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RESUMO

A formacgédo de aderéncias ap6s procedimentos cirurgicos na coluna vertebral é
um tema bastante estudado na neurocirurgia, em funcao do desconforto e dores
pbs-operatérias sofridas pelos pacientes operados. Diversos estudos ja foram
realizados utilizando antiinflamatérios, enxertos autdlogos, heterdlogos e
xenologos e ainda biomateriais na forma de filme e gel com a finalidade de reduzir
ou prevenir a formacédo de aderéncias. O objetivo deste estudo foi comparar o
filme a base de quitosana com a gordura autdbgena na prevengdo de aderéncias
durais em coelhos. Tal técnica foi comparada a técnica realizada rotineiramente
pelos neurocirurgides que, na maioria dos casos, utilizam a gordura autdgena.
Foram utilizados 24 coelhos da ragca Nova Zelandia, machos, adultos, e apos 15 e
30 dias de pos-operatério (PO) as medulas espinhais dos animais foram
submetidas a avaliacao mielografica e histologica. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos (grupo G e grupo Q) de igual numero, sendo
posteriormente subdivididos nos subgrupos G15,Q15, G30 e Q30 de acordo com
os momentos de avaliagdo e o material utilizado. Nos animais do grupo Q, a
laminectomia realizada entre L1-L2 foi ocluida com o filme a base de quitosana e
no grupo G o defeito foi reparado com enxerto de gordura autégena livre. Na
avaliacdo mielografica, foi observada compressao moderada na coluna dorsal da
medula espinhal tanto nos animais do grupo G quanto nos animais do grupo Q.
Em dois coelhos do grupo Q ocorreu compressao grave atribuida a ruptura da
estabilizacdo feita com fio de aco cirurgico. Ndo foi observada diferenca
significativa (p<0,05) entre os grupos e subgrupos. Decorridos os periodos pré-
estabelecidos de PO, foi notado nos animais de ambos os grupos, aderéncia
fibrosa de leve a intensa entre a dura-mater e o implante, com fibrose e fibras
colagenas entremeadas ao tecido conjuntivo e implante, sem diferenga estatistica
significativa (p<0,05) entre os grupos e subgrupos. Verificou-se infiltrados
celulares e células gigantes, sendo este achado mais intenso nos animais do
grupo Q. Aos 15 e 30 dias de PO, os filmes a base de quitosana encontravam-se
revestidos por células inflamatoérias com areas de necrose central. Aos 30 dias de
PO, o material apresentava capsula fibrosa circundando o foco inflamatério e o
implante, tendo sido notada diferenca estatistica significancia (p<0,05) de 5%,
quando comparados os grupos e o0s subgrupos entre si. Com base nos resultados
pode-se concluir que o filme a base de quitosana, assim como a gordura
autoégena livre reduz a extensao das aderéncias durais em coelhos, porém, o filme
a base de quitosana assim como todo corpo estranho, induz respostas
inflamatorias tissulares cronicas e intensas no coelho.

PALAVRAS-CHAVE: biomateriais, coluna vertebral, dura-mater, fibrose, meninge,
neurocirurgia.
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ABSTRACT

The adhesions formation after surgical procedures in the spine is a subject well
studied in neurosurgery, according to the discomfort and postoperative pain
suffered by patients. Several studies have been performed using anti-
inflammatories, autologous grafts, xenografts and xenologer biomaterials and
even in film form and gel with the aim of reducing or preventing adhesion
formation. The aim of this study was to compare the film based on chitosan with
autogenous fat in preventing dural adhesions in rabbits. This technique was
compared to the technique used routinely by neurosurgeons who, in most cases,
using autogenous fat. We used 24 adult male rabbits of New Zealand, and 15 and
30 days postoperatively (PO) the spinal cords of animals underwent myelography
and histological evaluation. The animals were randomly divided equally into two
groups (group G and Q), and further subdivided into four subgroups: G15, Q15,
G30 and Q30 according to time points and the material used. In the group Q, a
laminectomy performed between L1-L2 was occluded with the film based on
chitosan and in the Group G the defect was repaired with autogenous free fat
graft. In assessing myelography, there was a moderate compression of the column
spinal cord both in group G as in group Q. In two rabbits of group Q the
compression was attributed to severe disruption of the stabilization made with
surgical steel wire. There was no significant difference (p < 0.05) between groups
and subgroups. After the pre-established postoperatively, fibrous adhesion from
mild to intense between the dura and the implant was noted in animals from both
groups, with fibrosis and collagen fibers interspread with the tissue and implant
withought, no statistically significant difference (p < 0.05) between groups and
subgroups. There were cell infiltrates and giant cells that were more intense in the
group Q. At 15 and 30 days postoperatively, the films based on chitosan were
coated by inflammatory cells with areas of central necrosis. At 30 days
postoperatively, the material had a fibrous capsule surrounding the inflammatory
focus and the implant was noticed statistically significant (p < 0.05) of 5% when
comparing the groups and subgroups. Based on the results we can conclude that
the film based on chitosan, as well as a free autogenous fat reduces the extent of
dural adhesions in rabbits, however, the film based on chitosan as well as any
foreign body, induces crhonic and intenses inflammatory responses in the rabbit.

KEYWORDS: biomaterials, dura, fibrosis, meninges, neurosurgery, spine.



1. INTRODUGAO

O emprego de materiais bioldégicos tanto absorviveis quanto nao
absorviveis para a prevengao de aderéncias entre a dura-mater e tecidos
peridurais vem sendo objeto de estudo de varios pesquisadores. Tal motivacao
decorre, sobretudo, em fungdo da polémica dor periédica causada por essa
aderéncia entre tecidos peridurais, dura-mater e raizes nervosas, tendo elevadas
possibilidades de reintervencgao cirurgica para corrigir esse defeito.

A maioria dos trabalhos relacionados ao uso de biomateriais em
neurocirurgias, relacionando-os a formagdo de aderéncias peridurais, esta
associada ao emprego de gordura autdégena ou de polimeros diversos e géis a
base de quitosana, e ndo ao filme de quitosana, o que pode implicar no interesse
por pesquisas que envolvam a sua aplicabilidade na neurocirurgia experimental
humana e veterinaria.

E interessante notar que a maioria dos trabalhos relacionados com a
quitosana é desenvolvida nos paises asiaticos, sendo o Japao, lider incontestavel.
Mas outras na¢cdes como a Coréia, Singapura, Taiwan e Tailandia também tém
feito notaveis contribuicées. Mais recentemente, a China uniu-se a esse campo de
pesquisa para se tornar, cada vez mais, uma fonte de investigagado da quitina e
quitosana na Asia (KHOR & LIM, 2003).

A cirurgia da coluna vertebral na medicina veterinaria esta baseada na
descompressao e exploracdo da medula espinhal, e na fixagdo vertebral
(TUDURY et al, 2001). Entre as causas mais comuns de disfungéo toracolombar
nos caes esta a hérnia de disco (SEIM, 1996), seguida das neoplasias,
discoespondilite, embolismo fibrocartilaginoso e mielopatia degenerativa (SEIM,
1996; CHRISMAN et al., 2005).

A laminectomia dorsal é um dos procedimentos cirurgicos indicados para
aliviar a compressdo da medula espinhal que ocorre em fraturas, luxacdes e
exostoses vertebrais, protrusdo ou extrusdo de discos intervertebrais,
hemorragias extra-durais e neoplasias meningeas (TUDURY et al., 1984).

O canal vertebral na regido toracolombar possui um didmetro muito
estreito se comparado a regido cervical. Desta forma, pequenas massas

compressivas acarretam em sinais clinicos graves como paralisia dos membros



pélvicos com perda da sensibilidade e da fungao motora, podendo ser necessaria
a intervencao cirurgica (PADILHA FILHO & SELMI, 1999). J& a reintervencgéo é a
fase mais desafiadora para o cirurgido porque além de exigir um tempo cirargico
maior, devido a dissecacao de elementos peridurais circunvizinhos, ha o risco
mais alto de danos iatrogénicos. Diversas técnicas cirurgicas e tratamentos tém
sido adotados visando minimizar as fibroses peridurais, porém muitas apresentam
resultados conflitantes (SONGER et al., 1990).

O termo fibrose peridural ou epidural refere-se a deposicéo de tecido
fibroso no espaco epidural. Esse processo € usualmente causado pela
manipulacéo prévia desse espacgo por meio da colocagédo de catéteres epidurais,
ou mais freqlientemente, por intervengdes na coluna que envolva a exploracédo do
espaco epidural. Pesquisas tém sido feitas procurando relacionar a presenca de
extensas fibroses pos-operatoérias com dor lombar persistente. Ainda que a fibrose
epidural ocorra em graus variaveis, em resposta a manipulacdo do espaco,
inumeros pacientes ndo desenvolvem sintomas relacionados a formacgédo de
aderéncias epidurais (HERCULANO et al., 2006). O desenvolvimento de tecido
cicatricial epidural depois de uma laminectomia é o resultado da destruicdo da
gordura epidural, de hematoma intra-espinhal e/ou da invaséo do canal vertebral
pelos musculos epiaxiais (LAROCCA & MACNAB, 1974).

