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RESUMO

Neste estudo foi implantado um retalho de biomembrana de latex natural em substitui¢cdo a um fragmento
da parede de estdmago de coelhos albinos, raca Nova Zelandia, adultos, machos ndo castrados (n=12),
com o intuito de avaliar o processo de reparagdo tecidual no que se refere & biocompatibilidade, a
capacidade de reparacéo tecidual e a possiveis complicagfes. Aos 15, 30 e 60 dias de pds-operatorio, 0s
animais foram sacrificados, mediante o emprego de tiopental sédico (200mg kg-1), para posterior
avaliacdo macroscopica e analise histopatoldgica da interface do implante com o tecido nativo.
Macroscopicamente, aos 15, 30 e 60 dias de pds-operatdrio observou-se presenca de aderéncias na face
serosa. Aos 60 dias de pds-operatério, em todos 0s animais avaliados, a biomembrana ndo foi encontrada.
Sob microscopia de luz, aos 15 e 30 dias, verificaram-se descontinuidade das camadas muscular e
mucosa, presenca de infiltrado inflamatorio polimorfonuclear. Foram visualizados vasos sanguineos e
fibras musculares. Aos 60 dias, as camadas mucosa, muscular estavam completamente reconstituidas. O
implante foi biocompativel e forneceu arcabougo para orientacdo e desenvolvimento das camadas
teciduais do estdbmago, mediante processos de reparagdo, restabelecendo a estrutura do érgao.
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ABSTRACT

In this study, biomembrane of natural latex was utilized to replace a section of the stomach wall of New
Zealand rabbits, adult and non-castrated males (n=12), in order to evaluate the tissue repair process in
regards to its biocompatility, scar formation ability and possible complications. The animals were
euthanized at fifteen, 30 and 60 days post operation, by use of sodium thiopental (200mg kg-1), followed
by macroscopic and histopathological analysis of the implant interface with the native tissue.
Macroscopically, at fifteen, 30, and 60 days post operation adherence was observed in the serosal wall.
At 60 days post operation, the biomembrane is not in the stomach. Under light microscopy, at fifteen and
30 days, discontinuity of muscle layer and mucosa layer, and presence of polimorfonuclear population of
inflammatory cells was observed. New vessels and muscle fibers were observed. At 60 days, the mucosa
and muscle layers were complete reconstituted. The implants were biocompatible and had provided the
mainframe for orientation and development of the tissue layers through repairing processes, thus
reestablishing the organ structure.
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INTRODUCAO

A utilizagdo de membranas biol6gicas em
Medicina Veterinaria como implantes na
substituicdo parcial e reconstrugdo de tecidos
teve inicio com o trabalho de Pigossi (1967), que
trabalhou experimentalmente com dura-mater
homdloga de cées conservada em glicerina. A
biomembrana de latex natural é extraida da
Haevea brasiliensis, arvore popularmente
conhecida como seringueira, e processada
através de uma técnica de vulcanizacdo diferente
da convencional (Mrué, 1996; Mrué et al., 2004).
Por ser de origem vegetal, esta ndo apresenta
potencial de transmissdo de doengas ao recepto
(Pinho et al., 2004). Dentre os principios do
emprego de membranas originarias de diferentes
espécies animais, assim como de implantes
sintéticos, salienta-se a caracteristica de fornecer
arcabouco para orientacdo e desenvolvimento de
novos tecidos, mediante processos de reparacdo
que restabelecam a estrutura e a funcéo do érgdo
atingido (Batista et al., 1996), além de permitir
aderéncia celular e estimular os varios tipos
celulares, especialmente os polimorfonucleares
envolvidos nos processos de cicatrizacdo de
feridas (Sousa et al., 2007). Dessa forma,
objetivou-se avaliar o processo de reparacdo
tecidual da Biomembrana quando implantada em
substituicdo aos fragmentos da parede do
estbmago em leporinos, avaliando-se a
biocompatibilidade, capacidade de cicatrizagdo e
possiveis complicacoes.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 coelhos albinos, raca Nova
Zelandia, adultos, machos ndo castrados e com
peso entre 2 e 2,5kg, que foram mantidos em
gaiolas individuais, de dimensBes de 80 x 50 x
35cm, localizadas no Biotério do Departamento
de Morfologia e Fisiologia Animal da FCAVJ-
UNESP, e receberam ragdo comercial, prépria
para a espécie, e 4gua a vontade.

