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RESUMO

Membranas de celulose microbiana (Zoogloea sp.) e de politetrafluoretileno
expandido usadas na reconstrucao de defeitos produzidos na parede abdominal de

ratos. Estudo comparativo

Introducdo; A reconstrucdo de defeitos masculo-apneuréticos pode ser comprometida
pela distancia entre as bordas ou pela falta de tecido com caracteristicas apropriadas
para uma sintese cirurgica adequada. Nestes casos, uso de enxertos musculares e
implantes sintéticos ou bioldgicos podem ser usados. Objetivo; Avaliar o uso de
celulose microbiana (Zoogloea sp.), em defeitos produzidos na parede abdominal de
ratos. Materiais e Métodos; Sessenta ratos Wistar machos, com média de peso de
437,7+40,9 g, anestesiados com uma mistura de cetamina e xilazina, foram submetidos,
uma excisao retangular (2x3cm) incluindo fascia, musculo e peritdnio, bem como
tratados com implante de membranas de celulose microbiana (CM) (Grupo CM - 30
animais) ou de politetrafluoretileno expandido (PTFEe) (Grupo PTFEe - 30 animais).
Tais grupos foram subdivididos nos Subgrupos 14° DPO, 28° DPO e 60° DPO, de
acordo com o periodo de avaliacdo. Nesses periodos os animais foram submetidos a
eutanasia para avaliacdo biomecanica e observacdes histologicas. Resultados; Os
niveis de Carga de Ruptura foram progressiva e significativamente elevados entre 0s
Subgrupos 14° DPO, 28° DPO e 60° DPO de cada Grupo estudado. Os valores da Carga
de Ruptura foram significativamente maiores no Grupo PTFEe do que no Grupo CM.
No Grupo PTFEe houve crescimento de tecido do hospedeiro dentro do implante em
100% das amostras analisadas. No Grupo MC néo foi observado tal crescimento em
100% dos espécimes examinados. Discussdo; Os niveis mais elevados de Carga de
Ruptura na interface implante/hospedeiro no Grupo PTFEe s&o indicativos da presenga
de infiltracdo de tecido do hospedeiro na estrutura porosa deste material, aspecto ndo
observado na arquitetura microporosa da membrana de CM. Conclusbes; De acordo
com a avaliacdo biomecanica, a interface implante/hospedeiro mostrou-se mais
resistente com o PTFEe do que com a CM. As observacdes histologicas evidenciaram

infiltracdo de tecido no implante de PTFEe.

Descritores: Celulose microbiana; Zoogloea sp.; politetrafluoretileno; parede

abdominal ; teste biomecénico; alteracdes histoldgicas; ratos.



ABSTRACT

Membranes of microbial cellulose (Zoogloea sp.) and expanded
polytetrafluoroethylene used in reconstruction of defect produced in the

abdominal wall of rats. Comparative study

Introduction; Reconstruction of muscle-apneurotic defects can be affected by the
distance among the edges or by the lack of tissue with characteristics for appropriate
surgical synthesis. In these cases, muscles grafts and synthetic or biological implants
can be used. Objective; To evaluate the use of microbial cellulose (Zoogloea sp.) in
defects produced in the abdominal wall of rats. Materials and Methods; Sixty male
Wistar rats, with mean weight of 437,7+40,9¢g, anesthetized with a mixture of ketamine
and xylazine, were submitted to a rectangular excision (2x3cm) including fascia,
muscles and peritoneum, as well as treated with implants of membranes of microbial
cellulose (CM) ( CM Group - 30 animals) or expanded polytetrafluoroethylene
(ePTFE) (ePTFE Group - 30 animals). Such groups were subdivided in Subgroups 14th
POD, 28th POD and 60th POD, in agreement with the evaluation period. In these
periods the animals were submitted to the euthanasia for evaluation biomechanics and
histological observations. Results; The levels of Load of Rupture were progressive and
significantly high among Subgroups 14th POD, 28th POD and 60th POD of each
studied Group. The values of the Load of Rupture were significantly larger in the
ePTFE Group than in the CM Group. In the ePTFE Group there was ingrowth of host
tissue into implants in 100% of the analyzed samples. In the MC Group such ingrowth
was not observed in 100% of the examined specimens. Discussion; The elevated levels
of Load of Rupture in the implant/host interface in the ePTFE Group are indicative of
the presence of infiltration of host tissue in the porous structure of this material, aspect
not observed in the microporous architecture of CM membrane. Conclusions; In
agreement with the biomechanics evaluation, the implant/host interface showed to be
more resistant with ePTFE than with CM. The histological changes evidenced

infiltration of host tissue in the implants accomplished with ePTFE.

Key-words: Microbial cellulose; Zoogloea sp.; polytetrafluoroethylene; abdominal

wall; biomechanic test; histological changes; rats.
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1. INTRODUCAO

O método de eleicdo para o tratamento de defeitos musculo-aponeurdéticos da
parede abdominal é a aproximacdo, sem tensdo, das estruturas fibromusculares dos

tecidos do proprio paciente.

No entanto, existem situacdes em que a reconstrucdo pode ser afetada pela
grande distancia entre as bordas do defeito ou pela falta de tecido com caracteristicas
apropriadas para uma sintese cirurgica adequada. Nestes casos, proteses sintéticas e
bioldgicas, ou mesmo enxertos musculares vascularizados ou ndo, podem ser usados
para a reconstrucdo (SANTILLAN-DOHERTY et al., 1995). As proteses sintéticas séo
de elevado custo e os enxertos musculares vascularizados ou livres (musculo grande
dorsal, reto anterior do abdémen, fascia transversal etc.) constituem cirurgias complexas
e prolongadas, que implicam na criacdo de areas enfraquecidas em regiGes
circunvizinhas ao defeito, podendo necessitar de reparacdo (SANTILLAN-DOHERTY
etal., 1995; GUTIERREZ-SAMPERIO et al., 2002).

Uma alternativa bastante pesquisada, sobretudo nos paises em desenvolvimento,
é a utilizacdo de tecidos bioldgicos de origem animal na forma de enxertos livres. Neste
caso, o implante serviria como arcabouco temporario o qual deveria sofrer reabsorcao
lenta, sendo, ao mesmo tempo, substituido em quantidade e resisténcia, através de
crescimento, ao redor e dentro do material, de tecido fibrocolageno do hospedeiro
(JAMES, POOLE-WARREN e SCHINDHELM, 1991).