Os procedimentos cirurgicos na coluna vertebral e cranio resultam
freqientemente na formacdo de aderéncias entre tecidos peridurais e a dura-
mater, requerendo assim a utilizagdo de barreiras que possam evitar ou minimizar
esses acontecimentos (PREUL et al., 2003). Numerosos pesquisadores vém
testando a eficiéncia de materiais para manutencdo de uma barreira entre os
musculos e o espaco epidural com o intuito de diminuir a dor p6s-operatoria e
promover uma menor fibrose local (KATO et al., 2005). Barreiras mecanicas em
forma de filme ou gel, reguladores quimicos do processo de cicatrizagéo,
prevencdo de hematomas locais (QUIST et al., 1998), enxertos de gordura livre
ou pediculados (LANGENSKIOLD & KIVILVOTO, 1976; JENSEN et al., 1996),
filmes e esponjas de gelatina absorviveis (LAROCCA & MACNAB, 1974),
metilmetacrilato (BARBERA et al., 1978; LAWSON et al., 1991), membranas de
celulose (COSTA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007) e medicamentos locais ou

sistémicos, como metilprednisolona e dexametasona (HINTON et al., 1995), tém



sido utilizados com a finalidade de evitar as aderéncias e formacao de fibroses
locais (QUIST et al., 1998; NAROTAM et al., 2004).

Em humanos, o tecido fibroso extradural formado pode estender-se no
canal vertebral, aderindo-se a dura-mater e/ou a raiz nervosa causando inclusive,
sintomas periodicos de dor (GILL et al., 1985). BURTON (1991) citou que a
laminectomia é responsavel por cerca de 8% de insucessos em cirurgias
espinhais em humanos. Em caes, o principal fator limitante das laminectomias é a
largura e o comprimento de exposi¢do da medula espinhal, havendo o risco pos-
cirargico da sua compresséao causada por tecido fibroso (BRISSON et al., 2004).

Ndo ha atualmente nenhum unico material aceito como totalmente
eficiente para evitar a formacgéo de fibroses e que n&o cause efeitos colaterais
apo6s cirurgia na coluna vertebral em cdes e humanos, apesar de existirem
inUumeros materiais testados em neurocirurgia. O enxerto de gordura autégena
livre (EGAL) parece ser bastante eficiente quando comparado a maioria dos
materiais estudados, além de ser o material com maior popularidade para prevenir
fibroses em cirurgias espinhais em muitas espécies (TREVOR et al., 1991;
KANAMORI et al., 2001a). A eficacia do EGAL na prevencao de fibroses apds
anestesia epidural, foi demostrada por JENSEN et al. (1996) e GORGULU et al.
(2004). Porém, ha varios relatos de complica¢des significantes apds a utilizagcao
de EGAL, citando-se principalmente a sindrome da cauda equina em humanos e
mielopatia compressiva em cdes (PRUSICK et al., 1988; MARTIN-FERRER,
1989; TROTTER, 1990; COBANOGLU et al., 1995; WHELLER & SHARP, 1999).

A rotina de neurocirurgias na medicina veterinaria vem aumentando a
cada ano. Devido a isso, novas técnicas estdo sendo estudadas além de
materiais que possam minimizar as complicagcdes decorrentes de procedimentos
neurocirurgicos.

Este estudo foi realizado para comparar a eficiéncia do filme a base de
quitosana com a gordura autdégena visando evitar a formacao de aderéncia entre

0s musculos epiaxiais e a dura-mater ap6s laminectomia dorsal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomia da medula espinhal e coluna vertebral

A coluna vertebral estende-se do cranio até a ponta da cauda. Consiste
em uma quantidade de ossos, as vértebras, unidos de forma estavel, porém néao
rigidos. As vértebras, em sua maioria, obedecem a um padrao estrutural comum
que consiste em um corpo maci¢co recoberto por um arco, que completa o
fechamento de um forame vertebral; € a soma desses forames que constitui o
canal vertebral (DYCE et al., 2004).

A medula espinhal (ME) situa-se no canal vertebral, alojada com mais
espaco na porgao cervical e adequadamente na porcao toracolombar (BOYD,
2002). Estende-se como sendo um prolongamento da medula oblonga no forame
magno até a porcdo caudal das vértebras lombares (DYCE et al., 2004),
terminando em média, na 62 vértebra lombar, com algumas variagbes entre
espécies e racas (WHEELER & SHARP, 1999).

No canal vertebral encontra-se envolvendo as meninges uma
significativa quantidade de tecido adiposo epidural e um plexo venoso que,
juntamente com o liquido cefalorraquidiano (LCR), protegem a medula espinhal
dos efeitos da pressdo que surgem em decorréncia de movimentos da coluna
vertebral (KONIG & LIEBICH, 2004). As meninges envolvem o sistema nervoso
central (SNC) sendo a mais externa denominada dura-mater, composta de tecido
conjuntivo denso. Profundamente a esta, tem-se a aracndéide e mais intimamente
a pia-mater, que € uma camada situada diretamente sobre a superficie da medula
espinhal (WHEELER & SHARP, 1999). Entre a pia-mater e a aracnoide, ha o
espaco subaracndide preenchido com o LCR, o qual € um liquido incolor com um
nivel muito baixo de proteina e conteudo celular fluindo principalmente em diregcéo
caudal na medula espinhal (JERRAM & DEWEY, 1999a).

A ME é composta pela substancia cinzenta central, com cornos ventrais
e dorsais, de morfologia semelhante a letra “H”, compostos de corpos celulares
neuronais. Apresenta também um canal central que representa a continuagao
caudal dos ventriculos do encéfalo, o qual & preenchido com LCR como

demostrado na Figura 1. A substdncia branca situa-se perifericamente e é



formada principalmente por axdénios mielinizados em sua maior parte e
oligodendrocitos (KONIG & LIEBICH, 2004; CHRISMAN et al., 2005).

Subsiancia Canal

cinzenta cendral .
Ginglio | Raiz dorsal do
espinfiual | nervo espinhal
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FIGURA 1 — llustragdo de um corte transversal da medula espinhal
evidenciando as principais estruturas que a compdem

(http://upload.wikimedia.org com adaptagdes).

A ME esta localizada dentro do canal vertebral e contém raizes dorsais e
ventrais que formam o sistema nervoso periférico (LECOUTEUR & CHILD, 1992).
E dividida em regides compostas por diversos segmentos espinhais. A primeira é
a cervical cranial, composta pelos segmentos C1 a C5. Segue-se a regiao cervical
caudal correspondente aos segmentos C6 a T2, que € a regido da intumescéncia
cervical, onde se localizam os corpos celulares dos neurdnios que comandam os
movimentos e a sensibilidade dos membros toracicos. A terceira regidao, a mais
ampla, € a toracolombar, que corresponde aos segmentos T3 a L3. A ultima
regido é a lombossacral referente aos segmentos L4 a S3, que corresponde a
intumescéncia lombossacra, onde se localizam os neurdnios responsaveis pelos
movimentos e sensibilidade dos membros pélvicos, além das fun¢des do esfincter
anal externo e vesical. Estes segmentos ndo correspondem as vértebras de
mesmo numero (LECOUTEUR & CHILD, 1992, WHEELER & SHARP, 1999;
CHRISMAN et al., 2005) como representado na Figura 2.
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FIGURA 2 - llustragao da medula espinhal apés a retirada da 1amina dorsal, mostrando a

relagdo dos segmentos com os corpos vertebrais (SEIM In: FOSSUM, 2005).

O segmento craniocervical (C1-C5) esta localizado nos corpos vertebrais
C1-C4; o segmento caudocervical (C6-T2) em C5-T1; o segmento toracolombar
(T3-L3) em T2-L3; e o segmento lombossacral (L4-S3) em L4-L6 (FOSSUM,
2005).

Com excecgdo das duas primeiras vértebras cervicais e das vértebras
sacrais fusionadas, os corpos vertebrais sdo articulados por meio de discos
intervertebrais e por seus processos articulares, cuja articulagdo é classificada
como sinovial (WHEELER & SHARP, 1999).

2.2 Abordagem cirurgica da coluna toracolombar
A abordagem dorsal da coluna toracolombar esta indicada para a pratica

de laminectomia e hemilaminectomia dorsais, fenestracdo de discos

intervertebrais, redugéo de fraturas e luxagbes toracolombares (SLATTER, 1998).



Em um estudo conduzido por MUIR et al. (1995) foi notado que céaes
com doenca do disco intervertebral que passaram por hemilaminectomia,
apresentaram significante melhora na recuperacao da fungéo neurolégica quando
comparados aos submetidos a laminectomia dorsal que requer dissecgao
muscular mais extensa.

A pediculectomia, que € a remoc¢do do osso lateral entre o corpo
vertebral e o processo articular promove menor desestabilizagdo e manipulagéo
da medula se comparada a hemilaminectomia ou laminectomia dorsal,
promovendo ainda descompressdao da medula e remocdo do material
extravasado. Outras vantagens desta técnica estdo relacionadas a um menor
tempo cirurgico e minima hemorragia (JERRAM & DEWEY, 1999b).

2.2.1 Laminectomia dorsal

JERRAM e DEWEY (1999b) definem a laminectomia dorsal como a
remocgéo dorsal e/ou dorsolateral do arco vertebral. Este procedimento so6
promove acesso dorsal, assim, quando ha necessidade de remocgédo de material
localizado no assoalho do canal vertebral, deve-se manipular a ME. Devido a isso,
essa técnica tem sido modificada acrescentando-se extragbes de porgdes do
processo articular e lamina dorsolateral, para evitar complicagbes pos-operatérias
como compressao da ME por tecido fibrotico.

