia
(asterisco). Tricrémico de Mallory. Barra = 500 um. B: Notar aumento da quantidade de células
(%) no tecido conjuntivo abaixo da derme reticular da pele do rato. O edema separa a pele do rato
da pele da ra-touro (*). HE. C: Observe hemécias (—) do hospedeiro percorrendo vasos
sanguineos localizados por entre os feixes de fibras colagenosas da derme compacta da ra. HE.
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PEBD7q4

Nesses animais ndo houve interagdo histoldgica entre a pele dos ratos e o0 PEBD (Figura
23A). Todavia, notou-se que a intensidade de inflamagcdo em todos os cortes avaliados foi
acentuada (+++), ocorrendo intensa populacdo de celulas mononucleadas, tais como linfécitos,
plasmdcitos, eosindfilos e mastdcitos, além de celulas gigantes multinucleadas, todas localizadas
na derme superficial e/ou profunda, na musculatura regional e ao redor do espaco gerado pela
implantacdo do PEBD (Figura 23B e C). Em todas as amostras foram observados edema e
congestdo na derme do rato e/ou na regido de contato do implante com a cavidade abdominal.
Assim como, foi observada a presenca de aderéncias na regido em contato com a cavidade
abdominal (Figura 23C).

Nos animais desse grupo, na regido da derme superficial e profunda e/ou na regido em
contato com a cavidade abdominal foi observado aumento de novos vasos, sugerindo 0 processo
de angiogénese (figura 23D). Os vasos variavam de 7,2 a 10 vasos por campo. Em dois animais
foi observado foco hemorragico no local onde foi inserido o PEDB e na derme profunda.
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Figura 23: Fotomicrografias da parede abdominal dos animais do grupo PEBD-4. A: Observar o
espaco negativo da protese (*). Ao redor do implante é possivel observar area de inflamacao
(). HE. B: Notar acentuada inflamagdo com a presenca de células gigantes (cabeca de seta).
HE. C: Observe infiltrado inflamatorio (%), congestdo (seta) e aderéncia (*). HE. D: Imuno-
histoquimica para alfa-actina mostrando a presenca de novos vasos (setas).

Grupo RA;sq

Nos animais desse grupo, ndo foi observado espaco entre o implante e o tecido conjuntivo
da pele do hospedeiro em 80% dos animais (Figuras 24A e B).

Os vasos sanguineos do hospedeiro ja penetravam o implante (Figura 24C). A epiderme
da pele da rd inicia um processo de desintegracdo. Entretanto, a derme permanece integra com
arranjo padrdo do colageno da ra (Figura 24D).

Na derme superficial e/ou na profunda da pele do hospedeiro observa-se reacdo

inflamatoria, com predominio de células mononucleares, que variou entre os animais.
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Em alguns animais foi possivel detectar focos de fibrose de intensidade leve a moderada.
Nota-se ainda a formagao de novos vasos, ja que esses vasos sdo bem frequentes, variando de 4 a
11 vasos em 10 campos, principalmente na regido de tecido conjuntivo voltada para a cavidade
abdominal.

Focos de hemorragia foram observados em dois animais na interface do implante, com o
tecido conjuntivo da derme reticular do hospedeiro e/ou com tecido conjuntivo voltado para a

cavidade abdominal.

Figura 24: Fotomicrografia da parede abdominal dos animais do grupo RAssq. A: A pele da ré
ainda pode ser reconhecida pelo arranjo das fibras colagenosas (*). E possivel observar que o
masculo cutdneo comeca a restaurar (—). Coloragdo: HE. B: Observe o arranjo das fibras
colagenosas (*) da pele da Ra. Notar o musculo cutdneo, que comeca a restaurar (—).
Tricrdbmico de Mallory.C: Observar os vasos sanguineos do hospedeiro (com hemaécias
anucleadas), infiltrados na derme compacta da R& (—). Tricromico de Mallory. Barra = 50 pm.
D: Nesse periodo, nota-se que as células epidérmicas (*) comecam a perder sua estruturacdo
propria. Tricromico de Mallory. Barra = 50 pm.
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PEBD;s54

Neste grupo verificou-se predominio de formagéo de um espaco (lacuna) entre a pele do
rato e 0 PEBD nas amostras estudadas. (Figura 25A).

Ao redor do implante do plastico bolha, na derme e/ou na regido em contato com a
cavidade abdominal, nota-se intensa reacdo inflamatdria com intensidade variando para cada
animal, ou seja, de leve (+) em dois animais, moderada (++) em dois animais e acentuada (+++)
em um animal (Figura 25B).

Verificou-se congestdo em trés animais na regido em contato com a cavidade abdominal
do rato.

Observou-se a presenca de foco de fibrose em regido adjacente a implantacéo do plastico
em um animal (Figura 25B).

No tecido conjuntivo ao redor do implante observou-se maior frequéncia de vasos
sanguineos, indicativo de angiogénese. A quantidade de vasos sanguineos variou 0,9 a 7,1 vasos
em 10 campos de 40x, na derme profunda e/ou na regido em contato com a cavidade abdominal.

Em todas as amostras teciduais dos animais desse grupo verificou-se auséncia de

hemorragia.