Para realizacdo da técnica, posteriormente ao
jejum alimentar e hidrico de 12 e 4 horas,
respectivamente, cada coelho foi submetido a
medicacdo pré-anestésica com acepromazina 1%
(1mg/kg) e butorfanol (1mg/kg), ambos por meio
da via intramuscular (IM). Em seguida, a
inducdo anestésica foi conduzida com a
associacdo comercial de tiletamina e zolazepam
(Zoletil®, Virbac), na dose de 10mg/kg via
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intravenosa (IV), e mantida mediante emprego
do anestésico volatil halotano, por meio de
mascara conectada a um circuito semifechado.
Com o animal posicionado em decubito dorsal,
foi realizada a tricotomia da regido abdominal,
seguida de antissepsia com iodopovidona
degermante, alcool e iodopovidona. Durante o
periodo transcirdrgico, realizou-se uma incisdo
pré-umbilical sobre a linha média ventral do
abddmen, divulséo do tecido subcuténeo,
abertura, em estocada, da musculatura abdominal
sobre a linha alba, com seu posterior
prolongamento cranial e caudal. Localizando-se
0 estdmago, este foi isolado do restante da
cavidade com compressas Umidas. Foram
colocados dois pontos de reparo na extremidade
cranial e dois na extremidade caudal do plano a
ser incisado, para auxiliar e facilitar a
manipulagdo do 6rgédo (Stone, 1996), e, do ponto
médio entre a curvatura maior e menor, no local
de menor irrigacdo visceral, retirou-se um
fragmento de 1,5cm x 1,5¢cm, o qual se substituiu
pela Biomembrana, de mesma dimensédo
(Fig. 1). Para fixacdo do implante ao ¢érgao,
utilizou-se sutura com fio absorvivel sintético
multifilamentar (Poliglactina 910) 5-0 em unico
plano. Fundamentado em Kropp (1998) e
Nuininga et al. (2004), ao redor da interface do
implante com o tecido nativo, foram fixados,
transpassando as camadas seromuscular, quatro
pontos simples e separados, com fio inabsorvivel
sintético monofilamentar (nailon) 3-0, para a
identificacdo futura da regido do implante.

No periodo pds-operatorio, foram instituidas as
terapias antimicrobiana, com sulfa-trimetoprim
(15mg/kg), via oral (VO), a cada 12 horas,
durante sete dias consecutivos, e anti-
inflamatoria, com flunexina-meglumina (1mg
/kg), via subcutanea (SC), a cada 24 horas, por
trés dias. Durante os sete dias subsequentes ao
procedimento cirdrgico, avaliou-se clinicamente
cada animal quanto ao aspecto da ferida
cirlrgica, ao estado geral e ao aspecto da urina e
das fezes e foi aferida a temperatura retal. Para
serem efetuadas as avaliagGes macroscopica e
histopatolégica, nos tempos de 15, 30 e 60 dias
poés-operatérios, em cada um desses periodos,
quatro coelhos foram submetidos a eutanasia
utilizando-se tiopental sédico (200mg/ kg) por
via IV. Na avaliagdo macroscopica, investigou-se
a regido do implante quanto as seguintes
ocorréncias: aderéncias de o6rgdos, falha no
enxerto, necrose, fistula, inflamacdo local,
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presenca de liquidos na cavidade. Apds avaliacdo
macroscopica, fragmentos de aproximadamente
1cm? que continham a interface implante e
tecido nativo, foram excisados, fixados em
solucdo tamponada de formol a 10% e
encaminhados ao Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal da FCAVJ-UNESP para
preparo histopatoldgico de rotina, com incluséo
em parafina e coloragdo com Hematoxilina e
Eosina (HE) e Tricrdbmico de Masson (TM). A
pesquisa desenvolvida foi previamente aprovada
pela Comissdo de Etica e Bem-Estar Animal
(CEBEA) da FCAVJUNESP, sob protocolo n°
009819-07, de acordo com os Principios Eticos
na Experimentacdo Animal, adotado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a avaliacdo clinica diéria, ndo se
constataram alteracGes dignas de nota quanto ao
estado geral dos animais, tampouco quanto ao
aspecto da urina e das fezes. Esses achados
assemelham-se as constatacfes de Sader et al.
(2000), ap6s implante de biomembrana de latex
natural em pericardio de cdes. No presente
estudo, em decorréncia do emprego da
biomembrana, assim como no experimento de la
Fuente et al. (2003), ndo ocorreu nenhum caso de
obito.

