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RESUMO

As aderéncias peritoniais possuem grande importancia na pratica clinico-cirurgica
pela possibilidade de causarem sequelas como dor abdominal crénica,
infertilidade e obstrugcdo intestinal, portanto a prevencdo do desenvolvimento
deste processo torna-se um desafio para os cirurgides. Devido as propriedades
de biocompatibilidade, bioabsor¢ao, cicatrizante e antimicrobiana, a quitosana é
um polimero que tem despertado interesse no estudo da prevencédo de
aderéncias peritoniais. O objetivo com esta pesquisa foi verificar se o implante
intraperitonial de telas de polipropileno revestidas com o fiime de
quitosanal/polietilenoglicol é eficiente na prevencao de aderéncias em ratos com
defeitos abdominais induzidos, além de caracterizar as reag¢des teciduais nas
fases aguda e crbnica do processo de inflamacédo e reparo tecidual
desencadeadas por este biomaterial, e a tela de polipropileno sem revestimento.
Foram realizados defeitos na parede abdominal de aproximadamente 1cm, tendo
como referéncia anatomica a aponeurose das fascias externas dos musculos reto
abdominal e obliquo abdominal externo, seguida da implantacdo de telas de
polipropileno revestidas com quitosana/polietilenoglicol (Grupo QP, n=12) e telas
de polipropileno sem revestimento (Grupo PP, n=12). Seis animais de cada grupo
foram submetidos a eutanasia aos quatro e 45 dias apdés o implante, e foram
avaliadas a area de envolvimento da tela pela aderéncia, o tipo de aderéncia, o
processo de inflamacao e reparo tecidual, além da quantificagéo e tipificacéo de
fibras colagenas. A média das telas envolvidas pelas aderéncias no grupo QP foi
de 39,088% e de 84,024% no grupo PP e a estrutura abdominal envolvida nas
aderéncias no grupo QP geralmente consistiam pelo omento ao redor do
implante, no grupo PP, as aderéncias geralmente estavam na superficie da tela.
Ap6s quatro dias do procedimento cirurgico, a quantidade de células
mononucleares foi menor no grupo QP, porém a quantidade de células
polimorfonucleares, fibrina e fibras colagenas estavam em maior quantidade
nesse grupo, além desta ultima variavel apresentar melhor organiza¢ao espacial.
Apds 45 dias da implantagao dos biomateriais, houve a reduc¢ao na quantidade de
células inflamatérias, e a organizagao espacial das fibras colagenas no grupo QP
foi permaneceu acentuada. Conclui-se que as telas revestidas com o filme a base
de quitosana/polietilenoglicol n&o preveniram a formagdo de aderéncias, porém
minimizaram significativamente a gravidade deste processo. Na fase aguda do
processo de inflamacéo e reparo tecidual, a reacao de corpo estranho foi menos
intensa no grupo que recebeu a tela de polipropileno com revestimento, porém as
reacdes teciduais provocadas pelos biomateriais analisados foram similares na
fase cronica. A tela revestida com o filme a base de quitosana/polietilenoglicol
estimulou a maior producao e melhor orientacéo de fibras colagenas tipo | na fase
aguda do processo de inflamacao e reparacéo tecidual, e melhor orientacdo de
fibras colagenas na fase crénica deste processo.

Palavras-chave: biomateriais, implante, parede abdominal, reacdo de corpo
estranho, sistema de barreira
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ABSTRACT

Peritoneal adhesions are highly important in clinical and surgical practice because
of the potential to cause sequelae such as chronic abdominal pain, infertility and
bowel obstruction; thus, preventing the formation of this process becomes a
challenge for surgeons. Due to biocompatibility, bioabsorption, healing and
antimicrobial properties, chitosan is a polymer which has aroused interest of
researchers studying the prevention of peritoneal adhesions. The objective of this
research was to determine whether the intraperitoneal implantation of
polypropylene mesh coated with a film of chitosan/polyethylene glycol is effective
for the prevention of adhesions in rats with induced abdominal defects. We sought
to further characterize the tissue reactions in acute and chronic phases of the
inflammation process, and the tissue repair processes triggered by this biomaterial
and the polypropylene mesh without coating. Defect of about 1cm was made in the
abdominal wall, with reference to anatomical aponeurosis of the fascia of the
rectus abdominis and obliquus externus abdominis muscles, followed by the
implantation of polypropylene meshes coated with chitosan / polyethylene glycol
(QP Group, n= 12) and uncoated polypropylene meshes (PP group, n= 12). Six
animals from each group were euthanized at four and 45 days after implantation
and the involvement of the mesh area by the adhesion, the type of adhesion, the
inflammation process and tissue repair, and the quantification and characterization
of collagen fibers were evaluated. The average of the meshes involved by
adhesions in the QP and PP groups was 39.088% and 84.024%, respectively, and
the structure involved in abdominal adhesions in the QP group usually consisted of
the omentum around the implant, while in the PP group, adhesions were usually
on the surface of the mesh. After four days of surgery, the amount of mononuclear
cells was lower in QP, but the amount of polymorphonuclear cells, fibrin and
collagen fibers was in greater quantity in this group; besides, the later variable
showed better spatial organization. After 45 days of biomaterials implantation,
there was a reduction in the amount of inflammatory cells, and spatial organization
of collagen fibers in the QP group remained strong. It is concluded that the
meshes coated with the film based on chitosan/polyethylene glycol did not prevent
adhesion formation, but significantly minimized the seriousness of this process. In
the acute phase of inflammation and tissue repair, the foreign body reaction was
less intense in the group receiving the coated polypropylene mesh, but the tissue
reactions caused by the studied biomaterials were similar to the chronic phase.
The mesh coated with film-based chitosan/polyethylene glycol stimulated higher
production and better orientation of collagen type | in the acute phase of
inflammation and tissue repair, and better orientation of collagen fibers in the
chronic phase of this process.

Keywords: abdominal wall, barrier system, biomaterials, foreign body reaction,
implants



1 INTRODUCAO

Extensos defeitos na parede abdominal decorrentes de traumas,
tumores e hérnias podem necessitar da utilizagdo de telas cirurgicas para sua
correcéo. Este biomaterial atua como uma barreira fisica que confere resisténcia
ténsil ao abdome e reduz a tensédo da sutura entre as bordas da ferida, os quais
minimizam a recidiva do problema. Porém, a tela comumente utilizada, composta
por polipropileno, esta associada ao desenvolvimento frequente de aderéncias
peritoniais.

As aderéncias peritoniais sao conexdes fibrinosas ou fibrosas formadas
entre as superficies de 6rgdos da cavidade abdominal, parede abdominal, ou
ambos (DIAMOND & FREEMAN, 2001; HAMMOUD et al., 2004). A incidéncia
deste processo estd acima de 90% em pacientes humanos submetidos a
laparotomias e as principais sequelas associadas a este processo sdo a dor
abdominal cronica, infertilidade e obstrucdo intestinal, além de acarretar em
elevados prejuizos econbmicos ao sistema de saude decorrentes de
hospitalizagbes e cirurgias (BASILIO, 2003; DWIVEDI et al., 2004; MOLINAS et
al., 2006; van der WAL, 2006; YEO & KOHANE, 2008; PETTER-PUCHNER et al.,
2008).

Injurias peritoniais desencadeiam reacdes inflamatérias que promovem
a deposicdo de fibrina sobre a superficie lesada (SCHNURIGER et al., 2010).
Dependendo do equilibrio entre os componentes do sistema plasminogénio
podera ocorrer a lise da fibrina, ou esta atuara como um arcaboug¢o para o
crescimento de fibroblastos, deposicdo de matriz extracelular e angiogénese,
resultando na formacgao de aderéncia (diZEREGA & CAMPEAU, 2001).

Na Medicina Veterinaria, a pesquisa das aderéncias peritoniais ainda é
pouco valorizada, devido em parte a caréncia do conhecimento adequado deste
assunto por médicos veterinarios, e ao fato de algumas espécies, como caes a
gatos, possuirem um sistema fibrinolitico eficiente. Contudo, os equinos sao
frequentemente acometidos pelas consequéncias das aderéncias peritoniais
(LOPES et al., 1998). Esta espécie possui um sistema fibrinolitico pouco eficiente
(CALDWELL & MUELLER, 2010), o que resulta no desenvolvimento frequente de

aderéncias apos laparotomias, que podem ser assintomaticas ou levar o animal



ao quadro clinico de codlica e obstrucdo intestinal com elevado indice de
mortalidade (LOPES et al., 1998).

Varios métodos para a prevengao do desenvolvimento de aderéncias
tém sido desenvolvidos, porém nenhum foi completamente eficaz. As principais
estratégias incluem a realizagédo de técnicas cirurgicas adequadas, a utilizagéo de
agentes farmacolégicos e a sobreposicdo de barreiras fisicas a superficie
peritonial lesada (ERGUL & KORUKLUOGLU, 2008). No intuito de promover a
separacdo das superficies peritoniais, este ultimo tratamento € o que tem
apresentado melhor eficacia para minimizacéo da formacgao de aderéncias.

Os avancos de pesquisas sobre biomateriais mostram o grande
potencial de diversos polissacarideos para o uso médico. Um biomaterial que vem
ganhando destaque na area da saude devido as suas propriedades
antimicrobiana, cicatrizante, atdoxica, além de biocompatibilidade e
biodegradabilidade, € a quitosana (HONARKAR & BARIKANI, 2009). Este
polimero €& obtido por meio da desacetilagdo da quitina, proveniente
principalmente de crustaceos e insetos, em solug¢des basicas como o hidroxido de
sddio ou de potassio. Durante o processo, ligagcdes N-acetil do polimero quitina se
rompem e originam a D-glicosamina que possui 0 grupo amino livre, sendo
caracterizada como quitosana o polimero que possuir o nivel de desacetilagéo
superior a 50% (DALLAN, 2005).

A quitosana sob diferentes apresentagbes farmacoldgicas, como
solugdo, hidrogel e membranas apresentou certa eficiéncia em varios estudos
relacionados a prevengao de aderéncias peritoniais, como os desenvolvidos por
KENNEDY et al. (1996), CETIN et al. (2003), PAULO et al. (2009) e LAUDER et
al. (2010). Porém, o mecanismo de acao deste agente na prevengao do processo
de formacgéo de aderéncias ainda nao esta completamente esclarecido.

Qutro polimero que minimizou o desenvolvimento de aderéncias
peritoniais em estudos anteriores foi o polietilenoglicol (DUNN et al., 2001;
FERLAND et al. (2001). Este agente gelatinoso sintético possui teor de agua
superior a 90% e é um péssimo meio de cultura bacteriana, atuando como uma
barreira fisica que promove o isolamento da lesado tecidual aos tecidos adjacentes
e permanece no periodo critico do desenvolvimento de aderéncias (DUNN et al.,
2001).



O biomaterial ideal para evitar a ocorréncia de aderéncias peritoniais
ainda ndo existe. Porém, estudos nessa area estdo em crescente
desenvolvimento com o objetivo de reduzir a incidéncia desse processo e
compreender o mecanismo de prevengdo do mesmo, contribuindo para a
melhoria da qualidade de vida de inumeros pacientes e a reducdo dos elevados
prejuizos econdbmicos advindos das aderéncias. Devido a minimizagdo da
formagcdo de aderéncias peritoniais promovidos pela quitosana e o
polietilenoglicol, e a reducdo da recidiva de hérnias pelo uso de telas de
polipropileno em estudos anteriores, criou-se a hipétese de que o revestimento de
telas de polipropileno por um filme antiaderente, composto pelos polimeros de
quitosana e polietilenoglicol, poderia ser eficaz na prevengcdo de aderéncias
peritoniais em defeitos da parede abdominal.