A preocupacgao principal depois que se realiza uma laminectomia é a
formacgédo de tecido cicatricial sobre a medula espinhal que pode resultar em
compressao extradural ou pode fazer com que seja necessario reintervir para
promover a descompressdo numa area de dificil acesso, o que torna o
procedimento perigoso (HIRAIZUMI et al., 1997).

A formacgéao progressiva da fibrose e a concentragédo de tecido cicatricial
ao redor da dura-mater e raizes nervosas expostas cirurgicamente foi implicada
por muito tempo como uma das causas principais de dor pds-laminectomia (LEE
et al., 1990). ATLAS et al. (1996) observaram que em aproximadamente 800.000
pacientes humanos submetidos a cirurgias lombares por ano mundialmente, 5% a
40% apresentaram episddios de dor e limitagbes em suas atividades. Enquanto

PREUL et al. (2003) salientaram que aproximadamente 15% dos pacientes



seriam submetidos a uma reintervencao dentro de cinco anos apds a cirurgia

inicial.

2.3 Biomateriais em neurocirurgia

Os biomateriais do tipo biodegradaveis podem ser classificados como
suportes (scaffolds) ou como barreiras (METTLER, 2004). DALLAN (2005)
descreveram que no caso dos suportes, os filmes atuam como matrizes para o
crescimento de células, sendo degradados por enzimas ou pelo préprio meio
fisioloégico ao longo do processo de cicatrizagdo. Ja os do tipo barreira ndo devem
favorecer a aderéncia sobre suas superficies, possuindo como principais fung¢des
a protecéo fisica.

Para o bom desempenho dos biomateriais, caracteristicas adequadas
como flexibilidade, resisténcia mecéanica e permeabilidade sdo fundamentais. Por
serem biodegradaveis e absorvidos pelo organismo ao longo do processo de
cicatrizagdo, ndo é necessaria a sua retirada (DALLAN, 2005).

A procura por um material para reparar defeitos na dura-mater tem
envolvido pesquisas com diversos produtos como materiais bioldgicos e
sintéticos. Inicialmente, metais inertes como ouro, prata, platina, aluminio, niquel,
aco e tantalio eram usados. Porém, a maioria desses metais era encapsulada e
formava uma forte aderéncia, resultando no seu abandono, o que favoreceu o uso
de membranas orgéanicas (BERJANO et al., 1999).

Vérios enxertos autdlogos como musculos, gordura, pele, peritbnio,
periosteo, saco herniario, tunica vaginal, outros enxertos xenologos como
peritdnio de caes, intestino de ovelha ja foram utilizados na forma de membranas
organicas para o reparo da dura-mater, porém, a maioria destes esta relacionados
a aderéncias extensas entre a dura-mater e o cortex cerebral ou medula espinhal
(THADANI et al., 1988). A fascia temporal e a fascia lata foram amplamente
utilizadas como substitutos de dura-mater porque n&o induziam reacgdes
inflamatérias imunoldgicas severas (WARREN et al., 2000; YAMADA et al., 1997).
Porém, quantidades suficientes destes materiais nem sempre podem estar
disponiveis e uma segunda intervencdo pode ser requerida para colher outros
fragmentos do material (NAROTAM et al., 1995).



GILL et al. (1979) estudaram caes submetidos a laminectomias e
afirmaram que o enxerto de gordura livre oferece melhor protecédo na prevencéo
de cicatrizes peridurais que outros implantes, tais como plastico, polietiieno em
forma de esponja, filme e gel. Ja LEE & ALEXANDER (1984) submeteram céaes a
laminectomia dorsal entre L5 e L6 e posteriormente ocluiram a janela com filme
ou esponja de acido polilatico (PLA), notando a superioridade da esponja sobre o
outro utilizado, por ser completamente biocompativel e lentamente biodegradavel.
Em outro estudo, HERCULANO et al. (2006) submeteram ratos a laminectomia
nos segmentos toracico e lombar com interposicdo da membrana biolbégica
constituida de cortical 6ssea bovina descalcificada notando a superioridade deste
biomaterial funcionando como barreira mecanica evitando assim aderéncias entre
o tecido fibroso e a medula espinhal.

Idealmente, um dispositivo de dupla fungdo, que além de reduzir o
extravasamento pos-operatoério de LCR, também previna fibroses peridurais seria
apresentado como um novo paradigma de tratamento para neurocirurgides e
cirurgides ortopédicos (HAWK & KIM, 2000).

Com a técnica de regeneracao tecidual guiada, muitas membranas tém
sido desenvolvidas e aperfeicoadas para serem utilizadas como barreira fisica.
Essa evolugdo caminhou para o desenvolvimento de membranas reabsorviveis,
como a de colageno tipo | bovino, acido polilatico e varias outras utilizadas com
resultados satisfatorios em diversos tipos de defeitos 6sseos e de tratamentos
cirargicos (BOSACCO et al., 2001).

Um material em forma de gel reabsorvivel derivado de um poliglicano
demonstrou efetividade na reducdo de fibroses peridurais e aderéncias poés-
operatorias, retardando o reparo de defeitos na dura-mater (ARROTEGUI &
LLOMBART, 2004). Outro material bastante utilizado para a restauragéo de dura-
mater craniana e espinhal é a matriz de colageno a qual é uma barreira segura e
efetiva. Tal material promove a reparacdo de defeitos de dura-mater com total
vedacdo ndo deixando fluir LCR além do sitio de aplicagdo do biomaterial
(ARROTEGUI & LLOMBART, 2004).
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2.3.1 Enxerto de gordura autégena

O enxerto de gordura autdgena livre (EGAL) é aceito como um material
capaz de evitar possiveis fibroses epidurais apdés descompresséo cirurgica de
tecido neural, sendo superior a diversos materiais utilizados com esse intuito
(TSUJI, 1991). Nas primeiras décadas do século XIX, foi iniciada a utilizagédo do
enxerto de gordura subcutdnea na tentativa de inibir ou previnir fibroses
perineurais apos laminectomias lombares (KANAMORI et al., 2001b). Desde
entdo, o EGAL tornou-se um dos métodos mais populares de barreira, sendo
geralmente utilizado na pratica diaria de cirurgias descompressivas da coluna
vertebral (KANAMORI et al., 2001a). Porém, os resultados informados a cerca do
seu uso sao variados havendo alguma duvida sobre sua prote¢cdo contra a
formacao de fibroses (LANGENSKIOLD & KIVILVOTO, 1976; JENSEN et al.,
1996; BERNSMANN et al., 2001). Varios estudos experimentais e clinicos com
exames histoldgicos, tomografia computadorizada (TC) pos-operatéria e imagem
de ressonancia magnética (IRM), demonstraram viabilidade do enxerto de gordura
com revascularizagao e redugao do tecido cicatricial (KANAMORI et al., 2001a;
KANAMORI et al., 2001b; GORGULU et al., 2004).

O EGAL pode reduzir a extensdo do tecido cicatricial depois do
procedimento cirurgico, mas nado proporciona melhor resultado clinico (JENSEN et
al., 1996; BERNSMANN et al., 2001). O uso desse enxerto também né&o é livre de
complicagbes, ou seja, a compressdao da dura-mater pelo enxerto ocorre
freqUientemente apos descompressodes, resultando em compressao sintomatica
de uma raiz nervosa ou da espinha dorsal por migracdo no espaco epidural
(QUIST et al., 1998). Estas complicagbes além de outras como, a formacao de
hematoma anterior a gordura enxertada e compressao direta devido aos
musculos para-espinhais que comprimem esse enxerto contra a dura-mater foram
observadas precocemente no periodo pos-operatorio. Desta forma, as utilizagdes
do EGAL para a prevencao da formagéo de tecido cicatricial em cirurgia de disco
lombar além de ndo melhorar o resultado clinico, ndo parece ser mais segura que
outros métodos (GORGULU et al., 2004) podendo ocorrer também necrose do
implante (QUIST et al., 1998).
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A utilizacdo do EGAL para cobrir defeitos de laminectomias segundo
COSTA et al. (2006) foi parcialmente efetiva na prevencdo da formacdo de
aderéncias, porém foi associada com uma taxa mais alta de déficits neurologicos
e mudangas na conformacdo da medula espinhal em caes. Por este motivo, é
recomendado que o EGAL seja evitado ao executar a laminectomia dorsal
modificada na regido toracolombar em caes (TUDURY et al., 1984).

KANAMORI et al. (2001a) demonstraram experimentalmente e
clinicamente que, embora os EGAL apresentem redugdo de aproximadamente
30% a 50% do seu tamanho original com o tempo, permanecem viaveis
preservando o aparecimento caracteristico de gordura epidural normal, conforme
verificado por tomografia computadorizada. Ja em outro estudo, KANAMORI et al.
(2001b) demostraram que o tamanho do EGAL foi reduzido em aproximadamente
57% depois de 42 dias, e para aproximadamente 33% depois de um ano, quando
comparado com o terceiro dia depois de cirurgia, de acordo com resultados de
IRM.

Embora ndo exista nenhuma diretriz para determinagao do tamanho do
EGAL, os enxertos de gordura unicos e grandes parecem sobreviver melhor que
multiplas particulas, mas devido a compressado nervosa ser um perigo constante,
os cirurgides evitam usar um enxerto de gordura muito grande (BERNSMANN et
al., 2001). Apesar da manutencao da viabilidade dos EGAL, tem sido mostrado
que enxertos pequenos podem ser ineficazes devido a sua redugdo de volume
depois da cirurgia. Habitualmente € recomendado enxerto de gordura de 5 mm de
espessura. Deste tamanho, a gordura enxertada protege a dura-mater
suficientemente e permite alguma diminuigdo do enxerto sem formacao excessiva
de tecidos fibrosos (KANAMORI et al., 2001a; COSTA et al., 2006).