Grupos de pesquisa radicados nas Universidades do Sul e Sudeste do Brasil vém
desenvolvendo estudos, desde os anos sessenta, no sentido de avaliar materiais
biolégicos de origem animal, para aplicacdo como tratamentos de defeitos musculo-
aponeuroticos, ndo s6 em Medicina Humana, mas, sobretudo em Medicina Veterinéria
(DALECK et al., 1988; DALECK et al., 1992; ALVARENGA, 1992; BRUN, PIPPI e
DREIMIER, 2002; CONTESINI et al., 2002).

Além dos materiais bioldgicos de origem animal, membrana oriunda de seiva de
plantas tem sido estudada como reparo de defeitos musculo aponeur6ticos, como é o
caso do latex natural da seringueira (Hevea brasilliensis) (MRUE, 2000; PAULO et al.,
2005; PAULO, SILVA e CONCEICAO, 2005).



Certas bactérias, algas e fungos sdo capazes de produzirem biocelulose (Klemm
e al. 2005).

Nos ultimos anos, tem aumentado o interesse pela celulose bacteriana, produzida
pelo Acetobacter xylinum, em aplicacbes na biologia e em medicina. Exemplos
importantes incluem suporte parar imobilizar proteinas, cultivar células e
microorganismos, bem como produtos para cobertura temporaria da pele e substitui¢do
de tecidos. Estas atividades tém sido acompanhadas pelo isolamento de novas cepas

bacterianas produtoras desse biopolimero (KLEMM et al., 2005).

Em nosso meio, um tipo de membrana de exopolissacarideo foi produzido na
Estacdo Experimental de Cana-de-Agucar de Carpina-UFRPE, através do
microorganismo Zoogloea sp., isolado pelo Instituto de Antibidticos — UFPE, tendo
como meio nutriente 0 melago da cana-de-aclcar. O contedo ndo soltuvel em agua
atinge 88% dos componentes da membrana bruta do exopolissacarideo (PATERSON-
BEEDLE et al., 2000; MELO, 2003).

Finalmente, ndo é de nosso conhecimento o uso anterior de membranas de
celulose produzida pelo microorganismo Zoogloea sp. ou por outra espécie bacteriana,
como reparo de defeitos musculo-aponeuréticos da parede abdominal, em ambito

experimental ou clinico.



2. REVISAO DE LITERATURA

Na consulta a um substancial nimero de patentes relativas aos processos de
formacdo de membrana de celulose por microorganismos ou de objetos moldados
durante o processo de producdo do biopolimero, os inventores tém sugerido 0 emprego
deste tipo de celulose em diferentes areas da medicina como: substituto de vasos
sanglineos e vasos linfaticos (YAMANAKA et al.,, 1990; KLEMM et al., 2003),
substitutos de 6rgdos internos ocos como ureter, traquéia e tubo digestivo (ONO et al.,
1989; YAMANAKA et al., 1990; KLEMM et al., 2003), bainha para reconstrucdo de
nervos (KLEMM et al., 2003), substituto da dura-méater (OSTER et al., 2003; DAMIEN
et al., 2005), substituto de tecidos corporais como parede abdominal, pele, tecido
subcutaneo, articulacdo, cartilagem ou como reforco de areas de menor resisténcia na
parede abdominal, esdfago e tubo intestinal (ONO et al., 1989), fios de sutura
(ROBERTS et al., 1991), agente de aumento de tecido mole, reconstrucdo do assoalho
pélvico, suspensao de colo de bexiga, reparo de hérnias e “patch” em hérnias inguinais
(OSTER et al., 2003).

Em medicina humana, o0s estudos sobre celulose microbiana sdo
predominantemente dirigidos para aplicagdo clinica no tegumento (queimaduras graves,
enxerto de pele nas areas doadora e receptora, “peeling” facial, dermdlise infecciosa,
abrasdo de tatuagens, ulceras cronicas, Hanseniase dos membros inferiores (FONTANA
et al., 1990; FONTANA, FRANCO e SOUSA, 1991). Estudos experimentais
objetivando a aplicacdo clinica em diversas condi¢cbes como: reconstrucdo de nervos
(MELLO et al., 2001); duraplastia (MELLO et al., 1997); cicatrizacdo de lesdes
epiteliais da cornea (BRIK, 1991); cicatrizacdo de lesdes duodenais (ARAUJO et al.,
1991); substituicdo de vasos sangiiineos (KLEMM et al., 2001); invélucro para de
reconstrugdo de micronervos (KLEMM et al., 2001); fechamento do retroperitonio
(EWALD et al., 2001); e, treinamento técnico em microcirurgia (KLEMM et al., 2001),
tém sido relatados com uso de biomembranas produzidas pelo Acetobacter xylinum.

Em Medicina Veterindria, os relatos consultados sobre a utilizagdo de
biocelulose produzida por Acetobacter xylinum referem-se a poucas aplicacOes
experimentais em: confeccdo de bainha na reconstrucdo de nervos periféricos
(TORRES, GRACA e FARIAS, 2003); curativo de feridas experimentais em papilas
mamarias de bovinos (MARQUES, MORAES e TEIXEIRA NETO, 1996); feridas
tegumentares experimentais em equinos (VAZ, MARQUES e MORAES, 1997); feridas



experimentais em suinos (WOUK et al., 1998); profilaxia da formacdo de membrana
po6s laminectomia em cdes (COSTA et al., 2006); e cicatrizacdo de lesbes incisionais
experimentais da cornea em cdes (SCHOENEAU, PIPPl e SCHOSSLER, 1993).

Vaérias bactérias, entre elas a Zoogoea sp., ttm a capacidade de sintetizar
polissacarideos e excretd-los para o exterior da célula (exopolissacarideos)
(PATERSON-BEEDLE et al, 2000).