AR D R - 43 ”

Figura 25: Fotomicrografia da parede abdominal dos animais do grupo PEBDisq. A: Notar
lacuna ocupada pelo PEBD (*). Picrosirius red B: Reacdo inflamatéria (%), area de congestdo
(cabeca de seta) e foco de fibrose (seta). HE.
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RASOd

Neste grupo de animais, verificou-se no intervalo de 30 dias, uma interagdo histologica
entre as peles sobrepostas em todos os animais estudados (figuras 26A). A derme da ra perde seu
arranjo caracteristico, representado pelas colunas dérmicas e passou a apresentar um arranjo
linear, levando a uma reorganizacgdo destas espessas fibras colagenosas observadas no Picrosirius
red com polarizagdo (Figura 26B). A intensidade de inflamacéo observada nas amostras avaliadas
foi de leve (+) a moderada (++) e composta por macrofagos, fibroblastos, linfécitos, plasmdcitos
e mastdcitos localizados, ora na derme profunda da pele do rato, ora entremeada na derme da ra.
Edema foi verificado em dois animais na derme do rato e na regido em contato com a cavidade
abdominal do mesmo, respectivamente. Havia congestdo em dois animais, na regido em contato
com a cavidade abdominal de ambos os animais. Verificou-se formacdo de novos vasos
(Angiogénese) variando de 1,2 a 13 vasos em 10 campos de 40x, localizados na regido em
contato com a cavidade abdominal do rato. Presenca de hemorragia foi verificada em apenas um
animal na regido em contato com a cavidade abdominal.

Na imuno-histoquimica para a- actina observa-se o muasculo cutaneo se reestruturando
acima da pele da rd, indicando uma integracdo do implante com o hospedeiro (Figura 26C). Na
imunomarcacao para citoqueratina foi observado que as células (citoqueratina +) estdo dispostas
esparsas no tecido conjuntivo propriamente dito ao redor do implante e ndo no estrato basal da
epiderme da ra (Figura 26D).
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Figura 26: Fotomicrografia da parede abdominal dos animais do grupo RAsy. A: A pele da ré
aparece integrada a derme do hospedeiro (*).Tricromico de Mallory. B: Observar o arranjo das
fibras colagenosas espessas (*) da pele da rd em comparacdo as fibras do hospedeiro ().
Picrosirius red.C: Observar os vasos sanguineos do hospedeiro proximos a area do implante (seta
larga), neovascularizagdo. Notar o musculo cutaneo restaurado (seta fina) a-actina. D: Nesse
periodo, nota-se a presenca de esparsos queratindcitos (detalhe) no implante. Citoqueratina. Barra
=100 pm.

PEBD30q

No grupo dos animais tratados com o PEBD, verificou-se no intervalo de 30 dias
predominio de formacdo de um espaco (lacuna) entre a pele do rato e o PEBD em todos os
animais estudados. Observaram-se projecdes de tecido inflamatdrio do hospedeiro nos espacos
que estariam entre as bolhas do PEBD (Figura 27A). A intensidade de inflamag&o observada foi

leve (+) em quatro animais, e moderada (++) em um animal, e composta por macréfagos,
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fibroblastos, células gigantes multinucleadas, linfdcitos, plasmdcitos, eosinofilos e mastdcitos,
localizados ora em derme profunda e/ou em musculatura regional, ora ao redor da lacuna gerada
pela insercdo do PEBD. Havia focos de fibrose em cinquenta por cento dos animais estudados de
leve a moderado. Havia focos de edema em todos os animais estudados ora em derme do rato
e/ou na regido em contato com a cavidade abdominal do rato. Presenga de congestdo foi
verificada em dois animais, localizada ao redor da lacuna de insercdo do PEBD e na parte em
contato com a cavidade abdominal do Rato. Verificou-se formacdo de novos vasos
(Angiogénese) variando de 1,2 a 11,4 vasos em 10 campos de 40x, na regido em contato com a
cavidade abdominal do Rato e/ou na regido da lacuna gerada pela inser¢cdo do PEBD ou na derme
profunda da pele do rato (Figura 27B). Havia hemorragia em um animal, na regido em contato

com a cavidade abdominal do rato.

Lacuna

Figura 27: Fotomicrografia da parede abdominal dos animais do grupo PEBDs3p. A: Notar
lacuna ocupada pelo plastico bolha com projecdes de tecido inflamatério do hospedeiro entre as
bolhas do PEBD (setas). Reacdo inflamatoria (*). HE. B: Nota-se acentuada formacdo de novos
vasos- Angiogénese (cabeca de seta) entremeados a edema na regido de contato com a cavidade
abdominal do rato, com formacdao de aderéncias (*) e células inflamatorias (). HE.

RAgq

No grupo dos animais tratados com a pele de rd, verificou-se no intervalo de 90 dias
interacdo histoldgica entre as peles sobrepostas em 4 animais estudados (Figura 28A e B) e
presenca de formacdo de lacuna em um animal. A intensidade de inflamagdo observada nas

amostras avaliadas foi leve (+) em 4 animais e acentuada (+++) em um animal, e composta por
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macrdfagos, fibroblastos, linfocitos, plasmocitos, e com focos de fibrose em trés animais,
localizados ora na derme profunda da pele do rato, musculatura regional e/ou regido em contato
com a cavidade abdominal do Rato. Presenca de edema foi verificada em dois animais, ora em
derme profunda do rato ora perianexial, respectivamente. Auséncia de congestdo nas amostras
dos animais analisados. Verificou-se formagdo de novos vasos (Angiogénese) variando de 2 a 17
vasos em 10 campos de 40x, localizados na regido em contato com a cavidade abdominal do rato
e/ou derme profunda da pele do mesmo. Presenca de hemorragia foi observada em um animal, na
regido em contato com a cavidade abdominal do rato. Foi observada a formacdo de aderéncias

peritoneais (Figura 28A).