2.3.2 Biomateriais a base de Quitosana

A quitosana € um polissacarideo de cadeia longa, absorvivel, atéxico,
que em estudos preliminares em ratos com a terapia combinada entre gel e
solugdes, reduziu a incidéncia de aderéncias apoOs procedimentos cirurgicos
intestinais (ZHOU et al.,, 2004). Este mesmo polissacarideo, sintetizado

originalmente para tratamento de lesdes cutaneas, tem despertado a atencéo de
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varios cirurgiées, por formar uma barreira fisica sobre a superficie cirurgicamente
danificada (CHATELET, 2000; ZHOU et al., 2004).

A quitosana é um polimero natural, obtido pela desacetilagdo da quitina
e apresenta reconhecida propriedade antimicrobiana, bactericida, bacteriostatica,
fungicida, fungistatica e auxiliar da cicatrizagdo (CRAVEIRO & CRAVEIRO, 2000).
Devido a disponibilidade mundial desta matéria-prima, s&o encontrados na
literatura diversos métodos para a extracdo e a caracterizagdo da quitina,
principalmente aquela proveniente da carapaga de crustaceos, além de métodos
para a obtencédo e a caracterizacdo da quitosana e de membranas a base de
quitosana com aplicagédo em processos de reparagdo cutanea atuando como pele
artificial (DALLAN, 2005). Sua capacidade de atuar como material biocompativel
in6cuo tem sido amplamente demonstrada. Foram relatados resultados efetivos a
respeito da penetrabilidade osteoblastica nas membranas porosas de quitosana
em diferentes concentracées (BERNABEU et al., 2005).

A quitosana é biocompativel e naturalmente degradada no organismo (o
mondémero e os oligdbmeros de glucosamina sao substancias que participam de
rotas do metabolismo animal), apresentando a propriedade de formar géis em
solugbes acidas fracas, o que possibilita sua utilizacdo em formulacdes
farmacéuticas para aplicagbes topicas em ferimentos, queimaduras e/ou
vesiculas oriundas de agressdes fungicas ou bacterianas (CHANDY & SHARMA,
1990; RAO & SHARMA, 1997; CRAVEIRO & CRAVEIRO, 2000; KHOR & LIM,
2003). Este polissacarideo apresenta diversas caracteristicas interessantes, entre
elas, a reducédo do tempo de cicatrizacdo de lesbes provenientes de agressdes
fisicas como, por exemplo, ferimentos ou queimaduras. A quitosana estimula a
proliferacdo e a reorganizacao celular (MUZZARELLI et al., 1988; YOSOF et al.,
2001), também conferindo excelente resisténcia mecanica aos biomateriais
produzidos a partir de seu uso (DALLAN, 2005).

Foi obtido sucesso ap6s o uso do gel de quitosana em anastomose
aortica (COSTAIN, 1997), anastomoses do intestino grosso, miorrafias e na
inibicdo da formacgao de aderéncias pds-cirurgicas em ratos (ZHOU et al., 2004).
Sucesso também foi obtido apds o uso do gel de quitosana na diminuicdo da
formagdo de aderéncias em coelhos submetidos a enterotomias cecais e
colénicas (COSTAIN, 1997).
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CHEN et al. (2006) salientaram que a quitosana apresentou atividade
similar aos glicosaminoglicanos, demonstrando o seu efeito inibitério sobre a
apoptose de condrocitos. Esta acdo da quitosana foi atribuida a possivel protegcéo
da funcdo mitocondrial e antioxidante, baixando os niveis de 6xido nitrico e de
outros agentes oxidantes.

FREIER et al. (2005) relataram que a quitosana desacetilada a 0,5% e
11% em forma de tubo para conducdo, aumentou a viabilidade e otimizou a
compatibilidade de células nervosas. Em outro estudo conduzido por WANG et al.
(1998), avaliaram o cultivo de células tronco neurais derivadas do cértex fetal de
ratos e cultivados com quitosana. Neste estudo, os resultados demostraram uma
maior proliferacéo das células-tronco neurais sendo que a maioria dessas células
era diferenciada em células tipo neurdnio ap6s quatro dias de cultura. Com base
nestes dados, foram feitos tubos de conducgao flexiveis a base de quitosana para
aplicacbes em lesbes medulares curtas e defeitos de nervos periféricos
analisados apenas in vitro com bons resultados.

ROSALES-CORTES et al. (2003) avaliaram a reacgéo imunoldgica a
quitosana demonstrando a n&o indugdo de resposta imunoldgica, pois 0s niveis
séricos de IgG e IgM do sangue periférico ndo apresentaram alteragbes
significativas quando comparados aos pacientes do grupo controle.

Ja PAULO et al. (2009) demonstraram a eficiéncia do filme a base de
quitosana na prevencgéo de aderéncias abdominais em ratos porem foi constatada
grande quantidade de macréfagos, presenca de células gigantes e proliferacao de
fibroblastos sob o filme.

A quitosana é um biomaterial promissor e a medida que a engenharia de
tecidos aumentar o seu leque de aplicagdes biomédicas, novas investigacdes
deste biomaterial serdo conduzidas (KHOR & LIM, 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

O estudo foi realizado no Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria
da Universidade Federal de Goias (HV/EV/UFG) em colaboragcdo com a
Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) e o Laboratorio de Analises Clinicas do HV/EV/UFG, no periodo de
margo de 2008 a maio de 2009.

3.2 Animais de experimentagao

Foram utilizados 24 coelhos machos de pelagem branca da raca Nova
Zelandia, espécie Oryctolagus cuniculus, saudaveis com peso corporeo médio de
3200g, obtidos de um criatério particular localizado na cidade de Brasilia-DF.

Anteriormente a realizagdo do estudo experimental os animais foram
avaliados clinicamente para exclusdo de qualquer anormalidade sistémica,

anatémica ou neural que pudessem interferir nos resultados.

3.3 Manejo dos animais

Todos os animais foram identificados com brinco numerado na orelha
direita. Ao chegarem ao biotério, previamente a transferéncia para as gaiolas, os
animais foram separados, por sorteio, em dois grupos de tratamentos.

Os coelhos foram alojados no biotério de cirurgia experimental em
roedores da EV/UFG, o qual possui ambiente climatizado com temperatura média
de 25°C, com gaiolas préprias para a espécie sub-divididas em oito
compartimentos, ficando separados individualmente.

Para a realizacdo dos curativos locais diarios no pos-operatério foi
utilizada uma bancada com localizagao préxima as gaiolas.

O manejo hidrico foi feito com agua a vontade sendo trocada duas vezes
ao dia. O manejo alimentar foi com fornecimento, duas vezes ao dia, de racéo

comercial balanceada e prépria para espécie. A rotina diaria de manejo incluia a
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limpeza local com agua, sabdo e desinfetante, e higienizacdo das gaiolas,
comedouros e bebedouros.

Todos os procedimentos foram conduzidos conforme recomendacgéo e
normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA).

3.4 Avaliagoes clinicas pré-operatoérias

Um animal de cada grupo, escolhido aleatoriamente, foi submetido a
radiografia simples. Sob anestesia geral foi feita a colheita de liquido
cefalorraquidiano e mielografia para avaliacdo laboratorial e do posicionamento
radiografico.

A puncdo venosa foi feita na veia safena lateral sendo obtidos dois
mililitros de sangue para analise hematoldgica, que constou de hemograma,
niveis de proteinas totais plasmaticas e fibrinogénio de todos os animais de cada
grupo. Estes exames foram realizados cinco dias antes do procedimento cirurgico.

Os exames pré-operatorios como radiografia simples, analise liquérica e
mielografia foram realizados em apenas um animal de cada grupo escolhido
aleatoriamente. O exame radiografico simples foi realizado no animal sob
anestesia geral nas posigbes latero-lateral direita e ventro-dorsal, ambas sob
tracéo linear da coluna vertebral. Posteriormente, apos tricotomia local prévia, foi
realizada puncédo na cisterna magna com agulha raqui-espinhal (Agulha para
injecao raquidiana 22G x 14> - Med Epidural, Manaus-AM) para colheita do liquor
e sua analise. Concomitantemente, para realizacdo da mielografia foi injetado 0,3
mililitros por quilo de lopamidol (Iopamiron® 370 — Shering, Sao Paulo-SP) através

da mesma agulha utilizada para colheita do liquor conforme mostrado na Figura 3.
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FIGURA 3 — A. Puncédo na cisterna magna do espago subaracnéide do

coelho para colheita do liquor e injecdo do contraste para
mielografia. B. Injecdo do contraste através do cateter

introduzido na cisterna magna do coelho.

3.5 Tratamentos

Os 24 animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos:
gordura (G) e quitosana (Q) com 12 animais respectivamente. Nos animais
pertencentes ao grupo G foi utilizada a gordura autégena e nos pertencentes ao
grupo Q, o filme a base de quitosana. Como cada grupo foi constituido de doze
animais, estes foram subdivididos em dois subgrupos de seis (G15, Q15, G30,

Q30), diferenciando o periodo de avaliagao conforme descritos na Tabela 1.

TABELA 1 — Distribuicdo dos grupos em fungéo do implante utilizado e o periodo para

analise mielografica e histopatolégica.