A primeira aplicacdo clinica de membranas do biopolimero produzido pelo
microorganismo Zoogloea sp, em estado bruto, foi feita na UFRPE, em feridas cutaneas
de cées, cujos resultados sugeriram controle da infec¢do atraves de acdo bactericida e
bacteriostéatica, crescimento acelerado do tecido de granulagdo e encurtamento do tempo
de cicatrizacao, quando comparados com o0s do tratamento convencional (anti-sépticos +
pomadas cicatrizantes) (MELO et al., 1999; COELHO et al., 2001). Neste trabalho, os
autores, possivelmente, aproveitaram as propriedades benéficas de acgucares,
constituinte do envoltério das membranas (melago), sobre a cicatrizacdo de feridas.

Recentemente, através da criacdo de um grupo de pesquisa denominado de
BIOPOLIMERO DE CANA DE ACUCAR, no Depto. de Cirurgia do CCS-UFPE, de
carater interdisciplinar, foram desenvolvidos estudos sobre biocompatibilidade da
membrana e do gel por fragmentagdo ultrassonica (ANDRADE e AGUIAR, 2002;
CASTRO et al., 2004; LIMA et al., 2005; LIMA e AGUIAR, 2005), cujos resultados

autorizam a realizacdo de ensaios experimentais para aplicacdo clinica da celulose

microbiana produzida pela Zoogloea sp, como implante em cirurgia.

Ribeiro e Camara Neto (2002) e Santos e Camara Neto (2002), descreveram o
uso de celulose microbiana produzida pela Zoogloea sp., como arcabougo para reparo
de lesdes experimentais de bexiga e estdmago.

Marques (2006) realizou o primeiro relato experimental para aplicacdo clinica
de celulose microbiana produzida por este microorganismo, como substituto de vasos
sanguineos ou remendo vascular.

Perfuragdes cronicas experimentais em timpano de Chinchilla laniger, tratadas
com membrana de celulose microbiana produzida pela mesma bactéria, como arcabougo
para crescimento de tecido timpanico, apresentaram reconstituicdo tecidual semelhantes
aqueles obtidos com fascia autologa (SILVA et al., 2006).

Na area de urologia, varios trabalhos experimentais em ratos e cdes, alguns
deles com aplicagdo em humanos, objetivando: tratamento de incontinéncia através de
“sling” (GONCALVES et al., 2006); realizacdo de uretroplastia (CHAGAS et al.,



2006); reconstrugdo cirurgica da tanica albuginea (VILAR et al. 2006); tratamento de
refluxo vésico-uretral (RANGEL et al., 2006); e, uso em curativo ap0s cirurgia para
hipospadia (LIMA et al., 2006), foram realizados com celulose microbiana produzida

pela bactéria Zoogloea sp..



3. OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo estudar comparativamente, em ambito
experimental, o uso de membrana de Celulose Microbiana (CM) produzida pela
Zoogloea sp. e membrana sintética de politetrafluoretileno expandido (PTFEe), em
defeito agudo produzido cirurgicamente na parede abdominal de ratos por avaliacdo da
Carga de Ruptura na interface implante/hospedeiro e por observacéo de infiltracdo de

tecido do receptor no material implantado.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracteristicas dos materiais empregados como implante
4.1.1 Celulose microbiana

E constituida de um exopolissacarideo produzido pela bactéria Zoogloea sp.,
isolada pelo Instituto de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco, em
cultura estatica, tendo como meio nutriente 0 melaco da cana-de-acUcar. Foi utilizada
dupla camada deste polimero, manualmente prensadas durante o processo de
desidratacdo e secadas ao ar, conservada em alcool isopropilico hidratado a 20% e

acondicionada em envelope de polipropileno para esterilizacdo em raios y* (Figura 1).

Figura 1. Exemplo de um retalho de celulose
microbiana constituida de dupla camada, pronto
para uso.

4.1.2 Politetrafluoretileno expandido (PTFEe)?

A membrana de politetrafuoretileno expandido (PTFEe) foi obtida a partir de
proteses vasculares de 8mm de diametro interno e espessura de parede de 0,8mm, com
poros de 25um, seccionadas no sentido longitudinal, apds remocdo da estrutura
helicoidal externa. Retangulos de 2x3cm foram preparados, acondicionados em

envelopes de polipropileno e submetidos a esterilizac&o em raios y* (Figura 2).

! Departamento de Energia Nuclear da UFPE
2 GoreTex®, W. L. Gore & Associates, Inc. ,Newark, DE.
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Figura 2. A) Implante vascular com estrutura helicoidal externa. B) Implante
vascular seccionado no sentido longitudinal, em forma de retangulo medindo
2x3cm nos principais eixos.

4.2 Populacéo estudada:

Sessenta ratos machos (Rattus norvegicus albinus), da linhagem Wistar,
procedentes do biotério do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco, com média de peso de 437,79 + 40,9, foram mantidos em gaiolas
apropriadas, alimentados com rac&o apropriada® e a4gua mineral ad libitum, antes de

serem submetidos aos procedimentos previstos no projeto.
Os animais foram distribuidos em dois grupos (Figura 3):

Grupo Celulose Microbiana (Grupo CM): composto de 30 animais que foram
submetidos a defeito musculo-aponeurético da parede ventral do abdémen e tratados

com membrana de celulose microbiana;

Grupo Politetrafluoretileno Expandido (Grupo PTFEe): composto de 30 animais que
foram submetidos a defeito musculo-aponeur6tico da parede ventral do abddémen e

tratados com membrana de politetrafluoretileno expandido;

Cada grupo foi subdividido em trés subgrupos de 10 ratos, de acordo com o periodo de
avaliacdo, sendo denominados de Subgrupo 14° DPO, Subgrupo 28° DPO e Subgrupo
60° DPO (Figura 3).

% Labina, Laboratorio Nestlé/Purina/Petcare Company, Sdo Lourenco da Mata, PE.



GRUPO CM
SUBGRUPO SUBGRUPO SUBGRUPO
142DPO 289DPO 602DPO
GRUPO
PTFEe
SUBGRUPO SUBGRUPO SUBGRUPO
149 DPO 289DPO 602DPO

Figura 3. Representagdo da divisdo e subdivisdo dos
animais estudados.

4.3 Procedimentos Anestésicos

A anestesia foi realizada com uma mistura de cloridrato de cetamina * na dose
de 5mg/100g de peso e cloridrato de xilazina® na dose de 2mg/100g de peso, por via
intramuscular . Dez minutos antes da anestesia foi aplicado sulfato de atropina, por via
intramuscular, na dose de 0,044mg/Kg (MASSONE, 2003).