Zimmermann e Raiser (2007) afirmaram que
membranas de latex ocasionavam resposta
imunoldgica local e rejeicdo quando empregadas
em coelhos, uma vez que, sob avaliagcdes
histopatolégicas, identificaram marcante
presenca de eosinofilos ao redor dos implantes,
contraindicando, assim, o uso desse material
nessa espécie animal. No entanto, nesta pesquisa,
conquanto tenha se observado intenso infiltrado
inflamatério de células, que a priori pareciam
eosindfilos, constatou-se, por meio de
mensuracles, que esses tipos celulares tratavam-
se de pseudoeosindfilos (Banks, 1992), ndo
caracterizando a ocorréncia de  reacdo
imunogénica ao material implantado.

Observacbes semelhantes quanto a ndo
ocorréncia de reacdo imunogénica ao material
implantado também foram exaradas por Potério-
Filho et al. (1999) ao empregarem o
biocomposito de latex no tratamento clinico de
pacientes portadores de Ulceras de membros
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posteriores, e também por Oliveira et al. (2007)
ao utilizarem a biomembrana na substituicdo de
fragmento da parede de bexiga em coelhos.

Embora a ocorréncia de deiscéncias de sutura
tenha sido constatada em ratos, nos quais o dreno
de penrose fora utilizado nas anastomoses
esofagogastricas (Cui et al., 2000), e também na
mesma espécie, na recuperacdo de defeitos
abdominais iatrogénicos através do uso de
biomembrana (Paulo et al., 2005), em nenhum
dos animais deste experimento tal fato foi
observado.

Também n&o se notaram sinais macroscopicos de
rejeicdo ou falha no implante, e, além disso, ndo
foram verificados presenca de muco, sinais de
necrose, fistula, inflamacdo e liquidos nas
cavidades (Smyrnis, 1982; Soares et al., 1996;
Oh et al., 2002; Kung, 2002; de la FUENTE et
al., 2003). Todavia, houve relato da ocorréncia
de fistula mediante emprego da biomembrana de
latex natural na herniorrafia perineal em um cédo
(Paulo et al., 2005).

Em todos os animais avaliados, notou-se a
ocorréncia de aderéncias da area do implante
com as seguintes estruturas: omento (todos os
tempos), peritdnio parietal da parede ventral do
abdémen (todos os tempos), algas intestinais (15
e 30 dias de pds-operatério), figado (15 e 30 dias
de pos-operatério) e baco (15 e 30 dias de pos-
operatério (Fig. 2A), achados estes que se
assemelham, em parte, as descri¢des de Hori et
al. (2001), em que encontraram aderéncia, entre
0 estbmago e 0 omento, em cdes nos quais
realizaram implante de esponja de colégeno
nesse Orgdo. As aderéncias pdés-cirirgicas que
ocorrem sdo decorrentes de baixa atividade
fibrinolitica no local da lesdo cirlrgica,
favorecendo o acumulo de matriz de fibrina e,
consequentemente, uma fibroproliferacéo, que se
caracteriza por adesdo (Liakakos et al., 2001).
Em contrapartida, em apenas um animal do
grupo, aos 30 dias de pos-operatorio, ndo foram
encontradas aderéncias do estbmago com
nenhuma estrutura, observacdo esta que
corrobora 0s achados de Smyrnis (1982) ao
utilizar “dracon patch” em estomago de coelhos.
Estd também de acordo com as observacBes
relativas a utilizacdo da biomembrana de latex
natural em substituicdo a fragmento de pericardio
em cées (Sader et al., 2000); com as descri¢des
de Mente e Ceneviva (2001), quando da
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aplicacdo de latex no subcutdneo de ratos
normais e diabéticos; e ainda com os relatos
sobre o emprego da biomembrana como implante
conjuntival (Pinho et al., 2004). Aos 60 dias de
observacdo, a biomembrana ndo foi encontrada,
nem na parede nem sequer no limen do
estbmago. Embora também ndo se tenha
verificado a presenca dessa estrutura nas fezes

dos coelhos (Fig. 2B), acredita-se que tal
ocorréncia assemelhe-se as de Mrué (1996), que
detectou o biocompdsito nas fezes dos cées, apos
dez dias da esofagoplastia, e as observagdes de
Paulo et al. (2005), que verificaram a eliminacéo
do biopolimero, em média, aos 13,8 dias ap0s
sua implantacdo na parede abdominal ventral de
ratos.