GRUPOS Quantidade de animais
G15 (Gordura 15 dias) 6 animais
Q15 (Quitosana 15 dias) 6 animais
G30 (Gordura 15 dias) 6 animais
Q30 (Quitosana 30 dias) 6 animais

TOTAL 24 animais
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Os protocolos anestésicos, cirurgicos e de pos-operatérios foram os

mesmos para 0s grupos.

3.5.1 Materiais utilizados

Foi utilizado um fragmento Unico de gordura autégena de
aproximadamente dois centimetros quadrados retirado do coxim adiposo
localizado entre a margem dorsal das escapulas direita e esquerda sobre o

musculo trapézio (Figura 4).

i

FIGURA 4 — Sitio de colheita do enxerto de gordura autégena (seta).

Imagem obtida de um coelho pés-mortem.

Os filmes a base de quitosana tinham 2,0 x 1,0cm de comprimento por
0,5mm de espessura. Foram fornecidos pelo Departamento de Processos
Biotecnoldgicos da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP), Sdo Paulo. Anteriormente a sua implantagdo, eram
hidratados com solugéo fisioldégica 0,9% (Solucdo Fisioldégica 0.9% - Baxter
Hospitalar, Sdo Paulo-SP) e colocados na janela confeccionada cirurgicamente
(Figura 5).
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FIGURA 5 — Laminectomia dorsal confeccionada entre L1 e

L2 (setas) e o filme a base de quitosana (seta
larga) utilizado para ocluir a janela feita entre as

vértebras.
3.6 Procedimentos pré-cirurgicos e cirurgicos
3.6.1 Pré-operatério

No periodo pré-operatério foi realizado jejum hidrico e alimentar de uma
hora, tricotomia de toda regido dorsal da coluna vertebral, do local de puncao
venosa (veia auricular lateral) e local da pungdo na cisterna magna para colheita

do liquor.
3.6.2 Protocolo Anestésico

Os animais foram contidos em caixas de transporte para serem
encaminhados a sala de preparo do centro cirurgico de pequenos animais do
HV/EV/UFG. Como medicagéo pré-anestésica foi utilizado o cloridrato de xilazina
(Calmiun® — Agener Unido Saude Animal, Sdo Paulo-SP) na dose de 1mg/kg e
cloridrato de morfina (Dolomorf® — Unido Quimica, Jabaquara-SP) 2mg/kg por via
intramuscular. Apés 15 minutos foi realizada a punc¢do da veia auricular lateral

com cateter intravascular periférico radiopaco 24G (Jelco® - Johnson&Johnson
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Lenneke Marelaan, Bélgica) seguida da administracao de fluidoterapia por meio
de equipo microgotas para infusdo de solugédo de ringer com lactato (Solugéo de
Ringer com Lactato - Frezenius Kabi Brasil, Aquiraz-CE). Foi realizada a indugao
anestésica com propofol (Propovan 1% - Cristdlia, Itapira-SP) na dose de
10mg/kg por via endovenosa. Concomitantemente foi feita a intubacgéo
orotraqueal com tubo endotraqueal (Tubo traqueal sem baldo tamanho 2,5mm —
Rusch, Uruguai) e manutencédo anestésica com halotano (Tanohalo — Cristalia,
Itapira-SP).

A antibioticoterapia profilatica constituiu-se de enrofloxacina (Chemitril
2,5% - Chemitec, Sdo Paulo-SP) na dose de 10mg/kg por via intramuscular em

dose unica, 20 minutos antes do inicio do procedimento cirurgico.

3.6.3 Técnica cirurgica

A técnica cirurgica de abordagem do canal vertebral e sintese foi igual
para todos os animais. Eles foram posicionados em decubito ventral com um
colchao posicionado abaixo da 132 costela para elevar L1 e L2 onde foi realizada
a laminectomia. Posteriormente os animais foram fixados a mesa cirurgica com

fitas de esparadrapo (Figura 6).

FIGURA 6 — Coelho posicionado na mesa cirurgica para realizagdo da

laminenctomia dorsal.

Foi realizada a anti-sepsia do campo operatério com iodopovidona
degermante (Riodeine degermante® — Rioquimica Industria Farmacéutica, S&o

José do Rio Preto-SP), alcool etilico (Alcool Fino 70% - Miyako do Brasil,
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Guarulhos-SP) e iodopovidona tépico (Riodeine tdpico® — Rioquimica Industria
Farmacéutica, Sdo José do Rio Preto-SP), seguida do adequado posicionamento
dos panos de campo.

O acesso toraco-lombar foi realizado por meio de uma inciséo
longitudinal dorsal desde T11 até L4, seguida da divulsdo do tecido subcutaneo e
localizagdo da fascia lombar que foi incisada sobre os processos espinhosos das
vértebras. Posteriormente realizou-se a divulsdo romba dos musculos epiaxiais
até abordagem e localizagdo dos processos espinhosos e articulares de T13, L1,
L2 e L3.

A laminectomia foi realizada nos dois grupos com o emprego da mesma
técnica. ApoOs a localizagdo dos processos espinhosos, articulares e acessorios
das vértebras T13, L1, L2 e L3, realizou-se a osteotomia do processo espinhoso
da vértebra L1 com goiva biarticulada de Love a fim de alcangar a medula
espinhal. Posteriormente foi utilizada a pingca de Lowe-Kerrinson de 2mm para
retirada da lamina dorsal, tornando exposta a gordura peridural a qual foi afastada
por meio de cureta odontoldégica de Graice, para exposicdo da dura-mater. A
laminectomia confeccionada media um centimetro de comprimento por 0,5

centimetro de largura, conforme Figura 7.

FIGURA 7 — Aspecto final da laminectomia dorsal

em coelho feita entre o espacgo

interarcual L1 — L2.
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Foi utilizado um fragmento de gordura autégena de aproximadamente
trés centimetros quadrados (Grupo G) e o filme a base de quitosana (Grupo Q)
para obliterar a janela feita na |amina dorsal da vértebra. Seguiu-se a
estabilizacdo vertebral utilizando um fio de ago cirdrgico (Ago cirurgico n°1 —
Paramed suturas, S&o Paulo-SP) envolvendo os processos articulares das
vértebras adjacentes ao local onde foi feita a laminectomia.

A fascia téraco-lombar foi suturada com ponto continuo simples com fio
de nailon (Nylon agulhado 2-0 — Shalon, Sdo Luis dos Montes Belos-GO), a
aproximacao do tecido subcuténeo foi com pontos tipo Cushing e fio de nailon
(Nylon agulhado 3-0 — Shalon, S&o Luis dos Montes Belos-GO) e a dermorrafia
com pontos tipo colchoeiro com fio de nailon (Nylon agulhado 4-0 — Shalon, S&o
Luiz dos Montes Belos-GO).

3.6.4 Acompanhamento pos-operatorio

Como analgesia poés-operatéria foi administrado cloridrato de morfina
(Dolomorf® - Unido Quimica, Jabaquara-SP) na dose de 1mg/kg por via
subcutdnea uma vez ao dia, iniciando imediatamente apds a realizacdo da
laminectomia e perdurando por trés dias. Os curativos locais foram realizados
com alcool etilico (Alcool fino 70% - Miyako do Brasil, Guarulhos-SP) uma vez ao
dia, até a cicatrizacao clinica da ferida.

Nao foi utilizado antiinflamatério para nao influenciar nos resultados.

Os animais recebiam alimentagédo duas vezes ao dia e agua ad libitum,

permanecendo em repouso nas gaiolas descritas anteriormente.
3.7 Protocolos de avaliagao ante-mortem

Apo6s o periodo correspondente a cada tratamento, os animais foram
submetidos a radiografia simples e mielografia para avaliacdo de compresséo
mecanica pelo implante ou pela formacao de tecido fibroso.

A analise mielografica foi feita do mesmo modo em todos os grupos,

diferenciando o periodo de avaliagdo conforme Tabela 2.
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TABELA 2 — Distribuicdo dos grupos em funcéo dos dias e quantidade de animais em

que foram feitos os exames mielograficos.

Momento da
Grupos avaliados _ Numero de animais
avaliagao
G15 15 dias 6 animais
Q15 15 dias 6 animais
G30 30 dias 6 animais
Q30 30 dias 6 animais

Para realizagdo deste procedimento utilizou-se o mesmo protocolo
anestésico anteriormente descrito. Posteriormente, fez-se a puncéo da cisterna
magna com agulha raqui-espinhal (Agulha para injegao raquidiana 22G x 14 -
Med Epidural, Manaus_AM) e injecao, através dessa agulha, de 0,3mL por quilo
de iopamidol (lopamiron® 370 — Shering, Sdo Paulo-SP) em cada animal. Foram
avaliados os graus de compressao ou nao no sitio da laminectomia, considerando
principalmente se houve compressao dorsal pelo implante ou pela instabilidade
vertebral.

Para tabulacdo dos resultados de cada animal, foi adotada a

classificacao conforme escore adaptado de COSTA et al. (2006) (Quadro 1).

QUADRO 1 — Distribuicdo e classificagdo dos graus de compressdo em fung¢do dos

achados encontradas no exame mielografico.

Classificagédo da

compressao em Achados mielograficos
graus
0 Sem compressao da coluna de contraste.