Durante a anestesia, os animais receberam 0,5 ml/min de oxigénio sob
mascara. Este protocolo permitiu uma anestesia satisfatoria para o tempo cirargico

gasto, com boa recuperacao.

4.4 Procedimentos Cirargicos

Apos tricotomia do abdémen e uso de polivinilpirrolidona para assepsia, bem
como aposicdo de campos cirargicos, foi realizada uma incisdo de cinco cm, em
correspondéncia com a linha xifopubiana, na pele e tecido subcutaneo da regido ventral
dos animais. Estes planos foram dissecados da camada aponeurética da regido
correspondente, seguido de colocagdo de afastadores superficiais, para permitir a
criagdo de uma area para a producéo do defeito masculo-apneurdtico agudo retangular
(Figura 4). Através de um molde feito de filme de RX, medindo dois cm de largura por
trés cm de comprimento, foi produzido o defeito, centrado na linha alba, abaixo do

apéndice xifoide cerca de 1 cm. (Figura 4).

4 Ketalar 50 mg . Laboratérios Cristalia do Brasil
® Rumpum 20mg . Laboratério Bayer do Brasil



10

Toda a estrutura da parede abdominal, envolvendo féscia, musculatura e
peritonio, foi removida. No Grupo CM, membrana de celulose microbiana foi fixada no
nivel do defeito misculo-aponeurético, com fio de polipropileno 4-0°, através de sutura
continua, ancorada nos quatro angulos do retangulo. No Grupo PTFEe foram realizados
0s mesmos procedimentos cirurgicos adotados no grupo precedente. A seguir a pele foi

suturada com fio de nylon 4-0" e pontos isolados em U (Figura 4).

Figura 4. A, B e C) Dissecacdo da pele e tecido subcutaneo da camada aponeurética da
regido abdominal anterior. Criacdo de uma area para producdo de defeito agudo musculo-
apneurdtico de 2x3cm a 1 cm do apéndice xifoide; D e E) Tratamento do defeito com
membrana de celulose microbiana (Grupo CM) e com membrana de politetrafluoretileno
expandido (Grupo PTFEe); F) Sintese do tecido subcutaneo e pele.

® Prolene®, Ethicon , JOHNSON & JOHNSON Comércio e Distribuicdo Ltda.
7 Mononylon®, Ethicon , JOHNSON & JOHNSON Comércio e Distribuicéo Ltda.
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4.5 Variaveis analisadas
Sob administracdo intraperitonial de tiopental sdico® e, subseqiientemente, de
doses letais deste barbiturico, por injecdo intracardiaca, 0os animais foram submetidos a

eutanasia para realizacdo das seguintes avaliacdes e observacdes:

4.5.1 Avaliagdo biomecanica;

Um dispositivo para afericdo da Carga de Ruptura na interface
implante/hospedeiro foi construido no Nucleo de Cirurgia Experimental (Figura 5). A
carga aplicada sobre a amostra de tecido foi proporcionada por um sistema de
bombeamento de agua destilada, com fluxo constante de 500 ml /min, debitado em um
saco plastico cujo peso exercia tracdo no conjunto implante/hospedeiro, denominado
corpo de prova, preso a uma presilha superior conectada a um Dinamdmetro Digital®® e
outra presilha inferior acoplada ao reservatdrio de plastico, que se deslocava para baixo
com o incremento constante de peso. O dinamdmetro expressava a Carga de Ruptura em
Kgf (Precisdo de escala: + 0.5%), (Resolucgdo: 0.01 kg), possuindo ainda uma interface
serial RS-232 com um PC, munido de “soft” para monitoramento dos ensaios.
Dispositivo semelhante foi utilizado para aferir resisténcia cicatricial cutanea em ratos
(RODRIGUES, CARNEIRO, COSTA et al, 2003) (RODRIGUES, CARNEIRO,
COSTA et al. 2004), porém com utilizacdo de balanca de precisdo em lugar do

dinambmetro digital, como meio de registro da carga capaz de romper a amostra de

pele.

o~

I¢] A

o DINAMOMETRO

2 DIGITAL

5o «—Presilha Superior
« Interface
CARGADE | corpo 4_7,7 .
RUPTURA |deProva| |- Implante/Hospedeiro
| o] «——Presilha Inferior

! 4 500 ml/ min
i \ A
U

COMPUTADOR

SACO BOMBA  RESERVATORIO
PLASTICO PERISTALTICA  D'AGUA

Figura 5. Representagao esquematica do dispositivo para ateri¢do da
carga de ruptura na interface implante/hospedeiro.

8 Thiopentax, Laboratério Cristalia-BR

% Lutron FG-20 kg- Rs232- Taiwan, Impac Instrumentos de Medigéo - BR.
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Para validacdo do teste, foram consideradas apenas as rupturas ocorridas na
interface implante/hospedeiro ou no involucro do implante, ndo sendo computados os
resultados onde a ruptura ocorresse fora destas estruturas, (na musculatura lateral do
abdémen). A amostra foi composta pelo implante e por parte da musculatura dos
masculos retos do abddmen e laterais do abdémen, desprovida de sutura, medindo 5x2
cm, incluindo o segmento inserido entre as presilhas (1 cm em cada extremidade).

Desse modo, o retangulo de implante/tecido entre as presilhas media 3x2 cm (Figura 6).

Interface

Implante/ Hospedeiro 2cm

A

Presilha
Superior
(1ecm)

0,5cm —s

5¢cm

Sentido
da carga

0,5cm—
Presilha

Inferior
(1cm)

Corpo de Prova

<«———— Sentido do implante —— ¥

Figura 6. Desenho representativo do corpo de prova para
realizacdo do teste biomecénico e retirada de segmento para
exame histoldgico.