O objetivo com esta pesquisa foi determinar se telas de polipropileno
revestidas com o filme de quitosana associada ao polietilenoglicol sao eficientes
para a prevencdo de aderéncias peritoniais, quando implantadas no espaco
intraperitonial de ratas da linhagem Wistar com defeitos abdominais promovidos
cirurgicamente, além de caracterizar as reacgdes teciduais nas fases aguda e
cronica do processo de inflamacdo e reparo tecidual promovidas pelos

biomateriais em estudo.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consideragoes iniciais sobre as aderéncias peritoniais

O peritdnio € uma membrana serosa constituida por uma camada de
células mesoteliais que repousa sobre uma camada basal (MICHAILOVA &
USUNOFF, 2006). Esta membrana pode ser classificada em peritbnio parietal,
que consiste ha membrana serosa que recobre a parede da cavidade abdominal,
e peritbnio visceral, que envolve os 6rgdaos abdominais com excecédo dos rins
(ROSIN, 2005; TANK, 2008). O fluido seroso produzido pelo peritbnio contém
células livremente flutuantes que incluem macréfagos, células mesoteliais
descamadas e pequenos linfocitos (ROSIN, 2005). A reducéo da friccao entre as
visceras abdominais € uma das principais fun¢gées do peritbnio (CARTUCHO,
2008). Diante de qualquer lesao do peritbnio parietal ou visceral, o processo de
cicatrizacdo pode evoluir para recuperagao fisiolégica peritonial ou para o
desenvolvimento de aderéncias (DURON, 2007; KAMEL, 2010).

As aderéncias sao consideradas como o processo patolégico da
cicatrizacdo peritonial segundo DIAMOND & FREEMAN (2001) e séo definidas
como conexdes entre superficies de oOrgdos internos, parede abdominal, ou
ambos, em locais onde essas conexdes deveriam estar ausentes. Neste
processo, as superficies dos 6rgados abdominais podem estar ligadas por uma fina
pelicula de tecido conjuntivo, por uma faixa fibrosa que possui vascularizagédo e
inervagcao, ou mesmo pelo contato direto entre duas ou mais superficies de
orgaos (DIAMOND & FREEMAN, 2001; HAMMOUD et al., 2004).

Em contraposicao, BAXTER (1991) descreve as aderéncias como um
fendmeno cicatricial, ou seja, um mecanismo reparador fisiologico. O que justifica
a maioria das aderéncias serem assintomaticas, sendo que os beneficios
promovidos pelas aderéncias incluem a revascularizagao de tecidos isquémicos,
isolamento de é&reas necrosadas, corpos estranhos e microrganismos,
obliteracbes de solugbes de continuidade e a prevengdo do deslocamento do

c6lon maior esquerdo.



Embora as aderéncias possam causar poucos ou nenhum efeito nocivo
ao paciente, em uma propor¢ao de casos ha graves consequéncias a curto e a
longo prazo (DeWILDE & TREW, 2007). Portanto, tornam-se complicagcbes pds-
operatérias de grande importancia na pratica clinico-cirurgica devido ao risco do
paciente desenvolver sequelas como a dor abdominal crdnica, infertilidade,
obstrugéo intestinal, dificultar a realizagcao de reintervengdes cirurgicas (BASILIO,
2003; MOLINAS et al., 2006; van der WAL, 2006; YEO & KOHANE, 2008;
PETTER-PUCHNER et al., 2008), além de acarretar em elevados prejuizos
econdmicos (DWIVEDI et al., 2004).

Quanto a dor promovida pelas aderéncias, acredita-se que seja
ocasionada pela presenca de fibras nervosas nestas formacgoes, tragdo exercida
pelas aderéncias sobre o peritdnio parietal ou érgaos abdominais, ou combinagéo
de ambos (van der WAL et al., 2006), além da desordem anatémica causada pela
aderéncia (HAMMOUD et al., 2004; MOLINAS et al., 2006).

A infertilidade em decorréncia de aderéncias poés-operatérias possui
incidéncia de 15 a 40% em mulheres (MILINGOS et al., 2000; VRIJLAND et al.,
2003). Esta consequéncia dependera do grau do processo, que pode variar desde
a formagado de uma pelicula avascular unindo a fimbria a parede pélvica lateral,
até a formagdes densas, em que um emaranhado de estruturas pode acarretar
em hidrosalpinge ou na completa obstrucéo da tuba uterina (DIAMOND, 2000).

No inicio do século 20, as hérnias eram a principal causa de obstrugéo
intestinal devido ao estrangulamento de algas. Porém, com o aumento de
cirurgias abdominais na rotina, a frequéncia de casos de obstrucao intestinal por
aderéncias peritoniais ultrapassou a incidéncia de obstrucbes causadas
secundariamente por hérnias (DIAMOND, 2000).

2.2 Aderéncias peritoniais na Medicina Veterinaria

Devido ao fato de os caninos e felinos possuirem o sistema fibrinolitico
muito eficiente na prevencdo da formacdo de aderéncias, a incidéncia de
complicagbes poOs-operatorias deste processo é baixa nestas espécies (BROWN,

2002). Porém, casos de complicagdes decorrentes de aderéncias peritoniais



nestas espécies foram documentadas por COOLMAN et al. (1999), em duas
cadelas e uma gata que apresentaram obstrucao parcial do célon por aderéncias
ap6s ovario-salpinge-histerectomia, e por WEBER (2000), que observou um cao
tratado de hérnia diafragmatica que apresentou torcdo esplénica decorrente de
aderéncias.

Diferentemente dos cédes e gatos, as aderéncias formam-se
frequentemente em equinos apds laparotomias e podem ser assintomaticas ou
causar complicagdes como a cdlica e obstrugéo intestinal (LOPES et al., 1998).
Segundo CALDWELL & MUELLER (2010), a resposta peritonial do equino apos
lesdes cirurgicas € muito semelhante a da espécie humana, possuindo baixa
atividade fibrinolitica. Segundo os mesmos autores o trauma cirurgico € o principal
fator desencadeador de aderéncias, possuindo incidéncia de 32,3% em seu
estudo, em que 84,4% destas aderéncias levaram a obstrugéo intestinal em

equinos.

2.3 Fisiopatogenia das aderéncias peritoniais

O tipo e a magnitude da lesao peritonial sdo de grande importancia na
formacgao das aderéncias, pois quanto maior a area de isquemia e leséo tecidual,
maior sera a probabilidade da formacao das aderéncias peritoniais (DEL CARLO
et al., 1997; diZEREGA & CAMPEAU, 2001). Os fatores de risco para o
desenvolvimento deste processo incluem: a manipulagdo excessiva dos tecidos
durante o procedimento cirurgico; hipdxia tecidual devido a isquemia; abrasao da
camada serosa; infeccdo no sitio de lesdo e doencgas inflamatorias; presencga de
corpos estranhos e coagulos na cavidade peritonial (KAMEL, 2010).

O processo de formagdo das aderéncias peritoniais se inicia no
momento em que ocorre a lesdo do peritbnio, quando é iniciada a resposta
endocrino-metabodlica nas células para promover o reparo da lesdao (BASILIO,
2003). A cicatrizagao do periténio € um processo complexo que envolve diferentes
tipos celulares, citocinas, fatores de coagulagdo e proteases, todos ativados
conjuntamente para restaurar a integridade peritonial (HOLMDAHL & IVARSSON,

1999). Sendo que uma interagdo complexa de eventos bioquimicos envolvidos na



inflamacéo, angiogénese e reparo tecidual controla o processo da formacgéo de
aderéncias (REED et al., 2002).

Imediatamente ap6s a injuria peritonial ocorre hemorragia e aumento
da permeabilidade vascular com extravasamento de fluidos ricos em fibrinogénio
na superficie lesada (SCHNURIGER et al., 2010), associados a resposta
inflamat6ria com migracdo de células inflamatérias, liberacdo de citocinas e
ativacdo da cascata de coagulagdo, que resulta na formacédo de trombina
necessaria para a conversao do fibrinogénio em fibrina (REIJNEN, et al., 2003).

O fibrinogénio inativo se transforma em uma matriz de fibrina, onde
leucécitos, hemacias, plaquetas, mastocitos e debris cirlrgicos se reunem para se
fixarem nas superficies lesadas adjacentes. Nesta fase, por meio da atividade
fibrinolitica peritonial, a plasmina, protease derivada da acdo do ativador de
plasminogénio tecidual (t-PA) e do ativador de plasminogénio tipo uroquinase (u-
PA) sobre o plasminogénio inativo, degradam a matriz de fibrina e promovem a
cicatrizagcdo normal do peritobnio (KAMEL, 2010). Porém, sob condigcdes de
isquemia em decorréncia do trauma cirurgico, a atividade fibrinolitica &€ suprimida
e resulta na permanéncia da fibrina. Uma vez que essa fibrina é infiltrada por
fibroblastos, ela se organizard em aderéncias (diZEREGA & CAMPEAU, 2001).

Células mesoteliais participam do processo de cicatrizagéo do peritdnio
por re-epitelizarem a superficie peritonial lesada. O tempo necessario para a
regeneragao completa é em torno de oito a dez dias ap6s a lesdo. O mecanismo
pelo qual as células mesoteliais peritoniais respondem ao trauma cirurgico por
recolonizagao da area lesada ainda n&o é completamente compreendido, porém
existem hipoteses que tentam explicar este processo (KAMEL, 2010).

JACQUELINE & DIAMOND (1997) referem que as células mesoteliais
podem ser originadas de células mesenquimais primitivas presentes na periferia
do defeito, de fibroblastos diferenciados de células mesenquimais primitivas, ou
de fibroblastos subperitoniais. Poréem MUTSAERS et al. (2000), ressaltam que as
células mesoteliais podem advir do crescimento das células periféricas
mesoteliais, da transformagcéo das células mesenquimais pluripotenciais ou
células sanguineas, da transplantacdo de células mesoteliais free-floating de

tecidos adjacentes, ou da diferenciagao de células do fluido peritonial.



A melhor compreensdo dos eventos fisiopatologicos e dos fatores
envolvidos no processo de formacdo de aderéncias é crucial em qualquer

tentativa de controlar esse fendbmeno e suas consequéncias (DURON, 2007).

2.4 Telas cirurgicas de polipropileno e a formagao de aderéncias

Grandes defeitos da parede abdominal decorrentes de traumas,
hérnias e tumores, frequentemente impedem a aproximacdo adequada das
bordas da ferida devido a grande extensdo do defeito, deficiéncia de tecidos
viaveis e excesso de tensdo na sutura. Porém, esses fatores agravantes podem
ser contornados por meio da implantagdo de telas (LAMONT & ELLIS, 1988;
ROSIN, 2005).

Inicialmente, o reparo de hérnias era realizado por meio da
aproximacédo das bordas do defeito abdominal e posterior sutura do mesmo,
porém este tipo de reparo exerce grande tensao nas bordas da ferida, o que pode
resultar em isquemia, deiscéncia e reincidéncia da hérnia (READ 2005). Por
essas razdes, inumeras técnicas foram desenvolvidas, e dentre elas, a
implantacédo de telas cirurgicas foi responsavel pela reducéo significativa das
taxas de recorréncia das hérnias. Entretanto, muitas complicagdes foram
associadas ao implante (COSTELLO et al., 2007).