Compresséo leve com perda da coluna de contraste dorsal

1 e/ou compressédo medular de até 20% e sem instabilidade
vertebral.
) Compressao moderada entre 21 a 50% do diametro da
coluna de contraste medular e sem instabilidade vertebral.
3 Compresséo grave e evidente da medula espinhal acima de

51% com ou sem instabilidade vertebral.




23

Os resultados da mielografia foram avaliados com os testes de Kruskal-
Wallis e Mann-Witney, sendo que valores de p<0,05 foram considerados

significantes.
3.8 Eutanasia

Ao final dos tratamentos e avaliagdes, todos os animais foram
submetidos a eutanasia em camara de CO,. Este procedimento foi realizado nos
animais previamente anestesiados com tiletamina + zolazepam (Zoletil® 100 —

Virbac Saude Animal, Sdo Paulo-SP) na dose de 5mg/Kg por via intramuscular.
3.9 Estudo histopatolégico

Imediatamente apds a eutanasia, todos os animais foram submetidos a
necropsia com colheita de tecidos da coluna vertebral toracolombar, para analises
histopatolégicas, morfolégicas e da formacdo de aderéncias peridurais apds a
laminectomia. Para essa avaliacao foi selecionada a coluna vertebral de cada
coelho, abrangendo os tecidos perivertebrais como a area em que a amostra de
tecido continha a medula espinhal, a dura-mater, laminas laterais, arco ventral e o
corpo da vértebra, além do implante utilizado em cada grupo avaliado.

Os tecidos colhidos foram transferidos para frascos contendo formol
tamponado a 10% na propor¢ao de 20 vezes o volume do fixador em relagcéo ao
volume da peca para sua fixagdo, sendo devidamente identificados com os
brincos auriculares dos coelhos. Os tecidos ficaram imersos neste liquido por
aproximadamente 96 horas. Os materiais conservados foram cortados ao meio e
transferidos para recipientes menores sendo imersos novamente em solugéo de
formol tamponado a 10% onde permaneceram até o momento do processamento
histolégico que foi realizado conforme a rotina do Laboratério de histopatologia do
ICB/UFG.

Os blocos foram recortados transversalmente no sitio em que foi
realizado o procedimento cirdrgico. As pecas histolégicas continham a

musculatura epiaxial, a regido do implante, a medula espinhal, os processos
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laterais do canal vertebral e o corpo da vértebra. Este material foi colocado em
formol tamponado a 10% para posteriormente ser descalcificado.

Fez-se a descalcificagdo dos tecidos, seguida da sua desidratagdo em
alcool etilico (Alcool etilico absoluto 99,5% P.A. — Cromato produtos quimicos
LTDA., Diadema-SP) em série crescente de 70% até alcool absoluto. A
clarificagcao da peca foi em xilol (Xileno P.A. — Cromato produtos quimicos LTDA.,
Diadema-SP), sendo posteriormente incluida em parafina histolégica com ponto
de fusdo a 56°C.

Na etapa seguinte, as amostras colhidas foram recortadas e
emblocadas, numa espessura de 6um em microtomo rotativo. Os cortes obtidos
foram corados pela hematoxilina e eosina (HE). Para montagem das laminas
empregou-se solugéo de tolueno.

As laminas foram examinadas em fotomicroscopio Optico de campo
claro, sendo as imagens selecionadas registradas por maquina fotografica
acoplada ao microscopio e armazenadas digitalmente.

Para a leitura das laminas foram analisadas as intensidades das
aderéncias, sendo as mesmas classificadas através do escore adaptados
segundo RODGERS et al. (2003), descrito no Quadro 2.

QUADRO 2 - Distribuicdo dos graus de aderéncia em funcdo da classificacdo da

aderéncia e altera¢des encontradas nos cortes histologicos.

Graus de N )
o Classificagdo da aderéncia Alteragbes encontradas
aderéncia
0 Ausente Auséncia de aderéncias.
Aderéncias com poucas areas de
1 Minima fibrose sobre a dura-mater (menos
29%).
Aderéncias com areas de fibrose
2 Moderada ]
sobre a dura-mater (de 30% a 70%).
Aderéncias sobre a dura-mater (mais
3 Intensa de 70%) com espessamento, e
aumento do espacgo subaracnoide.
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As laminas foram avaliadas de acordo com a reacgado inflamatéria
produzida pelo implante segundo critérios adaptados de BARROS FILHO et al.
(2003) conforme o Quadro 3.

QUADRO 3 — Distribuicao dos graus de reacao inflamatéria em funcado da quantidade de

células encontradas nos cortes histoldgicos.

Tipo de
Grau da reacao resposta Parametros Avaliados
inflamatoria inflamatéria
0 Ausente Auséncia de heterdfilos
. Infiltrado inflamatério com mononucleares e
1 Discreta ]
polimorfonucleares
Infiltrado inflamatorio e reagéo tipo corpo
2 Moderada ) _
estranho circundando o implante
Infiltrado inflamatério circundando o implante
3 Intensa numa espessura de 2 a 3 vezes o tamanho do
implante.

3.10 Analise estatistica

A verificagdo da formacédo de aderéncias foi avaliada de forma
qualitativa, ou seja, foram estipulados escores para os niveis de aderéncias entre
o filme de quitosana e a dura-mater e entre a gordura autégena e a dura-mater.
Os escores obtidos foram avaliados por grupo quanto a média, desvio padrao e
erro padrdao da média. Alem disso, os grupos foram comparados entre si,
partindo-se da hipotese que eram diferentes entre si, utilizando o teste de Kruskal-
Wallis para se avaliar e comparar o efeito dos diferentes tratamentos e o teste de
Mann-Whitney para comparacé&o entre dois subgrupos.

Para avaliagdo dos dados qualitativos obtidos na microscopia, utilizou-se
também os testes de Kruscal-Wallis e Mann-Whitney, considerando-se 5% o nivel
critico para estabelecer as diferencgas estatisticamente significativas.

Todos os dados foram submetidos a analise estatistica por meio do

programa SigmaStat 3.0.
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4 RESULTADOS

Durante o experimento, houve perda de dois animais em decorréncia de
problemas respiratorios ocorridos no periodo de adaptacédo ao ambiente, quatro
durante os procedimentos cirurgicos devido a complicagdes anestésicas e trés
decorrentes de problemas poés-operatorias. Contudo foi feita reposicdo das
unidades experimentais.

No exame mielografico pré-operatorio ndo foi encontrada nenhuma
alteracdo. Um animal do subgrupo Q15 (8,33%) e outro do subgrupo Q30 (8,33%)
apresentaram sinais de infecgdo local com deiscéncia de sutura, produgdo de
grande quantidade de material caseoso no sitio cirurgico caracterizando rejeicao
do material, sendo estes excluidos da analise estatistica. Outro 6bito ocorreu em
um coelho (8,33%) de G15 sendo este excluido das analises.

Nas mielografias poOs-operatorias, em todos o0s grupos, ocorreram
compressdes em graus variados, verificando um maior numero de coelhos com
compresséao leve, sendo seis animais (50%) do grupo G e cinco (45,45%) do
grupo Q.

Os resultados referentes aos graus de compressado encontrados nas

mielografias pds-operatoérias estdo representados na Tabela 3.

TABELA 3 — Relacdo entre os grupos e o escore de compressdo encontrado na

mielografia.

Graus de compressao

Grupos avaliados

0 1 2 3
G15° (n=5) 1 3 1
Q15° (n=5) 3 1 1
G30? (n=6) 2 3 1
Q30° (n=5) 1 2 1 1

Letras diferentes entre os subgrupos indicam que foram estatisticamente diferentes (p<0,05).

A Figura 8 mostra as imagens mielograficas encontradas, notando-se

auséncia de compressao (trés animais do grupo G — 27,27% e um do grupo Q —
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10%), compressao moderada (dois animais do grupo G — 18,18% e dois do grupo
Q — 20%) e compressao grave (nenhum do grupo G e dois animais — do grupo Q

— 20%).

FIGURA 8 — Mielografias pds-operatérias de coelhos submetidos a
laminectomia dorsal. A. auséncia de compresséao (seta)
(G30). B. compressido moderada (seta) (G15). C. Grave
compressdo medular (setas duplas) devido a ruptura do
fio de ago (seta) (Q15).

Ocorreu compressao em oito animais (72,72%) do grupo gordura e em

nove (90%) do grupo quitosana, totalizando 17 coelhos (80,95%). A compresséao
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leve teve o maior numero de coelhos em G15 (60%), Q15 (60%), G30 (60%) e
Q30 (40%).

A compresséao grave encontrada em um animal do Q15 (20%) e outro do
Q30 (20%) foi atribuida a instabilidade vertebral encontrada devido a ruptura do
fio de ago cirurgico. Estes por sua vez, apresentaram quadros de paraparesia
sendo diagnosticados com oito e 12 dias de pos-operatorio, respectivamente.

Quanto aos graus de compressdo da mielografia entre os grupos
avaliados nao existe diferenca significativa (p= 0,481), a partir do teste de
Kruskal-Wallis com grau de significancia = 5%.

O grupo G e o grupo Q, quando comparados entre si em periodos
diferentes, ou seja, G15 e Q15 (p=0,273), Q30 e G30 (p=0,348) também néo
apresentaram diferenca significativa (p<0,05).