4.5.2 Observac0es histoldgicas

Antes da retirada do retangulo para realizacdo da avaliagcdo biomecanica, um
segmento lateral correspondente a interface implante/hospedeiro, com 0,5 cm de
largura, abrangendo toda a extensdo cranial da amostra, foi retirado e fixado com
“alfinetes” a um papelao resistente, para ndao haver distor¢do da peca, sendo
posteriormente imerso em solucdo de formol tamponado a 10%. Apos fixacdo das
amostras, estas foram incluidas em parafina, cortadas e coradas pela hematoxilina-

eosina (H-E) e pelo Tricromico de Masson (TM). As observacfes histopatologicas
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objetivaram detectar involucro de tecido em torno do implante, bem com infiltracéo de
tecido do hospedeiro dentro do material implantado.

Foram feitas observacGes sobre ocorréncia de invdlucro sem infiltracdo de

tecido no implante e involucro com infiltracdo do tecido no implante, nos Subgrupos

14° DPO, 28° DPO e 60° DPO, em ratos submetidos a defeitos misculo-aponeuréticos
agudos, tratados com implante de dupla camada de membrana de Celulose Microbiana

(Grupo CM) ou com membrana de Politetrafluoretileno expandido (Grupo PTFEe).

4.6 Estudo Estatistico (Figura 7);
O teste de diferencas de médias (teste “t” de Student bicaudal), com
probabilidade de erro pretendida de p< 0,05 foi aplicado entre as médias dos valores da

Carga de Ruptura (em Kgf):

4.6.1 Entre as médias dos valores da Carga de Ruptura (em Kgf) obtidos nos Subgrupos
14° DPO, 28° DPO e 60° DPO do Grupo Celulose Microbiana (Grupo CM);

4.6.2 Entre as médias dos valores da Carga de Ruptura (em Kgf), obtidos nos Subgrupos
14° DPO, 28° DPO e 60° DPO do Grupo Politetrafluoretileno expandido ( Grupo
PTFEe);

4.6.3 Entre as médias dos valores da Carga de Ruptura (em Kgf) obtidos nos Subgrupos
14° DPO, 28° DPO e 60° DPO do Grupo Celulose Microbiana (Grupo CM) e as médias
dos valores da Carga de Ruptura (em Kgf) obtidos nos Subgrupos 14° DPO, 28° DPO e
60° DPO do Grupo Politetrafluoretileno expandido (Grupo PTFEe), em periodos
correspondentes.

GRUPO
cMm
I T v
SUBGRUPO SUBGRUPO SUBGRUPO
CM CM CM
14°DPO 282DPO 602DPO
SUBGRUPO SUBGRUPO SUBGRUPO
PTFEe PTFEe PTFEe
14°DPO 28°DPO 602DPO
[ 1 %
GRUPO
PTFEe

Figura 7. Fluxograma representativo do estudo estatistico.
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5. RESULTADOS
5.1 Carga de Ruptura

Os resultados da analise comparativa realizada entre as médias dos valores da
Carga de Ruptura obtidos nos Subgrupos 14° DPO, 28° DPO e 60° DPO em ratos
tratados com implante de dupla membrana de celulose microbiana (Grupo CM) sdo
representados em forma de graficos (Figura 8).

Os resultados da analise comparativa realizada entre as médias dos valores da
Carga de Ruptura obtidos nos Subgrupos 14° DPO, 28° DPO e 60° DPO em ratos
tratados com membrana de politetrafluoretileno expandido (Grupo PTFEe) sao

representados em forma de graficos ( Figura 9).

Os resultados da analise comparativa realizada entre as médias dos valores da
Carga de Ruptura obtidos nos Subgrupos 14° DPO, 28° DPO e 60° DPO em ratos
tratados com implante de dupla membrana de celulose microbiana (Grupo CM) e
aqueles obtidos nos Subgrupos 14° DPO, 28° DPO e 60° DPO em ratos tratados com
membrana de politetrafluoretileno expandido (Grupo PTFEe), em tempos

correspondentes, sdo representados em forma de gréaficos (Figura 10).

5.2 Observacdes Histoldgicas;

A leitura das laminas coradas pelo H-E e pelo Tricrdmico de Masson, nos
Subgrupos 14° DPO, 28° DPO e 60° DPO do Grupo CM, revelou a presenca de
Invélucro sem Infiltracdo no Implante em 100% das ocasides (Tabela 1 e Figura 13).

Nos Subgrupos 14° DPO, 28° DPO e 60° DPO do Grupo PTFEe, evidenciou-
se a presenca de Invélucro com Infiltracdo no Implante em 100% das laminas lidas
(Tabela 1 e Figura 14).
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Figura 8. Representacdo grafica dos resultados da anéalise comparativa realizada entre as médias
dos valores da Carga de Ruptura (em Kgf) obtidos nos experimentos do Grupo CM nos
Subgrupos programados para estudo

Kgf 1Grupo CM

25 —
i p < 0,005
2 -
| p < 0,005 p <0,02 _l
15 —
1 -
i 1,554
7 +0,441
0,5 — 1,066
+0,319
1 0,644
4 +0,163
0 I o I [o] I o
Subgrupo 14= DPO Subgrupo 28= DPO Subgrupo 60~ DPO

PERIODO POS-OPERATORIO
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Figura 9. Representacdo gréafica dos resultados da andlise comparativa realizada entre as médias
dos valores da Carga de Ruptura (em Kgf) obtidos nos experimentos do Grupo PTFEe nos
Subgrupos programados para estudo

Kof OGrupo PTFEe

25 =
i p < 0,005
, p < 0,005 =—— p < 0,005 ——I
15 -
1 - 2,004
b + 0,397
i 1,405
05 — 1,011 +0,273
L + 0,235
0 I T I
Subgrupo 14° DPO Subgrupo 282 DPO Subgrupo 60% DPO

PERIODO POS-OPERATORIO
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Figura 10. Representacdo grafica dos resultados da anélise comparativa realizada entre as médias
dos valores da Carga de Ruptura (em Kgf) obtidos no Grupo CM e no Grupo PTFEe, em tempos
correspondentes aos Subgrupos programados para estudo

Kgf O Grupo CM

25 = [ Grupo PTFEe
i p<0,05 —|
2 -
i p<0,05
1
p<0,005 2,004
1 _I | +0,397
1 -
i 1,405 1,554
+0,273 +0,411
] : 1,011 1,066
0.5 +0,235 0,319
] 0,644
| +0,151
0 | T - | -
Subgrupo 14° DPO Subgrupo 28= DPO Subgrupo 60~ DPO

PERIODO POS-OPERATORIO
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Tabela 1. Valores das frequéncias de Involucro sem Infiltracdo no Implante e Invélucro com Infiltracdo no
Implante, obtidos nos Subgrupos 14% DPO, 282 DPO e 602 DPO, em ratos submetidos a defeitos musculo
aponeurdticos agudos, tratados com dupla camada de membrana de Celulose Microbiana (Grupo CM) (0,2
mm).