A tela de polipropileno é o biomaterial mais utilizado para corregédo de
defeitos da parede abdominal (CONZE et al., 2004; de VRIES REILINGH et al.,
2004; SCHONLEBEN et al., 2006; ANSALONI et al., 2009). Esta tela mantém a
forca ténsil na parede abdominal, possui excelente capacidade de integracéo, facil
manuseio e baixo custo (LEBER et al., 1998; VAZ et al. 2009). Todavia, uma de
suas grandes desvantagens é o seu potencial adesiogénico (DIOGO-FILHO et al.,
2004; ANSALONI et al., 2009), sendo geralmente toda a superficie deste
biomaterial recoberta por aderéncias (MARTIN-CARTES et al., 2006).

Embora as telas de polipropileno possam ser incorporadas pelo tecido
hospedeiro, este biomaterial pode desencadear reagéo de corpo estranho que
resulta em intensa fibrose, e favorece o desenvolvimento de aderéncias, fistulas

entero-cuténeas, migracao da prétese e lesbes viscerais (BAPTISTA et al., 2000;



LOSANOFF et al., 2002; FELEMOVICIUS et al., 2004; de VRIES REILINGH et al.,
2004; HALM et al., 2007).

Diante da constatacdo da capacidade adesiogénica das telas de
polipropileno, outros biomateriais como derivados da celulose (FELEMOVICIUS et
al., 2004), quitosana (PAULO et al., 2009), politetraluoretileno expandido (KAPAN
et al. 2003), fluoreto de polivinilideno (ZINTHER et al.,, 2010) e até mesmo o
omento (BLEICHRODT et al.,2007), tém sido associados a estas telas para a
abolicdo ou minimizacao desta propriedade indesejavel.

A nova geragdo de biomateriais para o reparo de defeitos da parede
abdominal foi projetada para ser menos densa, possuir maiores poros do que as
telas de polipropileno convencionais e manter a fisiologia normal da parede
abdominal (BELLON et al., 2009). Contudo, segundo estes autores, a integracao,
forca de tensédo e a propensdo ao desenvolvimento de aderéncias de telas de

polipropileno de baixa gramatura e alta gramatura sao similares.

2.5 Prevencao das aderéncias peritoniais

As estratégias para a redugdo da formacdo de aderéncias incluem a
melhoria de técnicas cirurgicas, administracdo de farmacos que minimizem a
resposta inflamatéria e a deposicao de fibrina, e a utilizacdo de barreiras fisicas.
Todas essas técnicas apresentaram algum sucesso na prevencgéo de aderéncias,
porém nenhuma aboliu completamente o desenvolvimento das mesmas (ERGUL
& KORUKLUOGLU, 2008).

Segundo DEL CARLO et al. (1997), as principais técnicas a serem
adotadas pelos cirurgides com o objetivo de minimizar a formacgao de aderéncias
peritoniais incluem: o manuseio meticuloso dos tecidos; uso apropriado de
esponjas e compressas; remog¢ao de sangue livre, depésito de fibrina e corpos
estranhos sobre as superficies serosas; evitar a isquemia tecidual e o uso
excessivo de hemostaticos; e posicionar o omento de forma a orientar as
aderéncias nas situagbes em que sao desejaveis.

Dentre outros meios para a minimizagcéo da formagéo de aderéncias, a

administracdo de farmacos como anti-inflamatorios néo esteréides (MUZII et al.,
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1998), anticoagulantes (ARIKAN et al., 2005; KEMENT et al., 2010), agentes
fibrinoliticos (KAMEL, 2010), antibidticos (ONCEL et al., 2001; BOLGEN et al.,
2006); vitamina E (YETKIN et al.,, 2009; MAKARSKA et al., 2010), azul de
metileno (HEYDRICK et al.,, 2007; MAHDY, et al., 2008), acido hialurénico
(HIMEDA et al., 2004; METWALLY et al., 2007) e mel (SABER, 2010) podem ser

empregados.

2.5.1 Barreiras fisicas

Em teoria, materiais que previnem o contato direto entre as superficies
serosas lesadas nos primeiros dias apds a injuria peritonial, protegeriam o local
de cicatrizagdo e impediriam o desenvolvimento de aderéncias (SCHNURIGER et
al., 2010). Porém, nenhum biomaterial foi eficaz em impedir completamente este
processo (ERGUL & KORUKLUOGLU, 2008).

Diversos biomateriais foram testados na prevencédo de aderéncias
peritoniais como membranas compostas por derivados da celulose (KHAITAN et
al., 2003; ONCEL et al., 2003; TARHAN et al., 2005; CORRALES, 2006; FAZIO et
al., 2006; LALOUNTAS et al., 2010; RAJAB et al., 2010), derivados da quitosana
(ZHOU et al., 2007; PAULO et al., 2009; WEI et al., 2009a; GWON et al., 2010),
politetrafluoretileno expandido (DeMARIA et al., 2000; KAPAN et al., 2003;
PUTTINI, 2006), submucosa suina (SCALCO et al., 2008). Contudo, as barreiras
mais utilizadas na prevencédo de aderéncias s&o as absorviveis compostas por
carboximetilcelulose/acido  hialurénico e celulose regenerada oxidada
(SCHNURIGER et al., 2010).

As membranas de carboximetilcelulose/acido hialurénico em torno de
24 horas apds sua aplicagao transformam-se gradativamente em gel hidratado
que sera lentamente absorvido em sete dias e excretado pelo organismo em 28
dias (REIJNEN et al., 2003; CORRALES, 2006). Durante o implante deste
biomaterial, o0 mesmo deve ser manuseado cuidadosamente devido a sua
fragilidade, sendo mais indicado em cirurgias abertas quando a manipulagéo é
mais precisa (RAJAB et al., 2010).
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Os mecanismos que podem estar envolvidos na reducéo de aderéncias
pds-operatdrias por agentes baseados em carboximetilcelulose/acido hialurénico
sdo a melhoria da cicatrizagdo peritonial, aumento da fibrinélise e a separacao
mecanica das superficies da ferida, sendo provavelmente este ultimo o principal
mecanismo de prevengao das aderéncias (REIJNEN et al., 2003). De acordo com
TARHAN et al. (2005), a prevencdo da formacéo de aderéncias obtidas pela
membrana de carboximetilcelulose/acido hialurbnico decorre de suas
propriedades fisicas (barreira mecéanica e efeito deslizante), porém segundo o
mesmo autor, niveis elevados do ativador de plasminogénio tipo uroquinase (u-
PA) podem ser observados.

MORSE et al. (2005) relataram uma técnica de indugdo de aderéncias
peritoniais por abrasdo em ratos e a capacidade de prevencédo destas com o
implante da membrana de carboximetilcelulose/acido hialurénico, em que a
reducao de aderéncias foi de 50% nos animais que receberam este biomaterial.

A eficiéncia das membranas de carboximetilcelulose/acido hialurénico,
membranas de carboximetilcelulose/éxido de polietileno, solugédo isotdnica de
icodextrina a 5% e o gel spray de polietilenoglicol na prevengao de aderéncias foi
demonstrada por RAJAB et al. (2010) em ratos, tendo a membrana de
carboximetilcelulose/acido hialurdénico apresentado melhores resultados.

Segundo BAPTISTA et al. (2000), a utilizacado de telas de polipropileno
recobertas por membranas carboximetilcelulose/acido hialurénico implantadas no
espaco intraperitonial para redugéo de defeitos induzidos na parede abdominal de
ratos resulta na significante redugédo da formacao de aderéncias.

A celulose regenerada oxidada é uma camada gelatinosa de protecéo
que é absorvida dentro de duas semanas. Este biomaterial tem-se mostrado
eficiente quanto a prevencdo de aderéncias em varios estudos prospectivos
randomizados em cirurgias ginecologicas abertas ou laparoscépicas em pacientes
humanos (SCHNURIGER et al., 2010).

De acordo com GAGO et al. (2006) o efeito biolégico da membrana de
celulose regenerada oxidada é elevar a expressao de ativador do plasminogénio
tecidual (t-PA) nas células mesoteliais, e a propor¢cao de tPA/PAI-1 (inibidor do
ativador de plasminogénio-1), que resulta na dissolugao da fibrina e cicatrizagéo

sem o desenvolvimento de aderéncias.



12

2.5.2 O potencial da quitosana e do polietilenoglicol na prevenc¢ao de aderéncias

A quitosana é a substéancia obtida por meio da desacetilagdo da quitina
proveniente do exoesqueleto de crustaceos, insetos e outras fontes (HONARKAR
& BARIKANI, 2009). Sua estrutura quimica assemelha-se a celulose, e devido a
este polimero possuir diversas possibilidades estruturais por modificacdes
quimicas e mecanicas, torna-se possivel gerar novas propriedades, fungdes e
aplicacbes em diversas areas, e em especial na area biomédica (PILLAI et al.,
2009).

Por ser um polimero natural biodegradavel, biocompativel e atoxico,
esta substancia tem sido utilizada como membrana, sistema de distribuicdo de
farmacos, hidrogéis, além do seu emprego no tratamento de agua e embalagens
de alimentos (HONARKAR & BARIKANI, 2009).

As principais aplicagbes biomédicas da quitosana incluem: enxerto de
pele artificial, agente anti-viral, inibidor da placa dentaria, auxiliar na cicatrizagéo
0ssea, agente cicatrizante, hemostatico, antibacteriano, antifungico e auxilio na
perda de peso de pacientes (SENEL & McCLURE, 2004).

Devido a solubilidade da quitosana em alguns acidos organicos é
possivel a obtencdo de derivados sob a apresentacdo de géis, filmes e
membranas, na forma pura ou combinada a outras substancias, o que torna
possivel emprega-la no recobrimento de biomateriais como telas de polipropileno
(RAMMAZINA FILHO et al. 2010).

Os derivados da quitosana foram utilizados em varios estudos na
prevencao de aderéncias peritoniais (KENNEDY et al., 1996; CETIN et al., 2003;
DURAN et al., 2003; PAULO et al., 2009; WEI et al., 2009a; GWON et al., 2010;
LAUDER et al., 2010).

De acordo com CETIN et al. (2003) o gel de N,O-carboximetilquitosana
2% pode ser considerado como adjuvante seguro e eficaz na prevencao de
aderéncias peritoniais. Acredita-se que este biomaterial minimize o
desenvolvimento de aderéncias por revestir as lesdes peritoniais, além promover
a diluigao da fibrina.

A quitosana em concentragdes acima de 0,1% estimula a proliferacédo

fibroblastica. Quando este polimero encontra-se na forma de hidrogel, a
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prevencado da formacédo de aderéncias ocorre devido a sua propriedade bioativa
de estimulacdo de proliferacdo fibroblastica, que acelera o processo de
cicatrizagéo, associada ao mecanismo de barreira fisica do hidrogel, que impede
o contato da lesdo com as visceras abdominais (WEI et al., 2009a).

ZHOU et al. (2004) utilizaram a N,O-carboximetilquitosana a 1% sob a
apresentacao de gel no local de indug&o da aderéncia e a 2% como solugéo na
cavidade abdominal para prevencédo de aderéncias induzidas no intestino grosso
e parede abdominal de coelhos. Constataram que esta associagcado promove a nao
adesao de fibroblastos sobre as superficies revestidas com o produto e assim
reduz a formacéao de aderéncias.