Figura 1. Fotografia do estdbmago de um coelho, macho, adulto, de raca Nova Zelandia. Em periodo
transoperatdrio, em que se verifica o implante de biomembrana (BM) totalmente fixado a parede do
estbmago.

A
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Figura 2. Fotografia da regido ventral interna do estdmago: Em A, aos 15 dias de pds-operatério, em que
se observam aderéncias da area do implante (retangulo) com o periténio parietal da parede ventral do
abdémen (seta), alcas intestinais (a), figado (F) e bago (b); e em B, aos 60 dias de p6s-operatdrio, em que
se notam a area do implante totalmente integrado a parede do estdmago e aderéncia ao omento
(quadrado).
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Na analise histopatologica da interface do
implante com o tecido nativo dos coelhos
submetidos a eutandsia aos 15 dias de
pos-operatério, observou-se descontinuidade da
camada muscular e mucosa (Fig. 3A), achados
que se assemelham as descricdes de Soares
et al. (1996), quando realizaram anastomoses
esofagogastricas em cdes; as de Sader et al.
(2000), ao utilizarem o biopolimero em
pericardio de cdes; as de Hori et al. (2001), apds
implantarem esponja de colageno em estdbmago
de coelhos; as de Mente e Ceneviva (2001), no
implante de latex em subcutdneo de ratos
normais e diabéticos; as de Oh et al. (2002), na
utilizacdo de PDX em estdmago de cées; também
as descricdes de Frade et al. (2002), ao
utilizarem a biomembrana em Ulceras cronicas de
pernas; e aos achados de la Fuente et al. (2003),
ao aplicarem submucosa de intestino delgado de
suinos em estdbmago de ratos. De outra forma,
estes achados diferem dos registros de Smyrnis
(1982), que constatou completa regeneragdo da
mucosa e serosa apés 15 dias de po6s-operatorio
em estomago de coelhos com o uso de “dracon
patch”; de Mrué (1996), que verificou a
formacdo de todas as camadas esofagicas, em
cdes, apos dez dias de implante da biomembrana
como substituta parcial desse érgdo; e de Pinho
et al. (2004), que notaram epitelizacdo
conjuntival apds cinco dias de implantagdo desse
biocomposito na conjuntiva de coelhos. Aos
quinze dias de pds-operat6rio, observou-se a
presenca de infiltrado inflamat6rio constituido
por células polimorfonucleares (PMN) e
mononucleares (MN), resultados estes que estdo
de acordo com as descri¢cdes de Sader et al.
(2000), que implantaram o biopolimero de latex
na substituicdo parcial de segmento de pericéardio
em caes; assemelham-se as constatagdes de
Rabelo et al. (2005), ao utilizarem biopolimero
de latex, em hérnias umbilicais de bovinos
leiteiros; e coincidem, em parte, as descri¢des de
Soares et al. (1996), ao realizarem em cdes
anastomoses esofagogastricas utilizando anel
biofragmentavel, além de sutura por invaginacao,
pois esses autores observaram a predominéncia
de polimorfonucleares. Essas constatacdes
sugerem a evolugdo do processo de reparacdo
tecidual, caracterizado, nesse periodo, pelas fases
de debridamento e proliferagdo (Ringler, 2000).
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Nas amostras referentes aos implantes de
biomembrana, dos coelhos eutanasiados aos 30
dias de pds-operatdrio, observadas a microscopia
de luz, verificou-se descontinuidade das camadas
mucosa e muscular (Oh et al., 2002; Frade et al.,
2002; de la Fuente et al., 2003). Ja para de
Smyrnis (1982) ocorreu completa regeneragdo da
mucosa e serosa, apos 15 dias de pos-operatorio,
em estdbmago de coelhos, com o uso de “dracon
patch”, e Soares et al. (1996) observaram
completa  reepitelizacdo em  anastomoses
esofagogastricas de cdes, aos 30 dias de pos-
operatorio. Também discordam dos achados de
Mrué (1996), que verificou a formagdo de todas
as camadas esofagicas, em cées, ap6s dez dias de
implante da biomembrana como substituta
parcial desse 6rgdo. Diferem ainda dos relatos de
Hori et al. (2001), ao notarem regeneracdo da
parede do estdmago aos 28 dias de pds-
operatorio, quando da utilizacdo de esponja de
coladgeno em cées; de Mente e Ceneviva (2001),
que, em implante de latex no subcutaneo de ratos
normais e diabéticos, observaram epitelizacdo
aos 21 dias de pos-operatério; e de Pinho et al.
(2004), ao notarem epitelizacdo conjuntival apos
cinco dias de implantacdo desse biocomposito na
conjuntiva de coelhos. Ainda aos 30 dias de pos-
operatério, observou-se infiltrado inflamatério
mononuclear e polimorfonuclear (Hori et al.,
2001, Mente e Ceneviva, 2001; Rabelo et al.,
2005) (Fig. 3B). Entretanto, tais verificaces
diferem das constatagdes de Soares et al. (1996),
que ndo verificaram infiltrado inflamatério aos
30 dias de pos-operatério ao realizarem
anastomoses esofagogastricas em caes.