SUBGRUPO SUBGRUPO SUBGRUPO Total
14° DPO 28°DPO 60° DPO geral
o _ N2 . N2 _
de Atributos de Atributos de Atributos
Ordem Invélucro Invélucro Ordem Invélucro Invélucro Ordem Invélucro Invélucro
sem com sem com sem com
Infiltragdo  Infiltracéo Infiltracdo  Infiltracéo Infiltragéo Infiltracédo
no no no no no no
Implante Implante Implante Implante Implante Implante

1 Biakaled - 1 S N 1 S N

2 S* N** 2 S N 2 S N

3 S N 3 S N 3 S N

4 S N 4 S N 4 S N

5 S N 5 S N 5 S N

6 S N 6 S N 6 S N

7 S N 7 S N 7 S N

8 S N 8 S N 8 S N

9 S N 9 S N 9 S N

10 S N 10 S N 10 S N
Total por 09 o o o o o o
atributo (100%) 09 (100%) 10 (100%) 10 (100%) 10 (100%) 10 (100%)
Total por 58
Subgnﬁ’po 18 (100%) 20 (100%) 20 (100%) (100%)

* Sim; **N; ***Amostra tecnicamente imprépria para leitura devido a imperfei¢des durante a inclusdo em parafina.

Tabela 2. Valores das frequéncias de Involucro sem Infiltracdo no Implante e Invélucro com Infiltracdo no
Implante, verificada nos Subgrupos 142 DPO, 28° DPO e 60° DPO, em ratos submetidos a defeitos musculo
aponeuroticos agudos, tratados com membrana de Politetrafluoretileno expandido (Grupo PTFEe) (0,8 mm).

SUBGRUPO SUBGRUPO SUBGRUPO Total
14°DPO 28°DPO 602 DPO geral
Ne Atributos Ne Atributos Ne Atributos
de Invélucro Invélucro de Invélucro Invélucro de Invélucro Invélucro
Ordem sem com Ordem sem com Ordem sem com
Infiltragdo  Infiltracdo Infiltracdo Infiltracdo Infiltragdo Infiltracédo
no no no no no no
Implante Implante Implante Implante Implante Implante
1 N** S* 1 S N 1 S N
2 N S 2 - - 2 S N
3 S 3 S N 3 S N
4 - Bl 4 S N 4 S N
5 N S 5 S N 5 S N
6 N S 6 S N 6 S N
7 N S 7 S N 7 S N
8 N S 8 S N 8 S N
9 N S 9 S N 9 S N
10 N S 10 S N 10 S N
Total por 09 o o o o o o
atributo (100%) 09 (100%) 09 (100%) 09 (100%) 10 (100%) 10 (100%)
gg;ﬂrfgg 18 (100%) 18 (100%) 20 (100%) (13(?% |

* Sim; **N; ***Amostra tecnicamente imprdpria para leitura devido a imperfei¢des durante a inclusdo em parafina.
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6. DISCUSSAO
6.1 Carga de Ruptura:

A verificacdo de aumento progressivamente significativo da Carga de Ruptura,
nos subgrupos programados para estudo (14° DPO, 28° DPO e 60° DPO) no Grupo CM
(Tabela 3 e Grafico 8), traduzindo aumento da resisténcia a tracdo na interface
implante/tecido, poderia indicar a evolucdo do processo predominantemente
inflamatdrio (reativo), caracterizado pela presenca de infiltrado linfoplasmocitario, de
carater involutivo, para o processo de remodelacdo, onde predominam as presencas de
histiocitos, fibroblastos e fibras colagenas , caracterizando a incorporacgao do biomateral
(celulose produzida pela Zoogloea sp.) no hospedeiro, verificada anteriormente
(ANDRADE e AGUIAR, 2002). A incorporacdo da celulose microbiana pelo tecido do
hospedeiro ndo significa obrigatoriamente que haja interacdo entre 0S mesmos
(infiltracdo de tecido no polimero celulésico), podendo significar que o material é
apenas envolvido por tecido do hospedeiro (invélucro/envoltério).

A constatacdo de elevacdo progressivamente significativa da Carga de Ruptura,
nos subgrupos programados para estudo (14° DPO, 28° DPO e 60° DPO) do Grupo
PTFEe (Tabela 4 e Grafico 9), estaria também relaciona a evolucdo do processo

cicatricial.

O aumento significativo da Carga de Ruptura constatado entre os subgrupos
programados para estudo (14° DPO, 28° DPO e 60° DPO) do Grupo PTFEe e aqueles
verificados em subgrupos correspondentes do Grupo CM (Tabelas 3 e 4 e Graficol0) é
indicativo de maior resisténcia a tracdo na interface entre o implante de
politetrafluoretileno e o tecido do hospedeiro, poderia caracterizar melhor integracdo

entre o polimero sintético e o tecido do hospedeiro.

Estudos experimentais sobre reparo de defeitos da parede abdominal com
biomateriais mostram diferencas na resposta ao material implantado pelo organismo do
receptor. O fator determinante mais importante na resposta ao implante é,
aparentemente, a estrutura da proétese, especificamente sua porosidade. Materiais que
tém estrutura reticular ou macroporosa, como malha de polipropileno (Marlex), parecem
produzir melhor integracdo com organismo do receptor e melhor resisténcia a tragdo
(Carga de Ruptura) na zona de reparo (BELLON et al., 1996).
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A celulose microbiana é caracterizada por uma estrutura de microfibrilas
entrelacada em forma de rede. Especificamente, a membrana de celulose produzida
pela Zoogloea sp. apresenta pequenos poros (espacos vazios entre as fibrilas) com
diametros em torno de 0,07 um (70nm) (MELO, 2003). Para se ter uma idéia do
tamanho destes poros, basta compara-los com um trombdcito (plaqueta), um dos
menores componentes do sangue, com um didmetro de cerca de 3um (KLEMM et al.,
2001). Assim a microporosidade da celulose microbiana ndo permite o crescimento de
tecido em direcdo ao seu interior observado macroscopicamente e microscopicamente
(Figuras 11 e 13).