Segundo LAUDER et al. (2010), a utlizacdo do gel de
quitosana/dextrano, foi eficiente na reducdo da formacao de aderéncias em ratos
submetidos a enterotomia e abrasdo cecal e ndo provocou efeitos adversos no
processo de cicatrizagdo peritonial. O mecanismo pelo qual o gel de
quitosana/dextrano minimiza a formacéo de aderéncias é multifatorial, e inclui a
inibicdo da proliferagao de fibroblastos, a separagao fisica das superficies lesadas
da cavidade peritonial, e a sua atividade hemostatica e antibacteriana.

O hidrogel de hidroxibutil-quitosana termosensivel foi eficiente na
reducdo da formacdo de aderéncias pos-operatérias em camundongos
submetidos a abraséo cecal. Este produto encontra-se na forma liquida em baixas
temperaturas, porém quando entra em contato com o tecido animal resulta na
formacao do hidrogel, o que o torna de facil aplicagdo. Outra vantagem desta
substancia é que seu periodo de absorgdo é longo (pode durar mais de quatro
semanas), tempo mais que suficiente para a cicatrizacado peritonial (WEI et a.,
2009b).

A minimizacao da formacgao de aderéncias promovida pelo filme a base
de quitosana também foi evidenciada por PAULO et al. (2009). Telas de
polipropileno recobertas por uma membrana de quitosana foram implantadas no
espaco intraperitonial de ratos. Além da reducdo na formacédo de aderéncias
peritoniais, a quitosana nao desenvolveu reacdes teciduais compativeis com
toxicidade.

O polietilenoglicol € um polimero sintético que possui importantes

propriedades para a prevencao de aderéncias: ndo &€ um bom meio para o
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crescimento de bactérias devido a sua origem sintética; o seu perfil de absorgéo
foi desenvolvido para permanecer no periodo critico da formagédo de aderéncias;
forma uma barreira entre a lesdo e os tecidos adjacentes; possui elevado teor de
agua (maior que 90%), o que lhe confere uma superficie altamente lubrificada e
biocompativel com o sitio hospedeiro (DUNN et al., 2001).

No experimento realizado por FERLAND et al. (2001), a incidéncia de
aderéncias foi de 30%, em suinos submetidos a transec¢do e anastomose dos
cornos uterinos, tratadas com polietilenoglicol. No grupo controle, a incidéncia de
aderéncias foi de 90%. O polietilenoglicol foi utilizado por METTLER et al. (2003)
em mulheres para a avaliacdo da prevengdo de aderéncias peritoniais. Foi
verificado que o polietilenoglicol preveniu a formacéo de aderéncias em 27,8%
das pacientes, contra 7,7% do grupo controle, sendo menor a gravidade das
aderéncias no grupo que recebeu o polietilenoglicol. Em outro estudo, ALTINLI et
al. (2011) utilizaram o polietilenoglicol como revestimento de telas de polipropileno
para a correcao de defeitos abdominais promovidos cirurgicamente em ratos
Wistar e verificaram que este polimero atuou como uma barreira eficaz na

reducdo do desenvolvimento de aderéncias peritoniais.

2.6 Reagoes teciduais do hospedeiro ao implante de biomateriais

A implantacdo de um biomaterial promove uma resposta inflamatéria
de forma especifica conhecida como reacgao ao corpo estranho (PUTTINI, 2006).
Este tipo de reacéo desencadeia uma séria de eventos inflamatorios que podem
culminar na expulsdo do material por meio da formacao de uma fistula, ou intensa
deposicdo de tecido fibroso no intuito de encapsular e isolar o material
(WILLIAMS, 2003).

A reacdo ao biomaterial dependera de caracteristicas, como:
composicao quimica, porosidade, aspereza, tamanho, forma, carga elétrica e
energia livre de superficie e também do tamanho e tipo de leséo criada para a
implantacéo deste (BABENSEE et al.,1998).

Biomateriais mais reativos ou com caracteristicas fisicas que

promovem lesdes, induzem a formacao de uma capsula fibrosa mais espessa, o
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que pode resultar em zonas de tensao localizadas que podem ocasionar danos
mecanicos e consequentemente funcionais ao tecido hospedeiro. Além disso,
capsulas fibrosas muito espessas podem causar isquemia tecidual e acumulo de
residuos bioquimicos potencialmente téxicos no tecido (BELLON et al.,2001).

Um biomaterial ideal deve liberar o minimo de residuos durante sua
vida util no organismo, pois estes serdo fagocitados pelas células de defesa.
Ocorrera a ativagao do metabolismo dos lisossomos que levara a célula a de
producao espécies reativas de oxigénio, as quais sao lesivas aos tecidos, o que
pode resultar em reativagdes cronicas da inflamacéo e citotoxicidade (WILLIAMS,
2003, PUTTINI, 2006).

Apoés a implantagdo de um biomaterial com caracteristicas adequadas
e livre de contaminacado, ocorrera uma resposta inflamatoria aguda. Surge entado
um arcabougo de fibrina e migragdo de mono e polimorfonucleares por
quimiotaxia que tentam fagocitar o corpo estranho, liberando citocinas
quimiotaticas e substéncias que auxiliam na fagocitose como as opsoninas.
Dentre essas células, os macrofagos possuem maior destaque por serem o0s
responsaveis pela liberacdo de fatores de crescimento para a formacao de tecido
de granulagcdo e regeneracao tecidual. Ocorrerd a migragdo e proliferacao de
fibroblastos que irdo sintetizar colageno no sitio de implante.
Concomitantemente, sera iniciada a neovascularizagao e a formacgéao do tecido de
granulagao caracteristico do processo inflamatério crbénico, e assim ocorrera a
formacado da fibrose que visa a cicatrizacdo do tecido e o isolamento do
biomaterial (BABENSEE et al.,1998; JONES et al., 2000; VAZ et al., 2009).

Os macrofagos também se destacam na reacdo tecidual aos
biomateriais por se fundirem entre si, o que resulta na formacédo de uma célula
multinucleada, conhecida como célula gigante, com capacidade de fagocitar
corpos estranhos maiores. Estas células persistem enquanto o implante estiver
presente no hospedeiro. Apds a resolucéo da cicatrizagdo, ainda pode ocorrer a
reativagcdo crbénica da inflamagcdo. O que pode explicar o surgimento de
complicagdes a longo prazo decorrente da implantacdo de biomateriais (ZELLER,
1983; WILLIAMS, 2003; RATNER & BRYANT, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Autorizagio do Comité de Etica em Pesquisa

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal de Goias (UFG), com protocolo n°165/2010 (Anexo |) e os
procedimentos foram delineados conforme orientacédo da Sociedade Brasileira de

Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL).

3.2 Local de realizagao do experimento e animais de estudo

Este experimento foi desenvolvido na UFG nas dependéncias da
Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ) e Instituto de Patologia Tropical e Saude
Publica (IPTSP), com participacdo do Departamento de Processos
biotecnoldgicos da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Estadual
de Campinas (FEQ/UNICAMP) no desenvolvimento das telas revestidas. Os
animais foram alojados no biotério de experimentagdo em roedores da EVZ e os
procedimentos cirurgicos foram realizados no bloco cirurgico da disciplina de
Técnica Operatéria. Os exames macroscépicos foram realizados no Setor de
Patologia Animal e os exames histopatologicos foram conduzidos no IPTSP.

Foram utilizadas 24 ratas jovens da linhagem Wistar, provenientes do
Biotério Central/UFG com peso médio de 250g. Os animais foram distribuidos em
dois grupos (n=12) de acordo com o biomaterial a ser implantado: Grupo QP (tela
de polipropileno revestida por quitosana/polietilenoglicol), e Grupo PP (tela de
polipropileno), controle positivo para formagdo de aderéncias. Cada grupo foi
distribuido em dois subgrupos (n=6) de acordo com o periodo de avaliagdo
macroscopica e microscopica pos-operatoéria, aos quatro dias e aos 45 dias.

Os animais foram alocados em gaiolas com capacidade maxima de
seis roedores, e submetidos ao periodo de aclimatagcdo minimo de 15 dias antes
da intervenc&o cirurgica com ciclo de claro-escuro de 12 horas, temperatura
ambiente com variacdo de 22 a 26°C, fornecimento de agua e alimentagao

especifica para a espécie ad libitum, com higienizagcéo das gaiolas a cada 72hs.
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3.3 Preparacao dos biomateriais e pré-operatoério

O Departamento de Processos biotecnolégicos da Faculdade de
Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) foi o
responsavel pelo revestimento da tela de polipropileno (PP) pelo filme a base de
quitosana e polietilenoglicol (QP). As telas de PP (Intracorp®) de 163g/m? foram
recortadas nas dimensdes de 6x2cm. As amostras foram posicionadas sobre
95mL da solugdo de quitosana com nivel de desacetilacdo de 95% e
polietilenoglicol a 1% em uma placa de Petri durante quatro horas. Posteriormente
o conjunto tela/recobrimento foi seco a temperatura ambiente por 72 horas,
formando o filme de cobertura na superficie de uma face da tela. Em seguida,
adicionou-se 20 mL de NaOH a 1M a cada conjunto de quatro amostras que
permaneceu em repouso durante 15 minutos, com posterior imersdo em agua
deionizada duas vezes, e secagem final em temperatura ambiente.

Na EVZ, as telas de polipropileno recobertas com quitosana/
polietilenoglicol (tela QP) foram hidratadas (figura 1A) em solugdo de ringer com
lactato e recortadas em retangulos de cantos arredondados nas dimensdes de
+20x16mm (figura 1B). Em seguida, um fio de polipropileno 4-0 foi fixado nos
quatro vértices da tela e as pontas de seus cabos foram inseridas em uma agulha
hipodérmica 25x7G encurvada (figura 1C). Posteriormente o biomaterial foi seco a
temperatura ambiente e esterilizado em 6xido de etileno por empresa privada
(FBM FARMA Industria Farmacéutica Ltda, Anapolis-Goias) (figura 1D).

Os animais receberam cloridrato de xilazina (2,5mg/kg) e sulfato de
morfina (5,0mg/kg), por via intramuscular, como medicagdo pré-anestésica. Apos
dez minutos foi realizada a tricotomia da regidao ventral do abdome, seguida da
induc&o e manutencéo anestésica com isofluorano em fluxo diluente de 2L/min de
O, em circuito sem reinalacdo de gases com auxilio de mascara para roedores.
Os animais foram monitorados até o seu completo retorno anestésico.

As telas foram imersas em solugdo de ringer com lactato para
hidratacdo durante 15 minutos antes do procedimento cirurgico. Apds a
constatagcdo da perda da sensibilidade dolorosa por meio da compressé&o da
cauda com pingca hemostatica, foi realizada a anti-sepsia com polivilpirrolidona-

iodo, seguida do procedimento cirurgico.
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FIGURA 1 - Procedimento de preparo dos biomateriais. A) hidratagao da tela de

QP em solugdo de ringer com lactato. A seta aponta o filme
gelatinoso QP obtido pela hidratagéo; B) tela QP (esquerda) e Tela
PP (direita); C) tela QP fixada em quatro pontos por fios de

polipropileno; D) embalagem da tela QP apés a esterilizagao.