Aos 60 dias de pds-operatdrio, verificou-se nos
animais estudados que a parede do estdbmago, no
local do implante, estava continua, com todas as
camadas reconstituidas, composta, a partir do
limen, pelas seguintes camadas: mucosa,
submucosa, muscular e serosa (Fig. 3C), de
acordo com as descri¢cGes sobre a estruturacdo
tecidual gastrica normal, pelos tratados classicos
de anatomia e histologia (Junqueira & Carneiro,
2004), embora nas amostras em questéo tenha se
observado discreto infiltrado inflamatdrio
mononuclear (MN) (Fig. 3D) ao se comparar
com as observacfes dos periodos anteriores,
achados estes que se assemelham as descricdes
de Rabelo et al. (2005).
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Figura 3. Fotomicrografias da regido 0s, adultos, da raca Nova Zelandia
Branco: Em A, aos 15 dias de pds-operatério, em que se notam descontinuidade (circulo) da camada
muscular (MU), mucosa neoformada e hiperplasica (M). Serosa (SE). Submucosa (S). Os tragos estdo
delimitando cada camada do estdmago (Paraplast, TM, 10X). Em B, aos 30 dias de pds-operatério, em
que se nota infiltrado inflamatério polimorfonuclear, representado por pseudoeosinéfilos (setas
vermelhas) e mononuclear, representado por linfécitos (setas pretas) (Paraplast, TM, 40X). Em C, aos 60
dias de pos-operatdrio, em que se observou infiltrado inflamatério mononuclear difuso em submucosa
(retdngulo), representado por linfécitos (setas) (Paraplast, HE, 10X). Em D, aos 60 dias de pds-operatdrio,
em que se observou que as camadas mucosa (M), muscular interna (MUi) e externa (MUe) apresentaram-
se completamente formadas. Camada serosa (SE) (Paraplast, TM, 10X).

Vale ressaltar que se constatou, em todos os
tempos avaliados de pds-operatdrio, presenca de
neovascularizagdo, fato que também foi
observado em outras aplicagdes, sejam elas
clinicas ou cirlrgicas, da biomembrana de latex
natural (Mrué, 1996; Potério-Filho et al., 1999;
Sader et al., 2000; Oliveira et al., 2003; Pinho et
al., 2004; Paulo et al., 2005; Rabelo et al., 2005;
Sousa et al., 2007). Essas observagdes sugerem a
evolucdo do processo de reparacdo tecidual,
caracterizado, nesse periodo, pelo inicio da fase
de remodelacdo, que pode perdurar por meses e
até um ano (Ringler, 2000).
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CONCLUSOES

Mediante os resultados obtidos, acredita-se poder
concluir que a biomembrana de latex natural
forneceu arcabouco para orientacdo e
desenvolvimento de todas as camadas do
estdbmago, por meio de processos de reparagdo,
restabelecendo, aos 60 de pds-operatdrio, o0s
tecidos que comp8em o 0rgdo, evitando também
0 escape de conteido estomacal para a cavidade.
Associado a isso, 0s implantes foram
biocompativeis, uma vez que ndo induziram a
reacdo imunoldgica de rejeicao.
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