O tamanho dos poros do exopolisacarideo microbiano obtido pelo método de
compressdo e secagem ao ar, para desidratacdo da membrana, é reduzido. Tais poros,
definidos pelos espacos entre os elementos estruturais da CM , entram em colapso
devido a tensdo superficial, forca decorrente da remocao do liquido (BLANEY et al.,
1996).

O politetrafluoretileno  expandido (PTFEe) apresenta uma estrutura
microscopica composta de nodulos interconectados uns aos outros por fibrilas. O
interior da rede de fibrilas é constituido por espagcos vazios com dimensGes
suficientemente grandes (entre 6 a 80 um), para permitirem a infiltracdo de tecido do
hospedeiro (GOLDFARB, 2002).

A porosidade do PTFEe é uma caracteristica importante em materiais sintéticos
de implante, que permite a infiltracdo de tecido conjuntivo em seu interior, propiciando
melhor integracdo entre os varios materiais e o organismo (BALEN et al., 1998). No
presente trabalho utilizamos implantes vasculares de PTFEe, seccionados
longitudinalmente, de 0,8mm de espessura de parede, com porosidade de 25 um,
portanto, poros de dimensdes suficientes para permitir a permeacdo do implante com
elementos celulares oriundos do tecido hospedeiro a partir do 14° DPO (Figuras 12 e
14). Tem sido relatado que a partir do 7° DPO este processo pode ser observado
(KAFEJIAN-HADDAD et al., 1997).

6.2 Observagdes Microscopicas:

A n&o ocorréncia de infiltracdo de células e tecido do hospedeiro no intersticio
da celulose microbiana (CM) (Tabela 1) em 100% das amostras observadas com as
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coloragdes H-E e Tricromico de Masson (Figura 13) contrasta com a ocorréncia deste
tipo de interagc&o implante/hospedeiro, vista em 100% das amostras nas quais o material
de reparo era composto por politetrafluoretileno, constituido basicamente por elementos

inflamatdrios, fibroblastos e tecido colageno (Tabela 1 e Figura 14).

Embora o involucro do implante de celulose microbiana tenha sido observado
em 100% dos espécimes histologicos examinados, ndo foram encontrados indicios de
infiltracdo de células ou tecido na membrana de celulose (Figura 13). A membrana de
celulose microbiana (CM) produzida pela Zoogloae sp. tem sido considerada como néo
porosa e com potencialidade para formar invdlucro (LIMA et al., 2005). Em estudos
sobre biocompatibilidade através de inclusdo de CM, produzida pela Acetobacter
xylinum, na musculatura abdominal de ratos, enfatiza-se a composic¢ao histologica
evolutiva do invélucro, da fase inflamatoéria aguda (neutréfilos) até a fase regenerativa
(fibroblastos e sintese de colageno) , em periodo de 28 dias, sem ser mencionado
infiltracdo de tecido hospedeiro no implante (QUEIROZ et al., 1989). Estes autores
relataram ainda a presenca de células de corpo estranho com carater progressivo até o
28° DPO, no entanto, ndo referem tratamento prévio da membrana de CM com
purificacdo (NaOH ou NaCIOH) e enxéagie.

Em outro estudo realizado com membranas de CM, produzida por Acetobacter
xylinum subsp. sucrofermentans, em cultura estatica, purificadas por fervura em NaOH
0.1M a 60° C por 4 h. e posterior enxagiie com agua filtrada, obteve-se peliculas que
consistiam numa rede porosa e flexivel de fibrilas nanométricas, ndo agregadas, cuja
capacidade de reter agua era de 99%. A cadeia foi descrita por microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) como sendo mais densa na interface entre 0 meio de cultura e o ar
(lado compacto) e mais porosa do lado oposto (face porosa). Ao fim de 12 semanas, na
face porosa, os fibroblastos estavam completamente integrados dento da estrutura da
membrana de CM e haviam sintetizado colageno (HELENIUS et al., 2005). Estes
mesmos autores, usaram pelicula de CM com retencdo 99% de agua, permitindo assim
a infiltracdo de células e proliferacdo de tecido muscular liso nos espagos entre as
fibrilas, em engenharia de tecidos para construcdo de vasos sangiiineos.Atraves de MEV
pode-se visualizar células, na face porosa, que afastavam as nanofibrilas quando da
migracédo para dentro da cadeia fibrilar de CM. A profundidade méxima da infiltragcdo na
CM observada depois de 1 semana era de 20 um. Uma distancia de infiltracéo de até 40

um podia ser vista apds duas semanas em cultura. Para facilitar o crescimento de células
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dentro da CM, os autores propdem uma técnica para obtencdo de espacgos entre as
fibrilas mais amplos, com o uso de esferas de parafina, sequida da remocdo das mesmas
por solucdo de NaOH (BACKDAHL et al. 2006).

Estudos feitos com implante de PTFEe revelaram tecido fibroso firmemente
aderido a superficie deste material. Fibroblastos foram encontrados no seu intersticio. A
presenca destas células nos espacos vazios da estrutura do polimero propicia a sintese de
colageno, resultando num reparo estavel e resistente. A profundidade alcancada pela
infiltracdo deste tecido no PTFEe foi avaliada em cerca de 200 um, em um periodo de
cinco meses (BAUER et al, 1987).

A infiltracdo constitui um processo limitado pela dimensé&o dos poros do PTFEe,
ndo sendo observado infiltracdo de tecido em poros de 10 pum de diametro ou menor
(KAFEJIAN-HADDAD et al., 1997).

6.3 Consideragdes Finais:

As verificagcbes de menor desempenho biomecénico do implante de membrana
de CM ndo modificada, produzida pela Zoogloae sp., e secada ao ar, em relacdo ao de
membrana de PTFEe € sugestivo da ndo ocorréncia de infiltracdo de tecido colageno

dentro do material celulésico.