500 pm

Figura 28: Fotomicrografia da parede abdominal dos animais do grupo RAgy. A: A pele da ra
aparece integrada a derme do hospedeiro (*). Notar a presenca de aderéncia peritoneal (seta).
HE. B: Observar parede abdominal com aspecto uniforme (%). HE.

PEBDgoq

No grupo dos animais tratados com o PEBD, verificou-se no intervalo de 90 dias, desde
discreta formacao de lacuna entre a pele do rato e 0 PEBD em quatro animais, e auséncia de
formacéo de lacuna entre a pele do rato e 0 PEBD em um animal. A intensidade de inflamacéo
observada foi leve (+) em um animal e acentuada (++) em 4 animais, e composta por fibrdcitos,
fibroblastos, linfécitos, plasmdcitos, macréfagos, células gigantes multinucleadas, mastdcitos e
neutrofilos, localizados ora em derme superficial e/ou profunda e em musculatura regional.

Presenca de focos de fibrose nas amostras de todos os animais analisados (Figura 29A). Presenca
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de edema perianexial em apenas um animal. Havia congestdo em apenas um animal, localizado
na derme profunda da pele do rato.

Verificou-se formacdo de novos vasos (Angiogénese) variando de 4 a 19 vasos em 10
campos de 40x, localizada na derme profunda da Pele do rato e/ou na regido da lacuna gerada
pela inser¢do do PEBD. Havia hemorragia em trés animais, localizada na derme superficial ou
profunda da pele do rato, entremeado a focos de fibrose e de tecido de granulagdo na regido em
contato com a cavidade abdominal do rato (Figura 29B). Em um animal, pdde-se observar em
derme profunda area delimitada por epitélio estratificado queratinizado rompido, circundado por
acentuado infiltrado inflamatério, havia extensa area de ulceracdo com formacgdo de crostas

serocelulares associada a acentuado infiltrado inflamatério composto por neutrdéfilos, linfdcitos,

plasmacitos, macrofagos se estendendo da derme superficial a profunda da pele do rato.

Figura 29: Fotomicrografia da parede abdominal dos animais do grupo PEBDgyq4. A: Notar focos
de fibrose (cabeca de seta) ao redor da lacuna. HE. B: Nota-se tecido de granulacdo na regido em
contato com a cavidade abdominal do rato (losango). Tricromico de Mallory.
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4.4.2 Anélise semi-quantitativa

Considerando os achados histopatoldgicos semi-quantitativos em nosso experimento
observamos que, aos sete dias de pds-operatorio, tanto o grupo R& quanto o grupo PEBD
apresentaram resposta inflamatoria baseada em escores com 100% dos animais em grau 3,
considerada acentuada. Esta inflamacgdo aos quinze dias de p6s-operatorio reduziu em ambos 0s
grupos que passaram a apresentar apenas 20% dos animais em escore acentuado. No grupo Réjsq
60% dos animais apresentaram grau moderado contra 40% do grupo PEBD e 20% grau leve
contra 40% do grupo PEBD. Aos 30 dias de poOs-operatorio observou-se que O Processo
inflamatério concentrou-se apenas nos escores moderado e leve, sendo no grupo Ra 40%
moderado e 60% leve e no grupo PEBD 80% moderado e 20% leve. Aos noventa dias de pds-
operatorio os grupos apresentaram escores de inflamacdo opostos sendo no grupo Ra 80% dos