3.4 Procedimento cirargico

Os procedimentos de promoc¢éo do defeito abdominal e sua correcéo
com telas foi o mesmo em ambos os grupos (figura 2). Foi realizada uma incisao
cutanea mediana retroumbilical seguida da divulsao do tecido subcutaneo no lado
direito. Posteriormente foi efetuada a excisdo em bloco da aponeurose,
musculatura e peritdnio de +1cm na regido da aponeurose das fascias externas
dos musculos reto e obliquo externo do abdome. Para a reconstru¢cao da parede
abdominal, o biomaterial sorteado para cada animal foi inserido no espaco
intraperitonial e fixado por meio de quatro pontos equidistantes em padréo
separado simples com fio de polipropileno 4-0 agulhado fixado na tela, com
posterior dermorrafia com fio de polipropileno 4-0 em padrao continuo simples.



FIGURA 2 - Promogé&o do defeito abdominal e reconstrugdo da parede abdominal de

ratas com telas: A) incisdo mediana retroumbilical; B) divulsdo do tecido
subcutaneo no lado direito e localizagdo da aponeurose dos musculos
reto abdominal e obliquo abdominal externo; C) excisdo da musculatura
e peritdnio; D) defeito abdominal promovido cirurgicamente; E)
ancoragem da tela PP com fios de polipropileno 4-0; F) insergéo da tela
QP na cavidade abdominal; G) ancoragem da tela em quatro pontos; H)

aspecto final do implante no espaco intraperitonial apos a fixagao.
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3.5 Procedimentos poés-operatorios

Os animais receberam 5mg/kg de sulfato de morfina por via
subcutanea a cada oito horas para analgesia pos-operatéria durante 72 horas e
foram mantidos sob as mesmas condigdes no biotério. A eutanasia foi efetuada
nos periodos pré-estabelecidos (quatro e 45 dias), por meio da inalagédo de

diéxido de carbono em camara fechada.

3.6 Analises macroscopicas

Foi realizado o rebatimento da pele da parede abdominal seguida da
incisdo da musculatura abdominal em “U” (figura 3A e 3B). O sitio de implante de
cada animal foi fotografado com camera digital (DSC-w130, Sony) em posicao
estatica e a avaliagdo da formacdo de aderéncias consistiu na mensuragdo em
megapixels? da area de aderéncia sobre o biomaterial pelo programa ImagedJ
(versao 1.36b). Para a determinacéo do tipo de aderéncia utilizou-se os escores
adaptados de GRECA et al. (2001) (figura 3C, 3D e 3E e quadro 1).

QUADRO 1 - Descricao do tipo de aderéncia adaptado de GRECA et al. (2001).

Tipo da aderéncia Descrigao
0 Auséncia de aderéncia
1 Aderéncia de omento na zona de sutura
2 Aderéncia de omento em até 50% da superficie do material
3 Aderéncia de omento em mais 50% da superficie do material
4 Aderéncia visceral na zona de sutura
5 Aderéncia visceral na superficie do material
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FIGURA 3 - Método de avaliagdo macroscopica da formag¢do de aderéncias em ratas por meio

do programa ImageJ: A) rebatimento da pele da parede abdominal; B) incisdo da
musculatura em “U”; C) obtencdo da imagem com camera digital; D) selegdo da

area total da tela (linha verde); E) selegdo da area da tela envolvida pela aderéncia.

3.7 Analises histopatoldgicas

Um fragmento do sitio de implante constituido pela parede abdominal,
tela e possivel aderéncia foi colhido de cada animal aos quatro e 45 dias apés a
implantagdo dos biomateriais, e fixado em formol tamponado a 10% durante 24
horas, seguido do processamento para a coloragao de hematoxilina e eosina (HE)
(LUNA 1968), e picrosirius.

As amostras coradas em HE e picrosirius foram visualizadas em
microscopio optico e microscopio éptico com luz polarizada respectivamente no
aumento de 40x, por um unico avaliador com experiéncia na leitura de laminas de
biomateriais implantados na parede abdominal. Foram analisadas duas regides

de cada amostra: regiao tecidual proxima ao monofilamento e a regido de
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interface entre o biomaterial sendo escolhidos

e a parede abdominal,
aleatoriamente cinco campos de cada regido para representar os resultados.

Os indicadores do processo de inflamagéo e reparo foram classificados
qualitativamente conforme descrito por BEETS et al. (1998) (quadro 2), em
seguida os valores de cada regido foram somados para conversao em escores
representados no quadro 3. A area representada por fibras colagenas totais foi

mensurada pelo ImageJ em megapixels? (figura 4).

QUADRO 2 - Classificagéo dos indicadores do processo de inflamacao e reparo
modificado de BEETS et al. (1998).

Achados histopatolégicos | Escore Significado

|nfi|trad0 inﬂamatério 0 Auséncia de a|teragéo

- Mononuclear

- Polimorfonuclear 1 Discreta (presente em menos de 25% do campo)

Angiogénese*

Colageno Tipo | 2 Moderada (presente em 26% a 50% do campo)

Colageno Tipo Il

Fibrina 3 Acentuada (presente em 51% a 100% do campo)

Tecido Conjuntivo 0 Auséncia de tecido conjuntivo

- Frouxo

- Denso 1 Presenga de tecido conjuntivo
0 Auséncia de células gigantes

Células gigantes 1 Discreta (presenga de 1 a 3 em torno do implante)
2 Moderada (presenca de 3 a 4 em torno do implante)
3 Acentuada (presencga maior que 4 em torno do implante)

* Para a avaliacdo da angiogénese foi realizada a contagem total de vasos sanguineos por campo.

Quadro 3 — Conversao do somatorio dos resultados dos indicadores do processo

de inflamagao e reparo em escores.

Valor da soma dos escores Descricao Escore
0 Ausente 0
De 1-7 Discreta 1
De 8-12 Moderada 2
Acima de13 Acentuada 3
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FIGURA 4 - Mensuragdo da area ocupada por fibras colagenas pelo programa Imaged: a)

fotomicrografia original da interface tela QP/parede abdominal apds 4 dias da
implantagdo na coloragédo de picrosirius, aumento de 40x; b) exclusdo da porgéo
ndo corada devido a auséncia de colageno: c) conversdo da imagem corada para a

escala de preto e branco para quantificagcao de fibras colagenas em pixels.

3.8 Analise estatistica

Foi utilizado o programa XLSTAT (versdao 2011.1.01) com nivel de
significancia de 5% (p<0,05) para todos os testes estatisticos. Para a analise das
variaveis quantitativas de porcentagem da tela envolvida pela aderéncia e
quantificacédo de vasos neoformados e area ocupada por fibras colagenas, foi
utilizado o teste t. Para as variaveis qualitativas de tipo de aderéncia, e processo
de inflamacao e reparo (mononucleares, polimorfonucleares, angiogénese, fibrina,
colageno tipo | e lll), foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Na
analise do tecido conjuntivo formado foi utilizada a estatistica descritiva em

porcentagem.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise macroscopica

Devido ao processo de formagéo de aderéncias iniciar imediatamente
apdés a lesdo e as aderéncias serem evidenciadas ap6s 72 horas da injuria
tecidual, ndo houve a distribuicdo em subgrupos para as analises macroscopicas,

ou seja, o numero de unidades experimentais para cada grupo foi de 12.

4.1.1 Tela de polipropileno revestida por quitosana/polietilenoglicol

O revestimento das telas de PP por quitosana/polietilenoglicol
aparentou ser homogéneo e livre de irregularidades, ndo sendo observada a
retencdo de bolhas de ar. Apés a secagem deste biomaterial houve o
enrolamento do mesmo (figura 5) e aumento da rigidez e da espessura do
conjunto tela/filme. Porém, nao foram considerados como efeitos adversos, pois a
hidratacdo do conjunto em solugdo de ringer com lactato realizada antes da
implantacéo do biomaterial restabeleceu o aspecto plano e maleavel da tela, em
decorréncia do carater hidrofilico da quitosana e do polietilenoglicol descritos por
ASSIS (2010) e DUNN et al. (2001) respectivamente, e possivelmente nao

acarretaria em desconforto ao organismo.

FIGURA 5 - Tela de polipropileno enrolada apoés aplicagdo do

revestimento do filme de quitosana/polietilenoglicol.
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Apesar da hidratacdo durante o preparo para implantacdo do
biomaterial causar o intumescimento do revestimento da tela, este procedimento
permitiu o facil manuseio durante a implantagéo, caracteristica desejavel de telas
cirargicas segundo GOLDSTEIN (1999).

Outro achado interessante foi que a tela QP apresentou-se semelhante
as telas de dupla-composigao. Estas telas possuem uma face composta por um
material preferencialmente macroporoso, que permanece voltado para a parede
abdominal, com o objetivo de manter a resisténcia da parede, e a outra face
composta por um material microporoso ou laminar, que devera estar voltada as
visceras abdominais, porém sem induzir aderéncias (ARAUJO et al., 2010). No
biomaterial empregado neste estudo, a face laminar correspondeu ao filme QP e
a face macroporosa a tela de polipropileno.

Apbs quatro dias do procedimento cirurgico, foi possivel verificar a
presenca do filme a base de quitosana/polietilenoglicol na superficie das telas de
polipropileno. Aos 45 dias da implantagéo nao foi possivel evidenciar a presenca
do filme devido a incorporagéo e mesotelizagdo do biomaterial. Porém este ultimo
achado nao acarretaria em problemas quanto a prevencéo de aderéncias, pois o
flme a base de QP permaneceu o periodo minimo para a prevencao do
desenvolvimento de aderéncias, que segundo HARRIS et al. (1995) é de 36 horas

apods sua implantacgao.

4.1.2 Sitio de implantagéo das telas

Um animal do grupo PP de 45 dias apresentou deiscéncia da ferida
operatoria apos cinco dias da implantacdo da tela e foi submetido a eutanasia
devido a evisceragdo. Os outros animais nao apresentaram complicacdes
decorrentes da cirurgia e ndo foi observada infec¢ao no sitio de implantagao.

Durante as necropsias foram observadas diferengcas macroscépicas de
cicatrizagdo no defeito da parede abdominal ap6s quatro dias da implantacao das
telas. As feridas cirurgicas da parede abdominal dos animais do grupo QP
apresentaram-se na fase proliferativa do processo de cicatrizagdo (figura 6), pois

houve o fechamento do defeito abdominal por tecido de granulacdo em todos os
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animais (100%), contra nenhum no grupo PP. Neste segundo grupo, o defeito
abdominal ainda era bastante evidente aos quatro dias ap6s o procedimento

cirurgico, e continham exsudato, caracterizando a fase inflamatéria da cicatrizagéo.

FIGURA 6 - Aparéncia macroscopica das feridas abdominais de ratas apés quatro dias da

cirurgia. A e B: feridas abdominais do grupo QP na fase proliferativa da
cicatrizagdo. C e D: feridas abdominais do grupo PP na fase inflamatéria da

cicatrizagéo.