A porosidade dos materiais propiciaria maior integracdo entre o implante e o
hospedeiro. Enquanto a porosidade do PTFEe é inquestionavel, a CM é um material
considerado ndo poroso, embora a presenca de poros tenha sido constatada por outros

autores em pelicula celulésica sintetizada pela Acetobacter xylinum.

A diversidade no processo de tratamento da membrana como o método de
secagem ou a modificacdo da membrana pronta, pode constituir diferenca na integracéo
do tecido hospedeiro ao implante. Particularmente, a membrana multiperfurada, a
membrana semidesitratada e a interposicdo de gel (por fragmentagdo ultrasénica) entre
membranas celuldsicas (sanduiche) estdo sendo testadas no Nucleo de Cirurgia
Experimental-Depto. de Cirurgia-UFPE, em convénio com o Laboratdrio de Cana-de-
Acucar da UFRPE- Carpina-PE, para obtencdo de polimero que permita a infiltracéo de
tecido hospedeiro.

Diminuir o custo de implantes em relagcdo aos similares sintéticos, em varias

areas da medicina humana e veterinaria, permitindo agregar valor de mercado a um
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produto regional, a cana-de-agUcar, contribuindo desse modo para o desenvolvimento
econdémico e social da regido, constitui objetivo constante do Grupo de Pesquisa

Biopolimero de Cana-de-Acucar.
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7. CONCLUSOES

Nas condigdes de experimentacdo e com uma probabilidade de erro menor que
5%, a interface implante/hospedeiro apresentou maior resisténcia a tracdo no Grupo
PTFEe do que no Grupo CM.

As observacdes histoldgicas mostraram infiltracdo de tecido do hospedeiro no

implante realizado com politetrafluoretileno.
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Tabela 3. Valores da Carga de Ruptura (em Kgf) e médias desses valores com respectivos desvios
padrdes, obtidos nos Subgrupos 14° DPO, 28° DPO e 60° DPO, em ratos submetidos a defeitos
musculo aponeuréticos agudos, tratados com dupla membrana de celulose microbiana (Grupo CM)
(0,2 mm).

ede SUBGRUPO Nde SUBGRUPO ede SUBGRUPO
Ordem 14°DPO Ordem 28 DPO Ordem 60 DPO
(Kgf) (Kgf) (Kgf)
1 0,750 1 1,460 1 2,570
2 0,870 2 1,110 2 1,920
3 0,480 3 1,010 3 1,400
4 0,600 4 0,590 4 1,220
5 0,590 5 1,290 5 1,470
6 0,690 6 0,690 6 1,560
7 0,700 7 1,000 7 1,520
8 0,410 8 0,800 8 1,330
9 0,830 9 1,140 9 1,220
10 0,520 10 1,570 10 1,330
Média 0,644 Média 1,066 Média 1,554
+DP +0,151 +DP +0,319 +DP +0,411

Tabela 4. Valores da Carga de Ruptura (em Kgf) e médias desses valores com respectivos desvios
padrdes, obtidos nos Subgrupos 14° DPO, 28° DPO e 60° DPO, em ratos submetidos a defeitos
musculo aponeurdéticos agudos, tratados com membrana de politetrafluoretileno expandido (Grupo
PTFEe) (0,8 mm).

N de SUB?RUPO N2 de SUB?RUPO N de SUB?RUPO
Ordem 14°DPO Ordem 28°DPO Ordem 60 DPO
(Kgf) (Kgf) (Kgf)
1 1,200 1 1,580 1 2,420
2 1,020 2 1,530 2 2,530
3 1,060 3 1,360 3 1,530
4 1,050 4 1,580 4 2,600
5 0,790 5 1,450 5 1,810
6 0,760 6 1,560 6 2,010
7 1,550 7 1,520 7 1,620
8 0,870 8 1,480 8 1,610
9 0,990 9 0,670 9 2,100
10 0,820 10 1,320 10 1,810
Média 1,011 Média 1,405 Média 2,004

+DP +0,235 +DP +0,273 +DP +0,397
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Figurall. Membrana de celulose microbiana (CM) (duas camadas) facilmente
destacavel da interface implante/hospedeiro (superficie externa e borda lateral direita)
(setas pretas).

Figura 12. Membrana de politetrafluoretileno (PTFEe) destacavel com dificuldade do
da interface implante/hospedeiro (superficie externa) (seta preta). Interface
implante/hospedeiro sob tracdo (borda lateral) (cabeca de seta).



Figura 13. Fotomicrografias da regido da interface entre o implante de Celulose Microbiana (CM) e o
hospedeiro. Observar a membrana de CM sem infiltragdo tecidual. Coloracdo em A e C; hematoxilina e
eosina. Em B e D; Tricromico de Masson. Aumento de 110x em A e B e aumento de 220x em C e D.
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Figurald. Fotomicrografias da regido da interface entre o implante de membrana de politetrafluoretileno
expandido (PTFEe) e o hospedeiro. Observar a membrana de PTFEe com infiltracdo tecidual (setas pretas).
Observar também presenca de fibras de colageno dentro da membrana (setas brancas). Coloracdo em A e C;
hematoxilina e eosina. Em B e D; Tricromico de Masson. Aumento de 110x em A e B e aumento de 220 x

em CeD.
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Oficio n® 02/07 Recife, 01 de margo de 2007

Da Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Suyiene Cordeiro Falcido

Departamento de Cirurgia — Nucleo de Cirurgia Experimental - UFPE
Processo n® 007978/2005-37

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pemambuco (CEEA-UFPE) avaliaram a resposta de
V. Sa. referente ao primeiro parecer da CEEA sobre o projeto de pesquisa intitulado
“MEMBRANA DE CELULOSE MICROBIANA E DE POLITETRAFLUORETILENO (pptfe)
USADAS COMO IMPLANTE NA RECONSTRUCAO DE DEFEITOS MUSCULO-
APONEUROTICO AGUDO PRODUZIDO NA PAREDE ABDOMINAL DE RATOS. ESTUDO
COMPARATIVO”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s3o adotadas como critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 -
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.

Atenciosamente,
i&' Zu/v(, ( sin fwéwvv
Prof, Silene Cameiro do Nascimento
Presidente CEEA

UFPE

CCB: Integrar para desenvolver





