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Nas tltimas décadas tém surgido diferentes tipos de
materiais, tanto naturais quanto sintéticos, para a repara-
¢do cirurgica abdominal. Este trabalho teve como objetivo
principal a obtengdo de biomembranas a partir de centros
tendinosos diafragmaticos submetidos a solugdes alcalinas
por diferentes periodos de tempo para posterior caracte-
rizagdo fisico-quimica e utilizagdo cirurgica em eqiiinos.
Pretendeu-se analisar as alteragdes macro e microscopicas
proporcionadas pelo tratamento em funcdo da variavel
tempo, para a determinacdo do mais viavel para utilizagéo

RESUMO

como implante. Em segunda instancia foram implantadas
amostras obtidas por 72 horas de tratamento alcalino e liofi-
lizadas, amostras submetidas em glicerina 98% e amostras
apenas liofilizadas para controle. A retirada das amostras
em uma, nove e dezoito semanas permitiram avaliar a dife-
renga de integracdo na interface biomaterial/tecido, sendo
que as amostras do meio alcalino demonstram menor difi-
culdade de dissecagdo em relacdo as amostras mantidas em
glicerina e ao grupo-controle.
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ABSTRACT

ATTAINMENT, CHARACTERIZATION AND SURGICAL APLICATION OF COLLAGEN MATRICES IN EQUINE
ABDOMINAL WALL

Different materials types, naturals and synthetics
have appeared for the abdominal surgical repairing. This
work had as main objective to get biomembranes from
diafragmatic tendineous centers submitted to alkaline so-
lutions for different periods of time for posterior physicist-
chemistry characterization and surgical use in equines. It
was intended to analyze the macro and microscopical al-
terations caused for the treatment in function of the time
variable, to be able to determinate the most viable for im-

plant use. In second instance samples gotten for 72 hours
of alkaline treatment and lifilized, samples submitted in
glycerin 98% and samples only liofilizeds for control had
been implanted. The explantation of the samples in 1, 9 and
18 weeks had allowed to evaluate the difference of integra-
tion of the biomaterial/tissue interface. The samples of the
alkaline way demonstrate to minor difficulty of dissection
compared to the samples kept in glycerin and to the control

group.

KEY WORDS: Abdominal wall, biomaterials, collagen, equines, repairing.
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INTRODUCAO

A reparacao cirurgica ou refor¢o dos teci-
dos que compde a parede da cavidade abdominal
¢ uma das necessidades mais convencionais da
cirurgia humana e veterinaria. Especificamente
para utilizacdo em animais domésticos, o maior
desafio € o desenvolvimento de biomateriais que
suportem forgas exercidas pelas visceras, em vir-
tude da posicdo quadrupedal destes animais, ¢
pela movimentagao das estruturas apds o proce-
dimento cirargico.

Em relagdo aos materiais utilizados nos te-
cidos da parede abdominal, BAERG et al. (2003)
referem que a partir de 1950 tornou-se comum
o uso das proteses sintéticas nao absorviveis
como nylon, politetrafluoroetileno, silicone, po-
liéster, polipropileno, esponja de polivinil, fibras
de carbono e das proteses sintéticas absorviveis
feitas de poliglactina 910 e de 4cido poliglicolico
(BELLON, 2005).

Mais recentemente, materiais colagénicos
tém sido obtidos de véarias espécies animais, 0O
que requer diferentes técnicas de conservagdo
para preservar sua viabilidade e diminuir sua an-
tigenicidade.

A preservacao tem sido feita por congela-
mento ou por agentes quimicos, como as solucoes
mercurais, acido acético glacial, acido peracético
e glicerina (RAISER et al., 2001).

A glicerina a 98% foi amplamente utilizada
para conservar diferentes tecidos nas ultimas trés
décadas, como dura-mater (PIGOSSI etal., 1964),
peritonio de bovino, peritonio de cao (DALECK
et al., 1992), pericardio de eqiiino (RANZANI et
al., 1990), diafragma de caes (MAZZANTI et al.,
2000), bexiga de cao (OLIVEIRA et al., 2000)
entre outros. A glicerina 98% mantém a vitali-
dade celular (LEITE et al., 1979) e seu modo de
acdo que esta baseada na desidratacdo das célu-
las (PIGOSSI, 1964), a qual se atribui acao anti-
séptica, atuando contra fungos e bactérias gran-
negativas e gran-positivas, com excecao para as
formas esporuladas (PIGOSSI, 1967).