animais com grau leve e no grupo PEBD 80% dos animais com grau acentuado (Figura 30).
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Figura 30: Graficos demonstrando a intensidade do processo inflamatério nos animais dos
Grupos R& e PEBD nos diferentes periodos pds-operatorios.
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Com relacéo aos tipos celulares encontrados observou-se a presenga de mononucleares,
polimorfonucleares, fibroblastos e células gigantes nos diferentes periodos pos-operatorios
estudados conforme apresentado nas figuras 31, 32 e 33.
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Figura 31: Graficos demonstrando a porcentagem de aparecimento dos diferentes tipos celulares,
fibroblastos e mononucleares, nas amostras estudadas nos 7, 15, 30 e 90 dias de pds-operatério.
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Figura 32: Gréficos demonstrando a porcentagem de aparecimento dos diferentes tipos celulares,
polimorfonucleares, neutrofilos e eosindfilos nas amostras estudadas nos 7, 15, 30 e 90 dias de
poés-operatorio.
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Figura 33: Gréficos demonstrando a porcentagem de aparecimento dos diferentes tipos celulares,
macrofagos e células gigantes, nas amostras estudadas nos 7, 15, 30 e 90 dias de pos-operatorio.
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A presenga de tecido e granulagéo foi observada nos animais que receberam implante de
pele de Ra aos 90 dias de pds-operatorio em 40% dos animais e a fibrose apareceu aos 15 dias de
pos-operatdrio em 40% dos animais e aos 90 dias de pos-operatorio em 60% dos animais. No
grupo que recebeu a prétese de PEBD o tecido de granulacdo foi observado aos 90 dias de pos-
operatério em 100% dos animais e a fibrose ocorreu aos 15, 30 e 90 dias de pds-operatdrio com
taxas de 20%, 60% e 100% respectivamente (Figura 34).
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Figura 34:Graficos demonstrando a porcentagem de aparecimento de tecido de granulacdo e
fibrose nas amostras estudadas nos 7, 15, 30 e 90 dias de p6s-operatorio.
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A interacdo entre a prétese e o hospedeiro foi avaliada de acordo com a presenca de
lacuna entre a prétese e a derme do rato. Com sete dias de pds-operatorio, os dois grupos
estudados apresentaram auséncia de interacdo em 100% dos animais. Com 15 dias de pos-
operatorio no grupo pele de Ra 80% dos animais apresentaram auséncia de lacuna entre a protese
e a pele do hospedeiro e 20% apresentou lacuna entre a protese e a pele do hospedeiro. No grupo
PEBD deste periodo, 20% dos animais apresentaram auséncia de lacuna entre a prétese e a pele
do hospedeiro e 80% apresentou lacuna entre a pele do rato e a protese. Com 30 dias de pés-
operatorio no grupo Ra 100% dos animais apresentaram total interacdo entre a prétese e a derme
do rato e o grupo PEBD apresentou 100% dos animais com auséncia de interacdo da protese com
a derme do rato. Com 90 dias de pds-operatdrio o grupo R& apresentou 80% dos animais com
interacdo total entre a prétese e a derme do rato e 20% dos animais com moderada interacao entre
a prétese e a derme do rato. O grupo PEBD apresentou 80% dos animais com interacdo leve entre
a protese e a derme do hospedeiro e 20% dos animais com auséncia de interacdo entre a protese e

a derme do rato, conforme mostra na figura 35.

61



100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

%

7D 15D 30D 90D

M Acentuado M Moderado M Leve M Ausente Ra

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

%

7D 15D 30D 90D

B Acentuado M Moderado M leve M Ausente PEBD

Figura 35: Gréficos demonstrando a porcentagem de interacdo entre as proteses e a pele do
hospedeiro nas amostras estudadas nos 7, 15, 30 e 90 dias de p6s-operatorio.
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A neovascularizagdo esteve presente ao redor do implante em todos os periodos pos-

operatdrios estudados. Apresentou um comportamento decrescente no Grupo R& até os 90 dias de

pos-operatdrio e no Grupo PEBD o nimero de vasos sanguineos reduziu até o trigésimo dia de

pos-operatdrio e aumentou aos 90 dias de pos-operatorio (Figura 36).
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Figura 36: Grafico demonstrando a média do numero de novos vasos (Angiogénese) em 10
campos de 40x nas amostras estudadas nos 7, 15, 30 e 90 dias de pds-operatdrio.
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5 DISCUSSAO

A tela ideal para herniorrafia deve causar o minimo de reagéo tecidual local e sistémica e
manter o0 maximo possivel a integridade da parede abdominal permitindo perfeita movimentacao
do individuo e total protecéo as visceras abdominais (ARAMAYO et al., 2013). Em nosso estudo
as duas préteses se mostraram eficazes em proteger &s visceras abdominais visto que nenhum
animal apresentou recidiva da herniacdo ou evisceragdo em nenhum periodo estudado. A
movimentacdo abdominal se mostrou perfeita em todos os periodos estudados, nenhum animal
apresentou dificuldade em movimentar-se, assim como, ndo apresentaram perda de peso nos
periodos de 15, 30 e 90 dias de p6s-operatorio. Com sete dias de pos-operatorio, a perda ponderal
ndo significativa, provavelmente ocorreu pelo trauma cirdrgico recente e ndo por reacdo as
préteses.

O padrdo de sutura continua simples com fio de nailon 4.0 utilizado para fixacdo da
protese na parede abdominal mostrou-se satisfatorio visto que as proteses ficaram bem fixadas,
ndo se deslocaram e nenhum animal apresentou peritonite, eventracdo ou evisceracao,
diferentemente de Gianlupi e Trindade (2004) que utilizando tela de polipropileno para correcao
de hérnias abdominais em ratos suturadas com pontos em “U” interrompidos obtiveram uma taxa
de 12,5% de recidivas das hérnias.

A protese biologica, pele de ra, talvez devido a densa e organizada camada colagenosa
associada a epiderme queratinizada, demorou em torno de 90 dias para sofrer integracéo total ao
tecido do hospedeiro, fato este observado através da termografia (pela reducdo do tamanho da
protese) e confirmado através das analises histologicas. Este tempo demonstrou ser suficiente
para o organismo formar novo tecido de arquitetura similar a parede abdominal do rato higido,
sustentando adequadamente as visceras abdominais e permitindo perfeita movimentagdo do
abdome. Corroborando com Montgomery (2013) que afirma ser a absor¢do precoce das proteses
biologicas um ponto falho em sua indicagdo de uso.