Segundo SAHOTA et al. (2004), a fase proliferativa caracteriza-se
macroscopicamente pela presenca de tecido de granulagédo e contragéo da ferida
e predomina entre o 7° e 14° dia da cicatrizagdo, porém estes achados foram
observados no grupo QP aos quatro dias apdés o procedimento cirurgico. A
presenca precoce da fase proliferativa observada no 4° dia nos animais do grupo
QP pode ser atribuida a propriedade cicatrizante da quitosana descrita por
SHIGEMASA & MINAMI (1996), SENEL & McCLURE (2004), PAULO et al. (2007)
e LAUDER et al. (2010), cujo principal mecanismo de agcado desta no processo
cicatricial € a estimulagcdo da proliferacéo fibroblastica (UENO et al., 2001;
MINIGAWA et al., 2007; ALEKSEEVA et al., 2010).
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PAULO et al. (2007) relataram a eficiéncia do filme a base de quitosana
no processo cicatricial em uma gata com extensa lesdo cutanea, na qual apés 72
horas ja havia a presenca de tecido de granulag&o, similarmente ao observado no
grupo QP deste estudo, porém em outro local (musculatura abdominal) em que o
tecido de granulagcédo estava presente apds 96 horas da implantacdo. Em outros
estudos, como os desenvolvidos por CHEN et al. (2002), ALTIOK et al. (2010),
LIMA (2010), GUO et al. (2011), o potencial cicatrizante de produtos a base de
quitosana também foi comprovado, o qual reforgca a possibilidade do fiime QP
atuar como adjuvante no processo cicatricial.

Quanto a avaliagcdo da formagdo de aderéncias, todos os animais
(100%) desenvolveram aderéncias peritoniais (figura 7), que variou conforme os
tratamentos empregados (figura 8). No grupo QP, dez animais (83,33%)
desenvolveram aderéncias do omento e dois (16,67%) aderéncias de mesentério.
No grupo PP, nove ratos (81,9%) apresentaram aderéncias constituidas pelo
omento, um (9,05%) por intestino delgado e um (9,05%) por intestino delgado e

mesentério.
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FIGURA 7 - Incidéncia de aderéncias em porcentagem (%) (eixo Y) de acordo com as estruturas
abdominais envolvidas (eixo X) e biomaterial implantado em ratas (Grupo QP, telas
de polipropileno revestidas por quitosana/polietilenoglicol e grupo PP, telas de

polipropileno).
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FIGURA 8 -Tipos de aderéncias de acordo com os biomateriais implantados na parede

abdominal de ratas. A) Aderéncia de omento em menos de 25% na superficie do
biomaterial, grupo QP. B) Aderéncia de omento na borda da tela QP. C) Aderéncia de
mesentério na borda da tela QP (seta). D) Aderéncia de omento em até 50% da
superficie do biomaterial, grupo PP. E) Aderéncia de omento mais de 50% da

superficie da tela PP. F) Aderéncia de omento e mesentério sobre a tela PP (seta).

Os resultados deste experimento quanto as estruturas abdominais
aderidas ao biomaterial sdo similares aos obtidos por AUDEBERT & GOMEL
(2000), TARHAN et al. (2005), SUFIYAROV (2007), PAULO et al. (2009) e
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SABER (2010), nos quais as estruturas geralmente envolvidas nas aderéncias da
cavidade abdominal compreendiam o omento e intestinos. A presenca do omento
sobre os biomateriais na maioria dos animais é justificada pela capacidade desta
estrutura de encapsular o foco da inflamagdo e promover uma barreira contra a
disseminagao de infeccdes na cavidade abdominal (LIEBERMANN-MEFFERT,
2000). Entretanto, as aderéncias de omento possuem pouca relevancia clinica
segundo PAULO et al. (2009), por outro lado, as maiores complicagbes estao
associadas a aderéncias de intestino, devido ao maior risco de obstrucao
intestinal descritos por MILLER (2000) e MORAN (2007).

A figura 9 apresenta os resultados da porcentagem da area da tela
envolvida pelas aderéncias pds-operatorias nos grupos QP e PP. No grupo QP, a
média da area de aderéncias sobre o biomaterial foi de 39,088%, e de 84,024%
no grupo PP. Estes resultados permitiram uma diferenga estatistica significativa
(p<0,0001).

100%
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70%

60%

50%
40%

30%
20%
10%

0%

= Grupo QP Grupo PP

FIGURA 9 - Area da tela envolvida pela aderéncia em porcentagem (%) (eixo Y) observada em
ratas submetidas a implantacao intraperitonial de telas (eixo X) de acordo com os
grupos experimentais (Grupo QP, telas de polipropileno revestidas por

quitosana/polietilenoglicol e Grupo PP e telas de polipropileno).
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Em 10 animais (83,33%) do grupo QP, as aderéncias envolveram
menos que 50% da tela. No grupo PP, todos os animais (100%) apresentaram
mais de 50% da tela envolvida pelos diferentes tipos de aderéncias. Houve
diferenca estatistica significava entre os grupos para a variavel area da tela
envolvida pela aderéncia (p<0,0001). A menor média da area da tela envolvida
pela aderéncia no grupo QP pode ser justificada pela capacidade na minimizag&o
da formacao de aderéncias da quitosana (ZHOU et al., 2004; PAULO et al., 2009;
LAUDER et al., 2010) e do polietilenoglicol (DUNN et al., 2001; FERLAND et al.,
2001, METTLER et al., 2003; SCHNURIGER et al., 2010).

Produtos a base de quitosana preveniram ou reduziram a formacao de
aderéncias peritoniais nos estudos desenvolvidos por KENNEDY et al. (1996),
CETIN et al. (2003), DURAN et al. (2003), ZHOU et al. (2004), PAULO et al.
(2009), WEI et al. (2009a), WEI et al. (2009b) e LAUDER et al. (2010). Porém, na
maioria desses estudos os produtos a base de quitosana apresentavam-se na
forma de solugdo ou gel. O método de prevencao de aderéncias pela quitosana
que mais se assemelhou a este estudo foi o desenvolvido por PAULO et al.
(2009), em que telas de polipropileno foram recobertas por uma membrana de
quitosana fixada por fios de &cido poliglicélico, e implantadas no espacgo
intraperitonial de ratos submetidos a abrasao cecal como método de inducéo de
aderéncias. Diferentemente dos resultados obtidos por PAULO et al. (2009), em
que 20% dos animais nao desenvolveram aderéncias pela utilizacdo da
quitosana, a tela QP néao foi capaz de prevenir a formacao de aderéncias e sim
minimizar a gravidade destas.

Contudo, deve-se ressaltar que o defeito abdominal induzido neste
experimento foi muito mais traumatico do que a abraséo cecal, o que pode ter
minimizado a eficacia da tela QP na prevencao de aderéncias, pois segundo DEL
CARLO (1997) e diZEREGA & CAMPEAU (2001), quanto maior a lesdo, maior
sera a area de isquemia e deposicédo de fibrina, e consequentemente maior as
chances do desenvolvimento de aderéncias. O defeito cirurgico induzido neste
experimento foi com o objetivo de simular um grande trauma na parede abdominal
que s6 pudesse ser reparado pela implantacdo de uma tela cirurgica, os quais
resultariam na estimulagcdo da formacgéo de aderéncia mais acentuada devido a

perda de uma grande porgdo do peritbnio e musculatura abdominal, além da
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presenca de corpo estranho, tendo como base os estudos realizados por
BAPTISTA et al. (2000), BELLON et al. (2002), KAPAN et al. (2003) e PAULO et
al. (2009), que criaram extensos defeitos na parede abdominal de ratos para
implantacdo de diferentes biomateriais que atuassem como barreira fisica na
prevencéo de aderéncias.

Os achados deste experimento quanto a formagao de aderéncias estéo
de acordo aos obtidos por BAPTISTA et al. (2000), que relataram a presenca de
aderéncias peritoniais na superficie de telas de polipropileno em ratos apés 24
horas do procedimento cirurgico, e que a média da area envolvida pela aderéncia
foi de aproximadamente 90% entre o primeiro e nono dia pds-operatorio, além das
areas livres de aderéncias ap6s quatro dias da implantacéo da tela continuarem
livres deste processo apds 10 meses. Portanto, as aderéncias ndo se desfazem
fisiologicamente ap6s a sua ocorréncia. Como descrito por BASILIO (2003), o
processo de formacdo de aderéncias se inicia imediatamente ap6s a leséo
peritonial, e uma vez que a fibrina decorrente da lesdo seja infiltrada por
fibroblastos, ela se organizara em aderéncias (diZEREGA & CAMPEAU, 2001).

Os mecanismos propostos para a minimizagdo da formagdo de
aderéncias pela quitosana é a sua atuagdo como barreira fisica entre a lesao
peritonial e as estruturas abdominais, e sua propriedade cicatrizante (WEI et al.,
2009a). Ja o polietilenoglicol atuaria na prevengdo das aderéncias por possuir
elevado teor de agua (maior que 90%), o qual Ihe confere uma superficie
altamente lubrificada, responsavel pelo efeito deslizante entre sua superficie e as
estruturas abdominais, além de isolar o sitio de lesdo e tecidos adjacentes, e
permanecer no periodo critico da formacéo de aderéncias antes de sua completa
absorcao (DUNN et al., 2001). Portanto, & possivel que a associagdo da
quitosana ao polietilenoglicol, no revestimento de telas de polipropileno, minimize
o desenvolvimento de aderéncias devido a estas propriedades fisicas.

Quanto ao tipo de aderéncias desenvolvidas neste estudo, seis animais
do grupo PP/QP (50%) desenvolveram aderéncias de omento apenas na borda
da tela (grau 1), seguida de aderéncias de omento em até 50% da tela (grau 2)
em trés animais (25%), aderéncia de omento em mais de 50% da tela (grau 3) em
uma unidade experimental (8,33%) e aderéncia visceral na borda do biomaterial

(grau 4) em 16,67% do grupo. No grupo PP, um animal (9,1%) desenvolveu
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aderéncias grau 2, seguida de grau 3 em 8 animais (72,72%) do grupo, grau 4 em
um (9,1%) e aderéncia visceral sobre a tela (grau 5) em um animal (9,08%) do
grupo. Houve diferencga estatistica significativa na variavel tipo de aderéncia, onde
as aderéncias no grupo PP/QP apresentaram-se com menor gravidade em
relacéo ao grupo que recebeu a tela de polipropileno sem revestimento (tabela 1).

Houve diferenca estatistica entre os tratamentos (p=0,01).

TABELA 1 — Descrigao dos tipos de aderéncias em escores* provocadas pelos

implantes de telas PP e QP em ratos.

Animal Srupo
QP PP
1 1 3
2 4 3
3 1 3
4 1 5
5 4 3
6 3 3
7 1 2
8 2 4
9 2 3
10 1 3
11 2 3
12 1 -

P (Mann-Whitney) 0,01

*Escores adaptados de GRECA et al. (2001): 0= auséncia de aderéncia; 1= aderéncia de
omento na zona de sutura; 2= aderéncia de omento em até 50% da tela; 3= aderéncia de
omento em mais 50% da tela; 4= aderéncia visceral na zona de sutura; 5= aderéncia visceral

na superficie do material.

A tela de polipropileno é sabidamente grande desencadeadora de
aderéncias peritoniais (DIOGO-FILHO et al., 2004; MARTIN-CARTES et al., 2006;
ANSALONI et al., 2009). Ja a quitosana e o polietilenoglicol sdo conhecidos por
minimizar a formag¢do de aderéncias (DUNN et al., 2001; CETIN et al., 2003;
METTLER et al., 2003; PAULO et al., 2009; WEI et al., 2009a; GWON et al., 2010;
LAUDER et al., 2010; RAJAB et al., 2010). BAPTISTA et al. (2000), KAPAN et al.
(2003), BLEICHRODT et al. (2007), PAULO et al. (2009) e ZINTHER (2010)
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utilizaram telas de PP revestidas com diferentes biomateriais, como os derivados
da celulose, quitosana, politetrafluoretileno expandido, fluoreto de polivinilideno e
até mesmo o omento, e relataram que estes biomateriais foram responsaveis pela
reducéo da formacao de aderéncias em comparagéao as telas sem revestimento.