Além da glicerina, verificou-se também a
eficacia da solucao alcoolica de tintura de timer-
sol 1:1000 (ALVARENGA, 1992); polivinilpir-

rolidona (NETO et al., 2000); solugdo hipersa-
turada de sacarose (NETO et al., 1997), mel ndo
processado (AMENDOLA, 2000) e solucao hi-
persaturada de cloreto de sddio como alternativas
de baixo custo (BRUN et al., 2002).

Porém, modificagdes quimicas em alguns
tecidos animais constituem-se em alternativas de
elevado potencial para melhorar ou modificar as
propriedades do coldgeno neles contidos, sejam
elas mecanicas, estruturais ou fisico-quimicas.
Matrizes colagénicas com superficies carregadas
podem ser produzidas por reagdes quimicas como
de esterificacdo e succinilagdo (JAYAKRISH-
NAM & JAMELA, 1996).

GOISSIS et al. (1999) utilizaram solu-
c¢do alcalina em tecidos animais, o que reduziu
a imunogénicidade, em virtude da hidrdlise dos
grupos carboxiamidas (Figura 1), e otimizou as
propriedades piezoelétricas do colageno, atuan-
do como um estimulador fisico-quimico de cres-
cimento celular. Essa modificagdao conduz a um
aumento total de até 106 cargas negativas por
unidade de tropocolageno apos tratamento alca-
lino (BET et. al, 2001). Porém, caracterizacdes
fisico-quimicas por espectroscopia na regiao do
infravermelho sugeriram que a estrutura em héli-
ce tripla do tropocolageno foi preservada durante
a hidrolise (GOISSIS et al., 1999). PARREIRA
(2004) utilizou o processo de hidrolise alcalina
em pericardio bovino em amostras tratadas por
24 e 48 horas e as implantou no subcutaneo de
ratos, observando o comportamento de integra-
¢ao tissular até 180 dias. Essas matrizes tiveram
significativa diferenca, em rela¢dao ao grupo-con-
trole, na redugdo de fibrosamento ¢ auséncia de
resposta inflamatdria cronica.

VULCANI et al. (2006) utilizaram centro
tendinoso diafragmatico tratado em solucao alca-
lina por 72 horas e liofilizado, obtendo biomem-
brana de quinze centimetros de comprimento e
aproximadamente nove centimetros de largura.
Ap6s esterelizada em 6xido de etileno, aplicou-
se cirurgicamente em égua com hérnia umbilical
reincidivante, em virtude de pouco tecido dispo-
nivel para fechamento das bordas cirurgicas. Nao
houve rejeigao do material e nem alteragdes dos
parametros clinicos observados. O implante fora
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avaliado por ultra-sonografia, no qual se obser-
vou que nado havia aderéncia da biomembrana e a

motilidade intestinal estava normal. Nenhuma al-
teragdo digna de nota foi descrita pelo avaliador.

Grupo carboxiamida
W OH'
—(C-NH2 : 5
Meio Alcalino
Colageno

- - CO0" I

NH_;;

Grupo carboxilato

Colageno

FIGURA 1. Ilustragdo esquematica da hidrdlise dos residuos de glutamina e asparagina presentes no coldgeno em meio

alcalino.

A partir da revis@o dos resultados anterior-
mente obtidos, objetivou-se, no presente traba-
lho, processar biomembranas a partir de centros
tendinosos diafragmaticos de eqiiinos em solu-
¢ao alcalina, conforme descrito por GOISSIS et
al. (1999), para posterior caracterizagao fisico-
quimica. Em segunda instincia, pretendeu-se,
por comparacao com o método de conservagao
em glicerina 98 %, verificar a viabilidade de uti-
lizagdo cirrgica, bem como as caracteristicas do
material na interface tecido/biomaterial.