A deiscéncia de sutura observada no Grupo R& foi maior que no grupo PEBD aos 7
(40%), 15 (60%) e 30 dias de pds-operatorio, ainda que a analise estatistica tenha mostrado que
ndo houve diferenca significativa entre os dois grupos em todos os periodos pds-operatorios
estudados (px-w = 0,26; p<0,05) . Este fato pode ser atribuido, a dois fatores, um deles a presenca

de infecgéo local que, embora ndo tenha causado supuracdo ou abscessos, pode ter exacerbado o
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processo inflamatdrio desencadeando um maior desconforto na regido da sutura levando os
animais a retirarem os pontos de pele. A protese composta pela pele de Ra foi utilizada in natura,
sem esterilizacdo pré-operatoria, tendo sido apenas desinfetada com clorexidina 2%, assim como
0 PEBD. Entretanto, a pele de Ra ¢ um material bioldgico passivel de deterioracdo seguida de
inflamacéo e infecgdo diferentemente de materiais inorganicos como o PEBD (VENTER, 2005),
que por ser sintético, ndo biodegradavel, ndo poroso e de camada Unica, tem maior probabilidade
de obter na desinfeccdo pré-operatoria com clorexidina a 2% um maior sucesso com a profilaxia
da infeccdo. Um segundo fator que pode ter causado a deiscéncia de sutura maior no grupo Ra
seria o fato da epiderme queratinizada da R&, que ficou voltada para a pele do rato e demorou
entre 15 e 30 dias para se desintegrar, ter provocado um atraso na cicatrizagdo cuténea facilitando
assim a deiscéncia de sutura.

A deiscéncia de sutura, entretanto foi apenas cutanea e ndo esteve associada a presenca de
secrecdo purulenta, abscesso, evisceragdo ou peritonite. Em estudo para hernioplastia em ratos
utilizando periténio de paca, Leal et al. (2014) obtiveram um indice de, aproximadamente, 30%
de desenvolvimento de abscessos na parede abdominal, cujos autores associaram a fistulacdo
cutanea, que permitiu a contaminacgdo da protese com dejetos dos animais predispondo, assim, o
desenvolvimento desta patologia.

A protese de pele de ra se manteve integra e bem integrada a musculatura abdominal dos
animais, mesmo com deiscéncia de sutura cutanea. Este fato foi observado em todos os animais e
mesmo nos animais onde a protese esteve exposta, a protecdo as visceras e a movimentacdo do
abdome foi perfeitamente mantida, fato este comprovado com a observacdo clinica dos animais
que ndo perderam peso, mantiveram seu comportamento e movimentacdo normal dentro da
colbnia e pela analise macro e microscopica pos-operatoria que demonstrou a auséncia de
abscessos, fistulas ou reacdes do organismo tentando expulsar a protese.

Aos 90 dias de pds-operatorio, apenas um animal (20%) do grupo pele de Ra apresentou
deiscéncia de sutura, sendo esta considerada de Grau 1, visto que ja havia tecido de granulacao
cobrindo a protese e nenhuma parte desta apresentava-se exposta. No grupo PEBD assim como
no grupo ra, um animal (20%) apresentou deiscéncia de sutura sendo esta de grau 3 visto que
parte do PEBD estava exposto, sem presenca de tecido de granulagéo cobrindo o pléstico.

Montgomery (2013) cita que a utilizacdo de produtos quimicos para tornar proteses

bioldgicas em proteses acelulares podem intoxicar o hospedeiro ou incrementar a reacao
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inflamat6ria do mesmo. Em nosso estudo a protese biologica de pele de ra-touro foi usada in
natura, sem adicdo de qualquer produto quimico conservante, estabilizante ou para torna-la
acelular. Em nosso estudo nenhum animal demonstrou sinais de intoxicacao ou perda de peso em
nenhum dos periodos pds-operatorios estudados, confirmando que a prétese bioldgica in natura é
bem tolerada pelo organismo do hospedeiro ndo causando reagdes sistémicas.

Temperaturas menores que o restante do abdome dos ratos observadas pela termografia no
centro do defeito herniario criado, até o trigésimo dia de pds-operatorio, comprova que a malha
bioldgica de pele de rd-touro ndo havia sido absorvida totalmente até esta data. Fato este
considerado bom no que diz respeito a efetividade no uso de uma prétese bioldgica. Segundo
Montgomery (2013), quando as malhas bioldgicas sdo absorvidas precocemente elas podem
deixar de ser efetivas.

Aderéncias peritoneais em superficie de proteses utilizadas para corrigir defeitos
herniarios acontecem em 80-90% dos pacientes (GAERTNER et al., 2010). A avaliacdo da
formacdo de aderéncias nas préteses abdominais inclui incidéncia, extensdo e qualidade das
mesmas. A qualidade das aderéncias é determinada comumente através da utilizacdo de escores
que consideram o numero de aderéncias, 0s 6rgdos envolvidos, a espessura e resisténcia destas
aderéncias e se estas estdo ou ndo associadas a fistulas entéricas ou obstrucdes intestinais
(DIOGO-FILHO et al., 2004; BRITO E SILVA, 2009; COSTA, 2009; GAERTNER et al., 2010;
KIST et al., 2012; RICCIARDI et al., 2012; GARCIA-MORENO et al., 2014; NOWACKI et al.,
2014).

Todos os animais deste estudo apresentaram aderéncias peritoneais, concordando com
Diogo-Filho et al. (2004) que relatam que estas aderéncias ocorrem em 90% ou mais nas grandes
cirurgias abdominais. Em seu estudo, todos 0s animais que utilizaram uma proétese sintética (tela
de polipropileno sem nenhum tipo de preparo) para hernioplastia apresentaram aderéncias
peritoneais. Em outros estudos, como o de Leal et al. (2014) e o de Vidor et al. (2013), onde
foram utilizadas proteses biologicas compostas de peritbnio de paca e pericardio bovino,
respectivamente, a taxa de formacdo de aderéncias de omento as préteses foi de 100%, conforme
encontrado no nosso experimento.