Os resultados da analise histolégica do material corado por
hematoxilina-eosina (HE) mostraram que as caracteristicas histolégicas de
aderéncias nao apresentaram diferenca significativa entre os subgrupos quando
empregado o teste estatistico de kruskal-Wallis (p< 0,05) aos 15 e 30 dias de

avaliagédo. Os achados estéo representados na Figura 9.
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FIGURA 9 — Quantidade de coelhos em relagédo aos graus de aderéncia encontrados

em cada subgrupo.
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No grupo G1, os enxertos de gordura autégena livre, permaneceram
viaveis com sinais de revascularizagcdo e pequenos focos de necrose central. Em
todos os animais o EGAL manteve a dura-mater afastada dos musculos epiaxiais
com nenhuma, pouca ou moderada formacao de fibrose local sendo classificados,

quanto a aderéncias, de acordo com a Tabela 4.

TABELA 4 — Relagdo entre o numero de animais de cada grupo em cada

momento em relagao ao graus de aderéncias encontrados.

Escores dos graus de aderéncia

Subgrupos 0 1 2 3
G152 1 2 1 1
Q152 1 2 2
G302 2 4
Q30° 1 3 2

Letras diferentes entre os subgrupos indicam que foram estatisticamente diferentes (p<0,05).

Nos coelhos dos grupos G15 e G30 houve diversidade entre os achados
de aderéncia, porém sem significancia estatistica (p<0,05), conforme mostrado no

quadro acima. Estes achados s&do demostrados na Figura 10.
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Figura 10 — Fotomicrografia de colunas vertebrais de coelhos com o uso do enxerto de
gordura autdgena (Coloragéo: HE), (aumento 5x). A. Nota-se a dura-mater
(seta) proxima a medula sem sinais de aderéncia. B. Presenca de
neovascularizagao (setas) no enxerto que apresenta aderéncia leve com a
dura-mater (seta pontilhada). C. Fibrose (seta) com aderéncia moderada
entre a dura-mater e o EGAL. D. Aderéncia intensa com pouca quantidade
de fibrose (setas pontilhada) e o afastamento da dura-mater (seta dupla)

em ralagdo a medula.

No subgrupo G30, todos os coelhos apresentaram aderéncias sendo
que dois animais obtiveram grau 1 (leve), e quatro animais apresentaram grau 2
(moderada). No subgrupo Q30, dois coelhos foram classificados com o grau 3

(aderéncia intensa) conforme demostrado na Figura 11.
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FIGURA 11 — Fotomicrografias de laminas histolégicas colhidas da coluna toracolombar

de coelhos (Coloracdo: HE). A. Discreta presencga de tecido fibroso proximo
a dura-mater (seta) e entremeados entre o implante de gordura (seta larga)
(aumento de 5X). B. Grande quantidade de tecido fibroso (seta) circundando
o filme de quitosana (FQ), formando uma capsula fibrosa (seta larga).
(aumento de 10X).

Com relacdo as reagdes inflamatérias, os coelhos que receberam os
filmes a base de quitosana apresentaram infiltrados inflamatérios com presenca
de varias células gigantes por campo de observacao e indicios de reacao tipo
corpo estranho. Em apenas dois animais do grupo Q o filme de quitosana teve
uma reacgdo inflamatéria de grau 1, ou seja, reacdo inflamatéria leve com
macrofagos néo circundando todo o implante, sendo que outros sete coelhos
apresentaram reacéo intensa, grau 3, com células inflamatorias circundando de
duas a trés vezes o tamanho do implante.

Considerando os subgrupos, foi verificada diferenga significativa
(p=<0,05) quanto a extenséao inflamatoria nos dias 15 e 30 de pds-operatorio. No
subgrupo G15, um animal (20%) ndo apresentou reacao inflamatéria e um (20%)
com reagcao moderada, respectivamente, enquanto que no subgrupo Q15, todos
0S animais apresentaram reacgdo, variando de leve (40%), moderada (20%) e
intensa (40%). Houve diferenga estatistica entre os subgrupos G15 e Q15
(p=0,040) e entre G30 e Q30 (p=0,004) (Tabela 5).
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TABELA 5 — Relagdo entre o numero de animais de cada grupo em cada

momento em relagdo ao graus de reacgao inflamatéria encontrados.

Reacao inflamatéria

Subgrupos 0 1 2 3
G15? (n=5) 1 3 1

Q15° (n=5) 2 1 2
G307 (n=6) 3 3

Q30° (n=6) 1 5

Letras diferentes entre os subgrupos indicam que foram estatisticamente diferentes (p<0,05).

A Figura 12 mostra dois cortes transversais da coluna vertebral dos

coelhos de G30 e Q30, respectivamente.

FIGURA 12 — Fotomicrografia da coluna vertebral de coelhos (Coloragao: HE). A.

Aderéncia intensa entre o implante de gordura (seta pontilhada) e a
dura-mater (seta) afastando-a em relacdo a medula (seta dupla),
poucas areas de fibrose (setas larga) sem presenga de células
inflamatérias. (aumento 5x). B. Filme a base de quitosana (FQ)
envolto por grande quantidade de células inflamatérias com areas de
necrose (setas) com leve aderéncia da dura-mater pelo afastamento

desta em relagdo a medula espinhal (seta dupla). (aumento de 5x).
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Trés animais (60%) de Q30 apresentaram faixas cartilaginosas
metaplasicas com presenca de ostedfitos centrais indicando a formacéo de um
novo tecido ésseo no sitio da laminectomia, sendo que estes coelhos
apresentaram areas de fibroses com crescimento associado a formagcao éssea

(Figura 13), contudo este achado n&o foi encontrado nos animais do G15.

FIGURA 13 — Fotomicrografia da coluna vertebral de coelho apés 30 dias da

implantagédo do filme a base de quitosana (FQ) (Coloragdo: HE). A.
Presenca de reacgdo inflamatéria intensa (seta) em torno do filme de
quitosana com areas de necrose e formacao de cartilagem metaplasica
(seta pontilhada) (aumento 5x). B. Formagéo 6ssea (seta pontilhada)

sobre a dura-mater (seta) sem compressdo medular (Aumento de 5X).

Cinquenta por cento dos animais nos quais foram utilizados o filme a
base de quitosana apresentaram necrose extensa em torno do implante com
grande quantidade de heterdfilos, formagao de capsula cistica com granulomas e
necrose caseosa caracteristicas da formagéao de abcesso do tipo caseoso (Figura
14).



34

100 pm|
o

n

FIGURA 14 — Fotomicrografia da coluna vertebral de coelhos 15 dias ap6s o implante do filme a
base de quitosana (FQ) (Coloracao: HE). A. Reacao inflamatéria exacerbada (seta
pontilhada) com formacdo de capsula fibrosa (seta) (aumento 5x). B. Filme de
quitosana (FQ) com regibes de necrose (seta) formadas prdoximas ao implante.

(Aumento 10X).



35

5 DISCUSSAO

O filme a base de quitosana foi comparado com a gordura autégena,
pois a gordura é o material utilizado com maior freqliiéncia em cirurgias
descompressivas da coluna vertebral pela facilidade de obtencao e eficiéncia na
prevencéo das aderéncias, como demonstrado por GORGULU et al., (2004), que
citam o enxerto de gordura como um material amplamente utilizado tanto
clinicamente, quanto experimentalmente, porém, os mesmos referem duvidas
sobre a formacdo de fibroses e compressdes dinamicas causadas por este
implante.

Diversos tipos de materiais em forma de géis e liquidos s&o utilizados
com o objetivo de prevenir compressdao medular quando utilizados como barreira,
porém podem ser reabsorvidos rapidamente e ndo terem nenhum beneficio em
evitar a formacao de aderéncia (BRYANT et al., 1983; VAN AKKERVEEKEN et
al., 1986). Por este motivo, no presente estudo foi utilizado o filme a base de
quitosana por ser este um material delgado, com cerca de 0,5mm de espessura,
diminuindo assim a probabilidade de causar compressao dindmica sobre a dura-
mater.

TUDURY et al. (1984) citam que a laminectomia dorsal pode causar
cifose dorsal ou compressdao dinamica da medula espinhal dorsal devido a
remogdo das laminas dorsais e/ou laterais das vértebras e o ligamento
longitudinal dorsal, causando assim instabilidade vertebral e déficits neuroldgicos.
A fim de evitar este problema, torna-se necesséario a estabilizacdo vertebral,
manobra que foi adotada no presente estudo no qual fio utilizado o fio de aco
cirargico como material de estabilizacdo, pois esta técnica causa menos
disseccdo de estruturas e boa estabilidade entre as vértebras. Utilizando uma
técnica similar, GAGE (1971), SWAIN (1971) e TUDURY et al. (1984)
descreveram a utilizagdo de pinos de Steimann paralelos as apofises espinhais de
cada vértebra, sendo estes fixados aos processos articulares por meio de fios de
aco.

Neste estudo, a laminectomia dorsal foi eleita como técnica por
proporcionar grande exposi¢cao da medula espinhal promovendo assim um maior

contato com as estruturas musculares adjacentes, além de ser a técnica mais
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utilizada nos estudos de aderéncia na dura-mater medular conforme relataram
TROTTER et al. (1990) e TREVOR et al. (1991). Foi realizado apenas um
procedimento cirurgico em cada coelho para diminuir a possibilidade de
instabilidade vertebral e mimetizar a realidade que ocorre em circunstancias
clinicas. Observagdes contrarias foram feitas por KIVILUOTO (1976), KELLER et
al. (1978), JACOBS et al. (1980), GILL et al. (1985), NUSSBAUM et al. (1990),
POSPIECH et al. (1995), que procederam mais de uma laminectomia em um so
animal, defendendo a hipotese de que realizando procedimentos repetidos em um
mesmo animal, evitaria variagdes individuais na formacdo de aderéncias e
reacdes inflamatérias.