MATERIAL E METODOS

Os centros tendinosos diafragmaticos fo-
ram obtidos de eqiiinos que vieram a Obito por
causa conhecida, com exclusido das infecto-con-
tagiosas, ¢ de animais submetidos a eutandsia na
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de
Jaboticabal, UNESP.

Apds a remogdo, imergiram-se 0s centros
tendinosos diafragmaticos em solucgao fisiologica
a 0,9 % para a retirada de residuos sangiiineos.

Posteriormente, tratou-se o material em so-
lucao polidnica alcalina, pH 13, contendo dime-
tilsulfoxido, cloretos e sulfatos de sodio, potas-
sio e calcio, preparada em agua destilada. Apods
24, 48, 72, 120 e 144 horas de imersdo, os sais
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residuais foram removidos por trés lavagens su-
cessivas com H,BO, 3% e EDTA 3%, congela-
das gradativamente sob temperatura de 15°C por
doze horas e -15°C por doze horas e liofilizadas,
segundo a metodologia proposta por GOISSIS
(1999).

Produziram-se amostras retiradas em dife-
rentes tempos de tratamento, a fim de se verificar
possiveis alteragcdes morfologicas apds tratamen-
to alcalino do colageno e decidir qual seria mais
adequada a utilizagdo in vivo. Para essa finali-
dade, levaram-se em consideracdo os seguintes
aspectos: viabilidade para sutura, manutencao de
resisténcia mecanica a sutura ¢ homogeneidade.

Caracterizacao fisico-quimica

As amostras obtidas e o material in natura
foram caracterizados por calorimetria explorato-
ria diferencial, utilizando-se aproximadamente
10 mg (10°C/min sob fluxo de O, com intervalo
de temperatura de 25 a 150°C), e por microscopia
eletronica de varredura, recobrindo-as com uma
camada de ouro de 20 nm e aplicando feixe de
elétrons entre 10 e 20 keV.

Realizou-se ensaio de degradacdo enzima-
tica com colagenase de origem bacteriana (Sig-
ma tipo V - 435 unidades mg™), cuja solugdo foi
preparada com tampao tris-HCI 100mmol L', pH
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7,4, contendo 25 mmol L' de cloreto de calcio.
A solugdo final utilizada continha a concentragao
de enzima de 20UI/mL.

Utilizaram-se as amostras obtidas nos tem-
pos de 48, 96 e 144 horas de tratamento alcalino
e material ndo-tratado. A quantidade de solugdo
colocada nas amostras foi baseada no intuito de
obter 20Ul de enzima por miligrama de colageno
e submetida em estufa a 37°C durante trés horas.

Implantagdo cirargica

Para o procedimento realizou-se a tran-
qiilizacdo dos animais com maleato de acepro-
mazina (0,10mg.kg-1 por via intravenosa), bem
como a inducdo da anestesia com éter gliceril
guaicol (50mg.Kg-1) associado a tiopental so-
dico (1g.200Kg-1 por via intravenosa), além da
manutencdo desta por via inalatoria com halota-
no, vaporizado em oxigénio a 100 % em circuito
semifechado.

Ap0s tricotomia e anti-sepsia, foram feitas
tr€s incisdes cutaneas paramedianas, divulsdo
do subcutineo, afastamento das fibras do mus-
culo reto abdominal, exposi¢do da féscia inter-
na do musculo reto do abdome e retirada de trés
fragmentos (2x3cm) desta, para a fixacdo de
uma amostra (2x3cm) de cada grupo, mediante
sutura-padrao continuo simples com fio poliglac-
tina 910 n°0 (Figura 2A). Suturaram-se a féascia
externa em padrao continuo simples e a pele em
padrdo colchoeiro horizontal continuo, ambas
com fio monofilamentar de poliamida 2-0. No
periodo pos-cirurgico imediato, os animais rece-
beram penicilina procaina (22.000 ULkg-1) por
via intramuscular a cada 24 horas, durante trés
dias consecutivos.

Em cada animal, foram feitos, portanto,
trés blocos cirtrgicos constituidos por amostras
dos trés grupos, em posicao alternada, de forma a
minimizar o erro experimental, totalizando nove
amostras por animal. Submeteram-se as amostras
do grupo glicerina a solucdo de antibidtico du-
rante quinze minutos, sendo lavadas, em seguida,
com solugao fisiologica 0,9%, antes da implanta-
cao (Figura 2B).