Ainda que tenham sido encontradas aderéncias, tanto nos animais com implante de pele
de ra-touro como nos de implante com PEBD, segundo a classificacdo das aderéncias, estas se

apresentaram em pequeno numero (até 3), frouxas, facilmente desprendidas por manipulacéo,
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sendo classificadas como de grau 1 (leves), em 95% dos animais. Todas as aderéncias na regido
cranial do abdome foram de omento maior no ter¢co proximal da protese e as aderéncias
abdominais caudais foram de testiculo direito e/ou esquerdo. A presenca das aderéncias
testiculares provavelmente esta associada ao fato dos roedores serem mantidos em biotério
climatizado, com temperatura controlada e por um mecanismo termorregulatério manterem seus
testiculos a maior parte do tempo intra-abdominais, em contato direto com a por¢do caudal das
proteses.

Muitas das aderéncias apresentaram-se situadas na zona de sutura entre a prétese e o
hospedeiro, o que pode ser justificado pela presenca de maior inflamacdo nesta regido de
transicdo devido a presenca do material de sutura, ja que este também atua como corpo estranho
que pode incitar a formacéo das aderéncias.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos, pele de Ra e PEBD, com relacdo a
incidéncia e/ou gravidade de aderéncias (pk.w = 0,43; p<0,05), demonstrando que os dois
biomateriais ndo estimulam a formacédo de aderéncias moderadas ou graves quando comparados
com a tela de polipropileno sozinha, conforme os estudos de Diogo-Filho et al. (2004) ou coberta
de filme de &cido latico em estudo de Lontra et al. (2010), onde apresentaram a maioria das
aderéncias, de grau 4, envolvendo grande omento, al¢as intestinais e figado.

A formacdo de aderéncias foi considerada igual em todos os periodos poOs-operatérios
estudados. Nos dois grupos, com 7, 15, 30 e 90 dias de pos-operatério as aderéncias
demonstraram a mesma incidéncia e 0 mesmo escore de gravidade, discordando de Aramayo et
al. (2013) que relatam que as aderéncias podem demorar entre 5 e 7 semanas, ap0s a agressao
peritoneal, para se formarem completamente e concordando com Gaertner et al. (2010) que
afirmam que as aderéncias peritoneais ndo aumentam além dos 7 dias de pos-operatorio.

Apesar do uso da imagem infravermelha ser de aplicagdo bem estabelecida na engenharia,
na medicina a termografia ainda € um exame complementar em estudo e considerado, ainda por
alguns, como método experimental (BRIOSCHI, 2011).

A termografia infravermelha é utilizada em Medicina Humana e Veterinaria para
diferentes fins, como: diagndstico de cancer de mama (KENNEDY et al., 2009), patologias
articulares, sindromes fibromidlgicas/ dores miofasciais, glaucoma, funcdo glandular
(BRIOSCHI, 2011), avaliacdo da profundidade de queimaduras precocemente (MASON et al.,
1981), avaliacio de viabilidade de enxerto 6sseo (NOBREGA et al., 2014), entre outros. Com
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estas finalidades, o parametro mais cléassico utilizado € a diferenca de temperatura corpérea em
relacdo & area lesionada (AT) ou o parametro de assimetria em relacdo ao lado contralateral (a
diferenca térmica esquerda/direita pode definir uma disfuncdo). Em nosso estudo tanto a
determinacédo da area de inflamacdo assim como a determinacdo do percentual de contracdo da
protese ndo puderam ser realizadas através destes pardmetros, sendo necessaria entdo, a criagdo
de pardmetros matematicos proprios para realizacao desta avaliacéo.

A termografia infravermelha foi utilizada por ser um método nédo invasivo para avaliagcdo
da inflamacédo e da retracdo da protese nos diferentes periodos pos-operatérios estudados. Nao
existem citacOes prévias da utilizacdo deste método avaliativo para acompanhamento da
cicatrizacdo de hernioplastias com ou sem o uso de biomateriais. A técnica se mostrou eficaz
apos as etapas do processamento das imagens. Diferentemente de outros estudos (VON
BAHTEN et al., 2006; SACHARUK, 2009; NOBREGA et al., 2014; CALKOSINSKI et al.,
2015;), em que se avalia a inflamacdo em um Unico ponto observando-se a alteracdo da
temperatura diretamente na imagem infravermelha, o presente estudo considerou toda a regiéo
abdominal do animal onde foi implantada a protese, sendo necessario, portanto, a utilizacdo de
outras propriedades oriundas da medida de temperatura pelo termografo. Desta forma, as imagens
infravermelhas foram processadas visando identificar os gradientes de temperatura, que
permitiram delimitar a area inflamada, assim como, a presenca e a contracdo da protese,
concordando com Brioschi (2011), que relata “a ndo utilizacdo de transformacBGes matematicas”
ser um dos erros mais comuns na interpretacdo das imagens termogréaficas, sendo motivo da
auséncia de seu emprego até hoje na pratica clinica rotineira.