Quando a tela de PP revestida com quitosana/polietilenoglicol foi
umedecida em solugcdo de ringer com lactato, o revestimento apresentou o
aspecto de filme gelatinoso pouco aderente e lubrificante na superficie da tela.
Esta caracteristica poderia justificar a redugédo da formagcdo de aderéncias, por
promover o deslizamento das visceras sobre o biomaterial, bem como a menor
gravidade das aderéncias formadas no grupo QP. A prevencdo de aderéncias
pelos mecanismos de barreira fisica e efeito deslizante ja foram relacionadas a
outros biomateriais, como as membranas de carboximetilcelulose/acido
hialurbnico (MORSE et al., 2005; TARHAN et al.,, 2005; RAJAB et al., 2010),
celulose regenerada (GAGO et al., 2006; SCHNURIGER et al., 2010) e o
politetrafluoretileno expandido (KAPAN et al., 2003; RAPTIS et al., 2010).

Como o revestimento de quitosana/polietilienoglicol da tela de
polipropileno adquiriu um aspecto de um filme gelatinoso, a capacidade de
diluicado da fibrina e hidroflotacdo da quitosana, descrita por DURAN et al. (2003)
e WEI et al. (2009a) da quitosana na forma de solugao ou gel, € pouco provavel
nesta situacdo, uma vez que o biomaterial em estudo corresponde a um filme que
possivelmente ndo se dispersa na cavidade abdominal.

Foi observado que durante o recorte da tela QP antes de sua
implantagcdo no espacgo intraperitonial, o revestimento conferido pelo filme de
quitosana e polietilenoglicol impediu o desfiamento nas bordas da tela, e
consequentemente haveria menor superficie de contato de corpo estranho com as
estruturas abdominais. Esta condicdo pode ter contribuido para os achados
relativos a aderéncias. Segundo KAMEL (2010), a presenga de corpos estranhos
€ outro grande desencadeador de aderéncias peritoniais. O acréscimo de um
corpo estranho como o fio de sutura pode estar relacionado a presenca de
aderéncias proxima as zonas de sutura da tela a parede abdominal. Como
descrito por BORRAZO et al. (2004) e BRITO E SILVA (2009), o fio cirargico
utilizado para a ancoragem da tela estimula a inflamacao por acrescentar mais um

corpo estranho ao local de implante, o qual favorece desenvolvimento de
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aderéncias. Esses resultados estdo proximos aos obtidos por PAULO et al.
(2009), em que a maioria dos animais que receberam a tela de polipropileno
revestida pela quitosana desenvolveram aderéncias de omento na sutura de
fixacdo da tela, e as aderéncias no grupo que recebeu apenas a tela de

polipropileno se desenvolveram na superficie do biomaterial.

4.2 Analise Microscopica

4.2.1 Tela de polipropileno revestida com quitosana/polietilenoglicol

No periodo de anadlise de quatro e 45 dias, o filme QP foi evidenciado
envolvendo os monofilamentos de polipropileno (figura 10A). Porém apos 45 dias
do procedimento cirurgico, foi observado que a constituicdo do filme aparentava
estar degradada (figura 10B). O que talvez seja atribuido a auséncia de perda de
massa apreciavel da quitosana nos primeiros sete dias, como descrito por
RAMMAZZINA FILHO et al. (2010), e ao polietilenoglicol permanecer
praticamente intacto até o sétimo dia da sua aplicagdo na cavidade abdominal
(METTLER et al. 2003).

FIGURA 10 - Fotomicrografias do sitio de implantacdo de telas de polipropileno revestidas com

filme a base de quitosana e polietilenoglicol no espaco intraperitonial em ratas (HE,
10x). A: filme a base de quitosana e polietilenoglicol integro (seta) envolvendo os
monofilamentos de polipropileno (estrela) apdés quatro dias do procedimento. B:
filme QP degradado (seta) envolvendo os monofilamentos de polipropileno (estrela)

apos 45 dias da implantagéo.
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4.2.2 Quatro dias apds a implantagédo dos biomateriais

Na tabela 2 estdo os resultados referentes a caracterizacédo da
presenca de células mononucleares, células gigantes, células polimorfonucleares,

fibrina, e a quantificacdo da angiogénese apds quatro dias da cirurgia.

TABELA 2 — Variaveis histopatolégicas do sitio de implantacédo de telas de PP e

QP em ratos ap6s quatro dias do procedimento cirurgico.

Animal MN Cel G PMN Fib Ang

QP PP QP PP QP PP QP PP QP PP
1 1 3 1 1 2 1 2 1 20 77
2 2 3 1 1 2 1 2 1 102 61
3 2 2 1 1 3 1 2 1 58 75
4 1 2 1 0 2 1 2 2 53 75
5 1 2 1 0 3 1 2 2 100 35
6 1 2 1 1 3 1 2 1 46 41

P (Mann-Whitney) 0,018 0,174 0,002 0,025 0,872 (t student)

MN=células mononucleares. Cel G.=células gigantes. PMN=células polimorfonucleares. Fib=fibrina. Ang=angiogénese.

A presenca de células mononucleares ap6s quatro dias do
procedimento cirurgico foi de discreta a moderada no grupo QP e de moderada a
acentuada no grupo PP (p=0,018) (figura 11). Quanto a presenca de células
gigantes, tanto no grupo QP quanto no grupo PP, esta variavel foi
predominantemente discreta. Ja a presenca de células polimorfonucleares foi de
moderada a acentuada no grupo QP, e principalmente discreta no grupo PP
(p=0,002) (figura 11). A intensidade de fibrina foi predominantemente moderada
no grupo QP e discreta no grupo PP (p=0,025) (figura 11). A quantidade média de
vasos neoformados foi de 63,16 no grupo QP e 60,66 no grupo PP, sendo
caracterizada como acentuada, porém estava mais presente na regiao de

interface tela/parede abdominal e ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.
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FIGURA 11 - Fotomicrografias do sitio de implantagdo de telas QP e telas PP no espaco

intraperitonial de ratas ap6s quatro dias da implantagdo (HE, 40x). A: amostra do
animal do grupo QP na regido do monofilamento evidenciando a presenca
acentuada de fibrina (estrela) e neutréfilos (seta preta). B: amostra do grupo PP na
regido do monofilamento da tela com presenca de macréfagos (seta verde), célula

gigante (seta preta) e angiogénese (seta amarela).

As células mononucleares predominantes observadas em ambos os
grupos foram os macréfagos, possivelmente devido a sua funcdo de eliminar
corpos estranhos por meio da fagocitose e degradacao extracelular pela liberagao
de enzimas, além de modular o crescimento e a ativacdo de fibroblastos, como
descrito por XIA & TRIFFITT (2006).

Entretanto, estas células estiveram em menor quantidade no grupo QP
em ambas as zonas de avaliagéo, principalmente na regido dos monofilamentos
da tela. Existem duas hipéteses que talvez justifiquem este achado: na primeira, a
tela QP possivelmente desencadeou menor reagao de corpo estranho em relagéo
ao grupo PP devido a presenca da quitosana, que segundo SHI et al. (2006),
desencadeia minima reagao ao corpo estranho; na segunda hipdtese, a quitosana
minimizou a ades&do de macrofagos na superficie de polipropileno, similarmente
ao descrito por ZHOU et al. (2008), em que o derivado da quitosana
carboximetilquitosana foi capaz de minimizar a adesdo de macrofagos e
fibroblastos a superficies plasticas recobertas por este produto, embora o
mecanismo exato desta propriedade n&o seja esclarecido, os autores acreditam

que a carga de superficie negativa deste biomaterial promova esta propriedade.
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Como o monofilamento dos biomateriais era maior que a capacidade
de fagocitose dos macréfagos, a presenca de células gigantes ao redor dos
monofilamentos pode ser atribuida ao processo de fusdo de macréfagos para
originar células multinucleadas com a funcdo de degradar particulas maiores.
Conforme relatado por WILLIANS (2003), RATNER & BRYANT (2004) e XIA &
TRIFFITT (2006), as células multinucleadas formadas pela fusdo de macréfagos
conhecidas como células gigantes, eliminam as particulas maiores que 10um por
meio da liberagdo de enzimas que promovem a degradagdo das mesmas.

A intensidade de moderada a acentuada de polimorfonucleares
observada no grupo QP, talvez seja atribuida a estimulagdo da migracédo deste
tipo celular pela quitosana, como descrito por UENO et al. (1999). Conforme
salientado por KWIATKOWSKA & SOBOTA (1999), esses fagodcitos sao
responsaveis pela remog¢do de microrganismos, particulas poluidoras, células
lesadas e apoptoticas.

No grupo QP, houve maior deposicédo de fibrina. Apbés a injuria
peritonial, sabe-se que a presenca de fibrina &€ grande responsavel pela formagéo
de aderéncias (diZEREGA & CAMPEAU, 2001; DAVEY & MAHER, 2007), mas
também possui grande importdncia no processo cicatricial, pois servira de
arcabouc¢o para a migracao celular (MUNIREDDY et al., 2010). Apesar da maior
quantidade de fibrina no grupo QP, a formacao de aderéncias graves foi minima,
0 que talvez seja atribuido ao filme de quitosana/polietilenoglicol formar uma
barreira entre o sitio de lesdo e as estruturas abdominais, fazendo com que a
fibrina se deposite entre o sitio de lesdo e a tela QP, e n&o sobre a face voltada a
cavidade abdominal, como em outros sistemas de barreira compostos por
quitosana desenvolvidos por PAULO et al. (2009) e WEI et al. (2009a).

Apesar de UENO et al. (2001) relatarem que a quitosana estimula a
angiogénese por meio da liberagdo de interleucina-8 nos fibroblastos, ndo houve
diferenca quanto a angiogénese entre os grupos. Contudo, deve-se ressaltar que
as propriedades da quitosana dependem muito da sua formulagdo e do grau de
desacetilagdo (KHAN et al., 2000; SENEL & McCLURE, 2004). Neste caso, o grau
de desacetilagdo da quitosana foi de 95% da tela QP.

A baixa adesao de macrofagos e tecido conjuntivo frouxo ao redor dos

monofilamentos da membrana QP talvez seja similar a propriedade descrita por
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PARK et al. (2007) sobre o filme de polietilenoglicol/acido latico-co-acido-glicdlico,
produto que possui polietilenoglicol em sua formulagdo, responsavel pela
minimizacao da adesao celular. Apesar do mecanismo para esta propriedade n&o
ser definido, acredita-se que envolva fendmenos de cargas de superficie do
biomaterial e hidrofilicidade.

A formacéao do neoperitdnio sobre as telas em ambos os grupos nao foi
evidenciada apds quatro dias da implantagdo. No experimento realizado por
PAULO et al. (2009), ap6s oito dias da implantacao de telas de PP revestidas com
membranas de quitosana no espaco intraperitonial de ratos, este neoperiténio
estava presente. Possivelmente, o periodo de quatro dias apds a implantagao
para a mesotelizacéo da tela seja insuficiente.

Na tabela 3 estdo os resultados referentes a mensuracdo da area
ocupada por fibras colagenas e a caracterizagcao da presenca do colageno tipo | e

tipo Il ap6s quatro dias do procedimento cirurgico.