Nas primeiras doze horas pos-cirargicas, 0s
animais permaneceram em baia e receberam feno

e agua a vontade. Decorrido esse periodo, foram
colocados em piquetes, recebendo dgua a vonta-
de, feno e racdo. Em virtude da possivel conta-
minagao da ferida cirurgica durante a estada nos
piquetes, realizou-se diariamente a limpeza da
ferida cirargica com liquido de Dakin, aplicagao
de tintura de iodo a 2 % e aplicagdo de repelente
ao redor da ferida, durante oito dias consecuti-
vos, quando se removeram as suturas de pele.

A retirada dos implantes foi feita apds uma,
nove e dezoito semanas, quando se avaliou, du-
rante o ato cirurgico, a ocorréncia de aderéncia
tecidual sobre o implante, segundo a classifica-
¢ao da Tabela 1.

Apds as intervengdes cirurgicas, avalia-
ram-se os animais clinicamente, a fim de se veri-
ficar o estado de satide deles e prevenir complica-
¢oes, considerando-se os seguintes parametros:
freqiiéncias cardiaca e respiratoria, tempo de
preenchimento capilar, temperatura retal, avalia-
¢ao de mucosas e condi¢des de cicatrizacao da
ferida cirurgica.

TABELA 1. Qualificagdo da aderéncia tecidual sobre o im-
plante, em relagdo a dificuldade de sua liberacao dos teci-
dos adjacentes (adaptado de SUZIGAN et al., 2001)

Classificagdo  Aderéncia  Liberagdo do implante
, . Dissecacdo romba
+ Minima ¢
suave
Dissecacdo romba
++ Moderada §a0
agressiva
L. Nio liberada por
+++ Maxima P

dissecagdo romba

FIGURA 2. Aspecto das amostras recém-implantadas na
fascia interna do musculo reto abdominal (A). Amostras do
Tratamento 2 submetidas a solugdo de antibidtico quinze
minutos antes da implantagao (B).

Ciéncia Animal Brasileira, v. 9, n. 3, p. 778-785, jul./set. 2008
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliando-se macroscopicamente as amos-
tras tratadas em solucdo alcalina em diferentes
periodos de tempo, notou-se que o tratamento por
72 horas deixou as amostras com aspecto mais
homogéneo em relagdo aos menores tempos de
tratamento. J& os tratamentos em maiores tempos
diminuiram a resisténcia a sutura das amostras, o
que levou a optar pela implantacdo das amostras
tratadas neste periodo.

Andlise térmica

A andlise calorimétrica por calorimetria
exploratoria diferencial (CED) permite a me-
dida de estabilidade das estruturas helicoidais
das moléculas de colageno, relativas a transi-
cdo colageno—gelatina. A quebra da estrutura
da hélice tripla dé lugar a uma estrutura amorfa
formada por cadeias polipeptidicas: a3(hélice
tripla) — cadeias o, e y de polipeptidicos (ge-
latina). Essa transi¢do aparece como uma des-
continuidade na linha de base, que é proporcio-
nal a diferenga na capacidade de calor antes e
apos a desnaturacgao.

A analise das curvas de CED (Figura 3)
permitiu a obtencdo da temperatura de desnatu-
racdo, que se deu por volta de 54°C, das amos-
tras ,comprovando-se, assim, que o colageno
presente no centro tendinoso diafragmatico ndo
foi desnaturado durante o tratamento alcalino.

Nativo

24h

\__J'x_\\_‘—/_/_'_‘_'_

48h

72h

m_,_/—'—_

w

30 4IO 5I0 6IO 7I0 SIO
Tempertura (0C)

FIGURA 3. Curvas CED do material in natura e das ma-

trizes colagénicas apos tratamento alcalino até 144 horas.