Através da analise termografica foi possivel observar que no grupo tratado com pele de
R4 o processo inflamatdrio foi maior aos sete dias de pos-operatorio, apresentou queda de quase
50% aos 15 e 30 dias de po6s-operatdrio, chegando a zero com 90 dias de pds-operatorio. Esta
queda acompanhou a involugdo da prétese que aos 90 dias de pos-operatorio se apresentava com
1/3 do seu tamanho original. Atraves da histologia pode-se confirmar que aos 90 dias de pds-
operatorio a protese de pele de R& ja ndo apresentava mais as caracteristicas proprias da derme e
epiderme da R4 estando quase totalmente integrada ao tecido do hospedeiro.

Através da termografia pode-se observar que o grupo que recebeu prétese de PEBD
apresentou aos 7, 15 e 30 dias de pds-operatorio um processo inflamatdrio decrescente e menor

que o processo inflamatorio do grupo que recebeu pele de Ra. Entretanto, aos 90 dias de pos-
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operatério este processo inflamatério triplicou. O tamanho da prétese PEBD se manteve, visto
que se trata de um biomaterial inabsorvivel. O processo inflamatério tardio pode ter sido
atribuido a liberacdo de produtos da deterioracdo do polimero PEBD que se reuniram dentro da
capsula ou na interface capsula-implante promovendo assim uma reacao tecidual exagerada, com
prolongamento da fase inflamatéria (GREER e PEARSON, 1998; KLOSTERHALFEN et al.,
2005).

Considerando os achados histopatoldgicos semi-quantitativos em nosso experimento,
observamos uma diminuicdo gradativa no processo inflamatorio causado pela protese de pele de
Ra e um processo inflamatério que reduziu até os 30 dias e aumentou aos 90 dias de pos-
operatorio no grupo que recebeu o PEBD. O teste Kruskal-Wallis empregado apontou diferenga
significativa entre estes processos nos dois grupos (px.w = 0,0029; p< 0,05). Através do teste
Mann-Whitney constatou-se que esta diferenca estava no periodo de 90 dias de pds-operatdrio
(pm-w = 0,046; p< 0,05). Estes achados refletem que no momento inicial as duas proteses
provocaram inflamagdo acentuada em todos os animais, fato este que pode ser associado nao
somente as proteses implantadas, mas também ao trauma provocado pela cirurgia propriamente
dita. Aos quinze dias de pds-operatorio a inflamacdo acentuada cedeu em ambos 0s grupos,
entretanto o grupo R& demonstrou um maior numero de animais com inflamagdo moderada que o
grupo PEBD. Esta situacdo pode ser explicada pela maior taxa de deiscéncia de sutura cutanea
(60% dos animais) apresentada pelo grupo pele de R& neste periodo. Com 30 dias de pos-
operatorio, a inflamagdo comecou a aumentar no grupo que recebeu PEBD e continuou a declinar
no grupo que recebeu pele de R4, situacao esta que se consolidou aos 90 dias de pds-operatdrio
onde o grupo PEBD apresentou 80% dos animais com grau acentuado de inflamacéo
contrariamente do grupo R& que apresentou 80% dos animais com grau leve de inflamacdo. A
resposta acima descrita corrobora com Smart et al. (2012) que descreve ser mais longo (crénico)
0 processo inflamatorio por reacdo tipo corpo estranho em proteses de absorgdo lenta ou
inabsorviveis, que no caso do presente estudo é representado pela protese PEBD.

Ocorreu uma predominancia do processo inflamatério agudo no grupo pele de Ra aos 7
dias de pos-operatorio com presenca de neutréfilos em 40% dos ratos e em 20% do grupo PEBD.
Aos 15 dias de pos-operatorio observamos uma reducdo neste processo passando a porcentagem
de aparecimento de neutréfilos para 25% dos ratos do grupo pele de R& e ausente no grupo

PEBD. Aos 30 e 90 dias de pds-operatorio ndo foi observada a presenca de neutrofilos em

69



nenhum animal do grupo pele de Ra e nem do grupo PEBD, resposta esperada, visto que, apds
quinze dias a resposta deixa de ser aguda com presenca de outros tipos celulares.

No que concerne aos mononucleares e fibroblastos ativos os resultados nos mostram que
aos 7, 15 e 30 dias de pds-operatorio os dois materiais testados apresentaram respostas similares
com presenca de todos os tipos celulares variando um pouco com relacdo a porcentagem de
aparecimento em cada periodo testado, sendo que aos 90 dias de pds-operatério a diferenca entre
0s materiais foi marcante. No grupo que recebeu a pele de ra, fibroblastos ativos, linfdcitos e
plasmdcitos se encontravam presentes em apenas 30% dos animais e nenhum animal apresentou
mastécitos. No grupo PEBD, aos 90 dias de pdés-operatorio, 100% dos animais ainda
apresentaram fibroblastos ativos, 70% ainda apresentaram linfdcitos e plasmdcitos e 30% ainda
apresentavam mastdcitos. A presenca destes tipos celulares aos noventa dias de pos-operatorio
pode significar uma cronicidade do processo inflamatorio (processo inflamatorio ndo resolvido)
(ARAMAYO et al., 2013).