Dois animais apresentaram déficits neurolégicos como paraparesia pos-
operatoria, o que pode ser atribuido a ruptura do fio de ago que provocou a
instabilidade vertebral. Esta ocorréncia também foi observada nos estudos de
TUDURY et al. (1984) que relataram fraturas nas apéfises espinhosas nas quais
estavam fixados os fios de ago, promovendo a instabilidade vertebral e déficits
neuroldgicos nos pacientes observados.

Outra conseqliéncia desfavoravel dentre as diversas que podem ocorrer
ap6s uma laminectomia dorsal € a compressédo medular dorsal, principalmente
quando é utilizado o EGAL (COSTA et al., 2006). No presente estudo, o EGAL
causou compressao medular dorsal de grau leve e moderado visualizada nos
exames mielograficos, sendo que esta compressao pode ser atribuida a redugéo
do tamanho do implante com conseqiiente invasdo do canal vertebral no sitio em
que foi realizada a laminectomia, estando este achado em conformidade com os
de PRUSICK et al. (1988) e KANAMORI et al. (2001a), que descreveram que o
EGAL pode sofrer necrose asséptica ou migrar para o canal medular.
Adicionalmente, a pressao exercida pelos musculos epiaxiais sobre o EGAL pode
acentuar o quadro compressivo da medula, conforme relataram CABEZUDO et al.
(1985). Para estes autores, a sutura da fascia muscular dorsal € uma causa de
déficits neuroldgicos pos-operatoérios, pois esta sutura forca os musculos epiaxiais
contra o implante e consequentemente 0 mesmo comprime a medula espinhal
exposta pela laminectomia.

Os resultados encontrados na mielografia mostraram uma grande

variagado entre os coelhos do mesmo grupo e entre os grupos, entretanto nao
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foram notadas correlagbes entre as amostras nas quais haviam aderéncias e o
quadro histolégico apresentado. Estes resultados séo similares aos relatados por
FUNKQUIST & SCHANTZ (1962), BARBERA et al. (1978), TREVOR et al. (1991)
e AKDEMIR et al. (1993), que realizaram mielotomografia sem encontrar
correlagdo entre os achados destas técnicas de avaliag&o.

O padrao de similaridade com relagcdao aos graus de compressao
medular moderado e leve observados aos 15 e 30 dias nos animais do grupo G
pode ser atribuido provalvelmente a resolugéo da inflamagao e remodelagdo do
enxerto sobre a dura-mater, fenbmeno também observado por KANAMORI et al.
(2001a), que citam que o enxerto de gordura livre torna-se acomodado e se molda
em torno da dura-mater, ndo causando déficits neuroldgicos nem compresséo
dindmica da medula espinhal com passar das semanas.

KANAMORI et al. (2001b) verificaram que o enxerto de gordura é
reduzido cerca de 10%, 30% e 43% do seu tamanho aos 7, 21 e 42 dias,
respectivamente. Embora a espessura ideal para o EGAL n&o esteja bem
estabelecida, 5mm é o tamanho frequentemente mais utilizado (BRYANT et al.,
1983; VAN AKKERVEEKEN et al., 1986; PRUSICK et al., 1988; KANAMORI et
al., 2001b). Assim, baseado nestas recomendagdes, o EGAL utilizado neste
experimento mediu aproximadamente dois centimetros comprimento por um
centimetro de largura e meio centimetro de espessura, apesar de ser muito dificil
medir a espessura desse tipo de tecido por serem friaveis e que inicialmente
parecem ser maiores do que aparentam. No grupo G, 54,5% dos animais
apresentaram aderéncias do implante na dura-mater, sendo esta uma
percentagem superior aos relatados por JENSEN et al. (1996) e COSTA et al.
(2006) porém inferior aos de NUSSBAUM et al. (1990).

A carboximetilquitosana € a quitosana na qual alguns grupos de sua
estrutura original foram substituidos por grupos carboximetil, com a finalidade,
dentre outras, de aumentar sua solubilidade em agua. Neste trabalho, o filme a
base de quitosana nao esta na forma carboxilada, o que nao impede a
comparagao dos resultados obtidos com a sua utilizagc&do, daqueles relatados por
diversos autores que investigaram a prevencao de aderéncias em diferentes
regides (XIONG et al., 1998; ZHOU et al., 2004; DAROZ et al., 2008). Em nosso

estudo, a presenca de aderéncias epidurais foi notada em mais de 50% dos



38

coelhos, ainda que a area afetada fosse menor em relagcao aos animais do grupo
G. Este achado parece estar relacionado a limitagdo do crescimento de
fibroblastos em face a quitosana, conforme salientaram XIONG et al. (1998) ao
utilizarem coelhos como unidade experimentais.

Em nosso estudo, os achados indicativos de processo inflamatério nas
amostras do grupo Q foram mais intensos que no grupo G. Nao foi utilizado
antiinflamatério para néo influenciar os resultados. Este pode ser um dos fatores
que contribuiram para o aparecimento de resposta inflamatéria intensa no grupo
Q, pois o biomaterial € um corpo estranho e normalmente ira induzir uma resposta
inflamatéria intensa no paciente. E sabido que a implantagdo de um biomaterial
no organismo inicia uma sequéncia de eventos de reacdo de corpo estranho,
comegando com uma resposta inflamatéria aguda e evoluindo, em alguns casos,
para uma resposta inflamatéria cronica e/ou formagao de um tecido de granulagao
e desenvolvimento de uma capsula fibrosa. Estes processos estao relacionados
ao tipo de material implantado, bem como ao grau de lesdo produzido. Ainda, a
natureza da resposta inflamatoria eventualmente esta relacionada ao grau de
fiborose (BABENSEE et al., 1998). Neste nosso estudo, o filme a base de
quitosana desencadeou uma resposta inflamatoria intensa, sendo que em trés
coelhos (33,3%) ocorreu a formacdo de capsula fibrosa englobando o filme,
estando em conformidade com os autores acima referenciados.

Assim, parece existir uma relagdo entre os achados histolégicos
referentes a inflamagdo e o biomaterial implantado nos coelhos, pois segundo
REDROBE (2002), esta espécie reage a implantacdo de corpos estranhos de
maneira diferente de outras espécies. A maioria dos animais do grupo Q
apresentou necrose em torno do implante com grande quantidade de heterdfilos e
formagédo de capsula fibrosa caracterizando a formagcéo de um material do tipo
caseoso. Esta particularidade apresentada na espécie Lagomorpha é relatada por
RECKERS et al. (2006), que procederam transplante de meniscos com a
utilizagéo de cianocrilato em coelhos e constataram a formagao deste tipo de
material no sitio cirurgico, porém sem crescimento bacteriano. Anteriormente,
REDROBE (2002) concluiu que a formagdo de material caseoso € uma forma de
resposta a corpo estranho encontrada nos coelhos, sendo uma particularidade

desta espécie este tipo de resposta inflamatéria que é desencadeada por
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heterdéfilos, como citado também por DORMAN et al. (2004), que encontraram
necrose caseosa em coelhos, similarmente aos achados em nosso estudo.

O material caseoso localizado na periferia do implante pode estar
associado a compressao medular encontrada nos dois coelhos do grupo Q, que
apresentaram compressédo moderada, o que esta de acordo com os relatos de
SANDERS & TRUUMEES (2004), que avaliaram por meio de imagem de
ressonancia magnética pacientes submetidos a cirurgias lombares e atribuiram a
formagédo de abcesso como uma das formas de compressao pds-operatoria de
raiz nervosa.

A presenca de tecido cartilaginoso aos 30 dias em quatro coelhos de Q
e um de G, com formacédo de uma lamina dorsal 6ssea em Q, foi um achado
similar aos relatados por GIL et al. (1979); JACOBS et al. (1980) e TROTTER et
al. (1988) quando estes avaliaram apenas o enxerto de gordura. GILL et al. (1979)
atribuiram seus achados a metaplasia de tecido fibroso com conseqlente
formagéo de tecido 6sseo. BERNABEU et al. (2005) relataram a penetrabilidade
ostoblastica nas membranas de quitosana e JUNG et al. (2007) relatam que o
filme de quitosana teve um potencial significativo para induzir a formacéo éssea
apos craniectomia parcial em ratos, achados estes que reforcam os achados do
presente estudo, pois em quatro coelhos o filme a base de quitosana apresentou
formacgéo de tecido 6sseo sob o implante.

A viabilidade de aplicagdes biomédicas da quitosana tem despertado
atencdo de inumeros pesquisadores. Entretanto, pode-se notar a ocorréncia de
resultados divergentes, conforme a espécie estudada, o grau de desacetilacdo, a
forma da quitosana e/ou o sitio de sua implantacdo. Sugere-se entdo, que este
material seja avaliado em outras espécies além do coelho, a fim de que o tipo

peculiar de reacao inflamatoéria desta espécie nao interfira nos achados.
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6 CONCLUSOES

O filme a base de quitosana comparado com o EGAL foi eficiente na
reducdo da extensao de aderéncias pos laminectomia dorsal em coelhos.

O filme a base de quitosana induziu uma resposta inflamatéria intensa
no coelho, havendo necessidade de ser avaliado em outras espécies para que a
eficiéncia deste material sobre as aderéncias durais sejam adequadamente

elucidadas.
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