Fluxo de calor (Wg)

As fotomicrografias (Figura 4) mostram
que a matriz tem um aspecto irregular, com zonas
bastante densas e outras menos densas, mostrando
a presenca de arranjos de fibras randomicamen-
te dispostos, mas compactos em alguns pontos.
Ap0s tratamento alcalino (48 horas), observa-se
uma expansdo das zonas menos densas. A obser-
vagdo macroscopica da amostras para escolha do
tempo de tratamento a ser adotado foi refor¢ada
pelos achados na microscopia eletronica de var-
redura, pois ficou evidente que o material tratado
em solugdo alcalina por periodos superiores a 72
horas tornou-se mais irregular, alterando caracte-
risticas como a resisténcia.

FIGURA 4. Fotomicrografias das amostras de centro tendinoso diafragmatico eqiiino. Em (A) material in natura (nio trata-
do em solug@o alcalina). Em (B) material tratado em solug@o alcalina por 48 horas. Observa-se a dimensdo das zonas menos
densas do material, em virtude do tratamento em solug@o alcalina (vetores de sentido duplo). Aumento de 500 vezes.
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Essas alteragcdes se deram pela modifica-
¢do da disposicao das fibras de colageno e nao
pela modificacdo da molécula de tropocolageno,
como evidenciaram as curvas de calorimetria ex-
ploratoria diferencial, mostrando que nao houve
desnaturacdo protéica.

Ensaio de degradacdo enzimatica

Obtiveram-se os valores de degradacao,
que variaram de 18,3,% para o material nativo,
a 38,8%, para o material tratado, conforme a Ta-
bela 2.

TABELA 2. Degradacdo do centro tendinoso diafragma-
tico in natura e das amostras obtidas apos o tratamento
alcalino até 144 horas em solugdo de colagenase durante
trés horas.

Amostras Degradacao (%)

In natura 18,3+14
48 h 12,6 1,9
96 h 32,5+10,0
144 h 38,8+3,5

Avaliacdo cirtrgica

Os resultados da classificagdo do nivel de
dificuldade de retirada por dissecacao das amos-
tras estdo expostos na Tabela 3.

Observou-se que as amostras tratadas em
solucdo alcalina foram liberadas dos tecidos com
maior facilidade em relacdo ao grupo-controle e
ao grupo tratado em glicerina a 98 %. Retiraram-
se amostras do tecido de cicatrizagdo somente
apos dezoito semanas, uma vez que os fragmentos
haviam sido degradados, ndo sendo possivel clas-
sificar segundo o critério proposto. Em relacao aos
parametros clinicos dos animais receptores, nao se
notou nenhuma alteragdo digna de nota.

Os resultados obtidos na explantacao das
amostras mostraram que o tratamento influen-
ciou na integracdo tecido—biomaterial. Houve
maior facilidade na remocao das amostras trata-
das em soluc¢do alcalina, provavelmente gracas a
capacidade do tratamento em remover residuos
teciduais e alterar grupos carboxiamidas das mo-
léculas de colageno (GOISSIS et al., 1999), que

s30 responsaveis por ocasionar respostas nos or-
ganismos hospedeiros.

TABELA 3. Variagdo do nivel de dificuldade de retirada
dos implantes

Uma semana Nove semanas
Animal GC TG TA CG TG TA

1 +++ ++ + -+ +
2 =+ ++ + A ++
3 +++ ++ + -+ +
4 +++ + + ++  ++ ++
5 =+ + +
6 =+ + +

+ Aderéncia minima — liberag@o por dissecagdo romba suave
++ Aderéncia moderada — liberagao por dissecag¢do romba agressiva
+++ Aderéncia maxima — ndo liberada por dissecagdo romba

CONCLUSOES

Verificou-se que o tempo de tratamento ndo
influenciou na desnaturagdo protéica da estrutu-
ra do coldgeno, porém modificou a disposi¢ao
de fibras do material. Dos tempos de tratamento
propostos, o tratamento alcalino por 72 horas se
mostrou como um intermedidrio entre as caracte-
risticas de resisténcia a sutura ¢ homogeneidade
das amostras.

A integragdo dos materiais implantados,
com os tecidos adjacentes a eles, se deu de forma
mais amena no tratamento por solucao alcalina
durante 72 horas, quando comparado com o gru-
po-controle e com o grupo tratado em glicerina.
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