Em nosso estudo, o grupo pele de R& aos 7 dias de pos-operatorio mostrou a presenca de
eosinofilos em 60% dos animais e o grupo PEBD mostrou em 50% dos animais, com 15 dias a
presenca de eosinofilos caiu para 25% no grupo pele de R e subiu para 60% no grupo PEBD.
Aos 30 e 90 dias de pds-operatdrio a presenca de eosindfilos foi ausente no grupo com implante
de pele de R& e no grupo PEBD aos 30 dias 20% dos animais ainda apresentou eosinéfilos sendo
estes ausentes aos 90 dias. A presenca de eosindfilos pode representar processo inflamatorio
agudo e/ou reacdo de hipersensibilidade (ARAMAYO et al., 2013). Considerando que no grupo
pele de R& seu aparecimento esta coincidente com a presenca dos neutréfilos acredita-se ser um
processo inflamatdrio agudo. Ja no grupo PEBD como seu aparecimento difere do aparecimento
dos neutrdéfilos, estando com incidéncia maior aos 7 e 15 dias de pds-operatorio e persistindo até
os 30 dias de pds-operatorio ndo podemos descartar a possibilidade de seu aparecimento estar
relacionado ndo somente a uma reacdo inflamatéria mas também a uma reacdo de
hipersensibilidade.

A presenca de macrofagos e células gigantes pode indicar um processo inflamatério
crénico com reacgdo tipo corpo estranho ndo finalizada, assim como, pode indicar um processo
inflamatorio normal que estd reorganizando um tecido para deposi¢do de colageno, sendo este
tipo celular a chave do processo inflamatorio, induzindo assim a neovascularizacdo e a
cicatrizacdo propriamente dita (ARAMAYO et al., 2013; CASTRO BRAS et al., 2012). No
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presente estudo, o grupo que recebeu a protese composta de pele de R& teve a presenca de
macrofagos em 100% dos animais aos 7 e aos 15 dias de pos operatorio e de células gigantes em
40 e 50% dos animais aos 7 e 15 dias de pds-operatorio, respectivamente, sendo que aos 30 e 90
dias de pos-operatério estas células ndo foram mais encontradas, concordando Castro Bras et al.
(2012) que afirmam ser este tipo celular importante na remodelagem tecidual ap6s implantes de
préteses bioldgicas e absorviveis. O grupo que recebeu implante de PEBD teve a presenca de
macrofagos e células gigantes em todos os periodos pds-operatorios estudados, sendo que aos 90
dias de pos-operatorio a presenca de macréfagos ocorreu em 100% dos animais e a de células
gigantes ocorreu em 60% deles, concordando com Aramayo et al. (2013) e Castro Bréas et
al.(2012) que afirmam que a presenca destas células mais tardiamente indicam processo
inflamatorio ainda nédo totalmente solucionado.

A interacdo entre a protese e o hospedeiro foi avaliada de acordo com a presenca ou
auséncia de lacuna entre a prétese e a derme do rato, nos diferentes periodos estudados. Este tipo
de avaliagdo se mostrou fidedigna visto que seus resultados acompanharam os outros resultados
ndo demonstrando discrepancias e sim corroborando com os outros achados. Aos sete dias de
pOs-operatdrio ocorreu auséncia total de interacdo entre os dois biomateriais e 0s hospedeiros, aos
15 e 30 dias de pobs-operatério o grupo pele de R& apresentou 80 e 100% de interacdo,
respectivamente, sendo que o PEBD apresentou 80 e 100% de auséncia de interacdo entre a
prétese e 0 hospedeiro aos 15 e 30 dias de pds-operatdrio, respectivamente. Aos 90 dias de pos-
operatorio no grupo que recebeu a pele de R&a, 80% dos animais apresentaram interacdo
acentuada da protese com o hospedeiro e 20% dos animais apresentaram interacdo moderada, no
grupo que recebeu prétese de PEBD, 80% dos animais apresentou interacdo leve entre a protese e
o tecido do hospedeiro e 20% apresentou auséncia de interagéo.

Os resultados deste trabalho mostraram que a pele de R ja havia sido quase totalmente
integrada ao tecido do hospedeiro ao final de 90 dias, enquanto que a prétese de PEBD laminar
bolhoso ndo apresentou tal integracéo e ainda causou uma reacdo inflamatoria intensificada neste
periodo. Sendo assim, para que uma protese inabsorvivel, tal qual o PEBD, seja considerada
como passivel de utilizagdo na rotina clinica-cirdrgica, a mesma deve permanecer implantada por
pelo menos 365 no tecido muscular, como postulado por Purchio (1993), sendo verificadas todas

as reacdes adversas que possa vir a causar no hospedeiro.
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6 CONCLUSOES

A protese de pele de ré-touro mostrou-se biocompativel e eficaz em suportar as visceras
abdominais sem causar danos a movimentagdo abdominal. Sendo considerada um
biomaterial promissor para hernioplastias.

O PEBD laminar bolhoso produziu um processo inflamatorio intenso aos 90 dias de pds-
operatorio. A sustentacdo as visceras abdominais ocorreu perfeitamente até os 90 dias de
po6s-operatdrio permitindo a movimentacao abdominal normal de todos os animais. Sendo
considerado um bom material para implantes temporarios de até no méaximo 30 dias e
sendo necessario novos estudos com periodos de implantacdo mais longos deste
biomaterial para que seja utilizado com seguranca nas correcdes de defeitos herniarios de
modo definitivo.

Os materiais testados demonstram ser promissores no tratamento de defeitos herniéarios,
sendo que, novos estudos com periodos mais longos de implantacdo e novos testes devem

ser realizados.
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