TABELA 3 — Area ocupada por de fibras colagenas totais em megapixels (MP2) e
tipificagdo colagena no sitio de implantacdo de telas PP e QP em

ratos apos quatro dias do procedimento cirurgico.

Fibras colagenas totais em MP? Colageno tipo | Colageno tipo lll
Animal
QP PP QP PP QP PP
1 629,317 47,805 3 1 1 1
2 798,575 238,116 3 2 1 1
3 203,152 339,843 2 2 1 1
4 485,241 186,680 3 2 1 1
5 334,154 287,547 3 2 1 1
6 264,066 195,198 2 2 2 1
Média 452,417 215,864
P 0,043 0,022 0,405
(t de Student) (Mann-Whitney) (Mann-Whitney)

A quantidade de fibras colagenas totais foi maior no grupo QP em
relacdo ao grupo PP (p=0,043). Porém, na regidao de monofilamento estas fibras

estavam pouco presentes no grupo QP. Também foi observada maior quantidade
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de fibras colagenas tipo | no grupo QP (p=0,022), além de melhor histoarquitetura
tecidual destas fibras (figura 12). Entretanto, a presenca de colageno tipo Il foi
discreta em ambos os grupos. A presenca de tecido conjuntivo frouxo e denso foi
presente ambos os grupos (100%), porém o tecido conjuntivo denso né&o foi

evidenciado na regido de monofilamento da tela em ambos os grupos.

FIGURA 12 - Fotomicrografias em luz polarizada da regido de interface tela/parede abdominal

de ratas apds quatro dias da implantagdo dos biomateriais no espaco
intraperitonial (picrosirius, 40x). A: amostra do grupo QP indicando melhor
orientacéo das fibras colagenas tipo | (em vermelho). B: amostra do grupo PP com

fibras colagenas pouco organizadas.

A quantidade de fibras colagenas representadas principalmente pelo
tipo | no grupo QP, talvez seja decorrente da capacidade cicatrizante da
quitosana. Como descrito por UENO et al. (2001) e SILVA et al. (2006), este
polimero pode estimular a proliferacdo fibroblastica e producdo de colageno.
Porém, o grupo PP apresentou maior quantidade de fibroblastos em relagdo ao
grupo QP na zona de interface tela/parede abdominal e apresentou menor
producao de colageno tipo I. Pode-se inferir que a quitosana tenha desencadeado
uma maior resposta apenas para a produgado de colageno pelos fibroblastos no
grupo QP.

O colageno tipo | é o colageno maduro e confere maior resisténcia
ténsil ao tecido (JONES et al., 2000) e possivelmente a resisténcia a tracdo no
grupo QP seria maior devido a maior prevaléncia deste tipo de colageno. A
presenca de colageno tipo Ill € mais caracteristica no processo inicial da

cicatrizagdo (JONES et al., 2000) o que provavelmente justifica este achado aos
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quatro dias do procedimento de implantacdo. A melhor histoarquitetura de fibras
coldgenas observada no grupo QP, talvez seja atribuida a capacidade da
quitosana em promover uma matriz nao protéica tridimensional para o
crescimento tecidual (MUZZARELLI et al. 1988).

4.2.3 45 DIAS ap6s a implantacédo dos biomateriais

Os resultados referentes a caracterizacdo da presenca de células
mononucleares, células gigantes, células polimorfonucleares, fibrina, e a
quantificacédo da angiogénese ap6s 45 dias do procedimento cirurgico estao

descritos na tabela 4.

TABELA 4 — Variaveis histopatologicas do sitio de implantagcéo de telas de PP e

QP em ratos ap6s 45 dias do procedimento cirurgico.

MN Cel G PMN Fib Ang
Animal

QP PP QP PP QP PP QP PP QP PP
1 1 1 1 1 1 1 0 0 35 64
2 1 1 1 1 1 1 0 0 42 75
3 1 1 1 1 1 1 0 0 30 71
4 1 1 1 1 0 1 0 0 61 44
5 1 1 1 1 0 0 0 0 38 36
6 2 1 0 0 79

P(Mann-Whitney) 0,465 - 0,383 - 0,362(t de student)

Apds 45 dias do procedimento cirurgico, a presenga de mononucleares
foi predominantemente discreta em ambos os grupos. Células polimorfonucleares,
representadas principalmente por neutréfilos, foram pouco evidenciadas. A fibrina
estava ausente em ambos os grupos. A quantidade de vasos presentes neste
periodo continuou acentuada, porém apenas na regido dos monofilamentos da
tela, e discreta na regido de interface tela/parede abdominal. Em comparacéo

com a reagao desencadeada aos quatro dias da lesdo, houve a redugédo da
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intensidade de todas as variaveis aos 45 dias, com excec¢éo da angiogénese e da
presenca de células gigantes no grupo PP que se mantiveram com a mesma

intensidade na zona de monofilamentos da tela (figura 13).

FIGURA 13 - Fotomicrografias do sitio de implantagdo de telas QP e telas PP no espago

intraperitonial de ratas na zona de monofilamentos das telas apdés 45 dias da

cirurgia (HE, 40x). A: Amostra do grupo QP, evidenciando a presenca de uma
célula gigante (seta preta) e angiogénese (seta amarela). B: amostra do grupo PP
indicando a presenga de células gigantes (seta preta) e angiogénese (seta

amarela).

A quantidade de células inflamatorias, com exceg¢do das células
gigantes, aos 45 dias quando comparadas aos quatro dias da implantagdo em
ambos os grupos foi menor, sendo sugestiva de inflamagéo crénica ativa. Este
achado é condizente ao observado por VAZ et al. (2009) e BELLON et al. (2009),
em que a quantidade de células inflamatorias foi menor apds longos periodos da
implantacéo de telas de polipropileno.

A presenca de células gigantes ap6s 45 dias da implantagcéo das telas
em ambos os grupos pode ser atribuida ao comportamento natural destas células
em resposta a um corpo estranho, no qual este tipo celular pode perdurar durante
todo o periodo em que o biomaterial estiver presente no hospedeiro, sendo que
ap6s a resolugéo da cicatrizacdo ainda pode ocorrer a reativagdo cronica da
inflamacao (WILLIAMS, 2003; RATNER & BRYANT, 2004).

A angiogénese acentuada no 45° dia pode ser um resultado pouco

comum, pois como salientaram BALBINO et al. (2005), a angiogénese eleva-se
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no periodo inicial da lesdo e reduz no decorrer da cicatrizagcdo. O que talvez
explique esse achado é que a resposta celular a telas de polipropileno promova a
liberagao de radicais livres que resultam na oxidagao do biomaterial, e liberacéo
de mondémeros residuais que podem reativar o processo inflamatério inumeras
vezes (COSTELLO et al., 2007).

Apés 45 dias da implantagéo das telas QP e PP foi possivel evidenciar
0 neoperitdnio na superficie das telas em areas livres de aderéncia (figura 14),
sendo melhor visualizado no grupo QP em decorréncia da menor quantidade de
aderéncias. Quando uma tela é implantada na parede abdominal, havera a
tendéncia da formacéo do neoperitdnio sobre a superficie da mesma, porém esta
formacao dependera da estrutura e porosidade do biomaterial implantado, pois
telas com maiores poros, tenderdao ao desenvolvimento de um neoperitbnio
estruturalmente irregular, e com maior propensdo ao desenvolvimento de
hemorragias e aderéncias. Ja em telas laminares ou microporosas, a formacgéo do

neoperitdnio tenderéa a ser estruturalmente linear (BELLON et al., 2001).

FIGURA 14 - Fotomicrografias do sitio de implantacdo de telas QP (A) e telas PP (B) no espago

intraperitonial de ratas na zona de monofilamentos das telas ap6s 45 dias do
procedimento cirurgico indicando a presenca do neoperitdnio (seta preta) (HE,
20x).

Os resultados das mensuragbes das areas ocupadas por fibras
colagenas totais apds quatro e 45 dias do procedimento cirurgico estdo descritos

na tabela 5.
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TABELA 5 — Area ocupada por fibras colagenas totais em megapixels® (MP2) e

tipificacdo colagena no sitio de implantacédo de telas PP e QP em

ratas apos 45 dias.

Quantificagdo de fibras colagenas em MP?

Colageno tipo |

Colageno tipo lli

Animal
QP PP QP PP QP PP

1 812,928 1167,022 3 3 1 1
2 917,743 799,032 3 3 1 1
3 911,307 436,665 3 2 1 1
4 675,173 526,645 3 3 2 2
5 714,232 672,387 3 3 1 1
6 817,213 3 1

Média 808,099 720,350
P 0,496 0,361 1

(t de Student)

(Mann-Whitney)

(Mann-Whitney)

A quantidade de fibras colagenas totais representada pela area

mensurada em megapixels? aumentou apos 45 dias da cirurgia em ambos os

grupos, sendo que nado houve diferenca entre os mesmos. Porém as fibras

colagenas estavam mais organizadas no grupo QP (figura 15). A presenca de

colageno tipo | foi acentuada em ambos os grupos, tanto na area de

monofilamento da tela, quanto na de interface tela/parede abdominal. O colageno

tipo 1l também foi evidenciado, mas em quantidade menor em relagao ao tipo I.

Nao houve diferenga entre os grupos para a presencga de colageno tipo | e lll.

Neste periodo, foi evidenciada a presenca de tecido conjuntivo frouxo e denso em

ambos os grupos (100%) na regido de monofilamento das telas e interface

tela/parede abdominal.
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FIGURA 15 - Fotomicrografias em luz polarizada da regido de interface tela/parede abdominal de

ratas apos 45 dias da implantacdo dos biomateriais (picrosirius, 40x). A: amostra do
grupo QP indicando melhor orienta¢édo das fibras colagenas tipo | (em vermelho). B:

amostra do grupo PP com fibras colagenas pouco organizadas.

A maior de quantidade de fibras colagenas, principalmente do tipo I, no
45° dia em relagdo ao quarto dia pos-operatorio tanto no grupo QP quanto no
grupo PP pode ser justificada com base nos achados de VAZ et al. (2009). Nesse
estudo, a quantidade de fibras colagenas foi crescente até o 21° dia da
implantac&o de telas de PP e a partir deste periodo a quantidade de colageno tipo

| e tipo Ill decaiu gradativamente.
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5 CONCLUSOES

- As telas de polipropileno revestidas com o filme a base de quitosana e
polietilenoglicol ndo previnem a formagdo de aderéncias peritoniais, porém
minimizam significativamente a gravidade deste processo.

- A reagdo de corpo estranho promovida por telas de polipropileno
recobertas com o filme a base de quitosana e polietilenoglicol € menos intensa do
que as desencadeadas por telas de polipropileno sem revestimento na fase aguda
do processo de inflamacao e reparo tecidual.

- Nao ha diferenca entre as reagbes teciduais provocadas pelas telas
de polipropileno revestidas com o filme a base de quitosana e polietilenoglicol e
telas de polipropileno sem revestimento na fase cronica do processo de
inflamacéo e reparo tecidual.

- As telas revestidas com o filme a base de quitosana/polietilenoglicol
estimulam a maior producdo e melhor orientacdo de fibras colagenas tipo | na
fase aguda do processo inflamatério em comparagdo as telas de polipropileno,
porém na fase crénica do processo de inflamagéo e reparo tecidual promovem

apenas a melhor orientagao de fibras colagenas.
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