10

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

UNIFAL-MG

PABLO GOMES FERREIRA

AVALIACAO DO EFEITO DA MEMBRANA DE LATEX DE Hevea brasiliensis NO

REPARO DE DEFEITO DA PAREDE ABDOMINAL DE RATO

ALFENAS-MG

2007



PABLO GOMES

11

FERREIRA

AVALIACAO DO EFEITO DA MEMBRANA DE LATEX DE Hevea brasiliensis NO

REPARO DE DEFEITO DA PAREDE ABDOMINAL DE RATO

Dissertacao apresentada ao
Programa de Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas da UNIFAL-MG, como
parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de mestre.

Orientadora Profa. Dra. Cibele

Marli Cacao Paiva Gouvéa.

ALFENAS-MG

2007



12

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS — UNIFAL/MG

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO

A comissdo examinadora, abaixo-assinada, aprova a dissertacado
"AVALIACAO DO EFEITO DA MEMBRANA DE LATEX DE Hevea brasiliensis
NO REPARO DE DEFEITO DA PAREDE ABDOMINAL DE RATQ", elaborada
por Pablo Gomes Ferreira, como requisito parcial para conclusao do Curso de
Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas.

Banca examinadora:

Prof2. Dr2. Cibele Marli Cagao Paiva Gouvéa - Orientadora UNIFAL/MG

Prof?. Dr2. Heloisa Sobreiro Selistre de Araujo - UFSCar

Prof. Dr. Jodo Evangelista Fiorine - UNIFENAS

Alfenas, 15 de fevereiro de 2007.



13

Aos meus pais com quem aprendi que € preciso ter sonhos,
acreditar neles e ter coragem suficiente para realiza-los, bem

como todo amor e carinho sempre oferecidos a mim.



14

A minha irma por todo o apoio e amor sempre presentes na

minha caminhada.

Aos meus familiares e amigos pelo constante incentivo.



15

A Profa. Dra. Cibele pela orientacdo e amizade que significam
muito para mim, além dos ensinamentos que sé um grande
mestre é capaz de dar e ao qual levarei sempre iluminando

minha jornada.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra Cibele Marli Cacédo Paiva Gouvéa, pela orientacéo, dedicacéo,

paciéncia e respeito na elaboragao deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Renato Miranda de Melo, pelo auxilio na aplicacéo e execugao

dos experimentos.

Ao Prof. Dr. Luiz Carlos Uchba Junqueira pelo apoio e paciéncia de nos

receber em sua residéncia dando sempre valiosas diretrizes.

E a todos que contribuiram na elaboragao deste trabalho.

16



SUMARIO
RESUMO
ABSTRACT
LISTA DE ABREVIATURAS
L INTRODUGAO. ...ttt 10
2 JUSTIFICATIVA .ottt sttt ettt sttt et esaeeteeneeeneeennes 11
B OBIETIVO ..ttt ettt ettt ettt ettt e s st e b e essesstenseessaessenseensesnsenseeennes 12
4 REVISAO DE LITERATURAL....c.couttiiirireiineienieieneiesise st seesssenes 13
4.1 Membrana de [ateX Natural............coceiiiiiiiiinieiieeeeee e 13
4.2 HErnia MCISIONAL.......eiiuiiiiiiiiiieiie ettt ettt ettt e e et e e et e e e eeeeeas 8
4.3 Reparo da hérnia inCiS10Nal...........oocuiiiiiiiiiiiiiie et 10
4.3 Cicatrizag@o teCidUAL........ceeiviuiiiiiiiicie e 12
5 MATERIAL E METODOS........ciiumiiieeineiimeieesisesesessssessssesssasssss s essss s ssssssessnenes 17
5.1 Modelo eXperimental...........cccuvieiiieeiiieeiiie et eeee et e sae e e e ee e e e enraraeeeeanes 17
5.2 Procedimento cirargico para producdo do defeito na parede abdominal....................... 17
5.3 Analise MOTTOIOZICA. .. .ccuiiiieeiiieiieeie ettt ettt e et e et e e eeeees 18
5.4 Extracao de proteinas € eletroforese. ........cuevvuierieeiieriiiciieiiece et 19
5.5 WEStern DIOLHING .....vveeeiiieiiieeciie ettt et e e tee e et e e s ta e e ssbeaesssaeeeennnanaaeeeans 19
5.6 ANALISE STATISTICA. . eeveiiiiiiiieeiiet ettt ettt ettt et e et e st e bt e e et e e eaee 20
6 RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt ettt e s 21
6.1 Desenvolvimento da Hérnia Incisional............cccooieiiriiniiiinieniecceeee e 21
6.2 ANAlISE MOTTOLOZICA. .....viiiiiiieeiie ettt ae e e e e st e e s taeesssaeeeennsaaaeaeeens 22
6.2.1 ANALISE MACTOSCOPICA. 1uvvieutieieieiieeiteetee ettt et et e et e stteebeestteenbeesteesabeesseeeaseeseesaseennees 22
6.2.2 ANALiSE RIOTOIOZICA. ....eeuiieiieiieeiie ettt ettt et et e e e e saeenseenees 22
6.3 WESLEIN DIOTHNG ..c.vviiiieeiiieiieeie ettt ettt ettt et e et et e et e e ssaeesseesaaeenseeeensseeeennneas 26
T DISCUSSAO. ...ttt sttt 28
8 CONCLUSAD. ...ttt n et n st nsenanansns 33

9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... es s 34

17



18

RESUMO

A hérnia incisional (HI) ¢ uma das complicagdes tardias das laparotomias, podendo
acometer até 20% dos pacientes operados. A utilizacdo de proteses representou um avango
sem precedentes no reparo da HI. Contudo, ndo hd ainda tratamento ideal para o reparo e
prevencdo desse mal. A membrana de latex da seringueira demonstrou atividade cicatrizante e
angiogénica em estudos in vitro e in vivo. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
da membrana de latex sobre o reparo da parede abdominal lesada de ratos. Foram utilizados
ratos machos Wistar com peso de 340 + 20 g, nos quais foi induzido um defeito na parede
abdominal de 1 x 2 cm, tendo a linha alba ao centro. Os animais foram divididos em dois
grupos experimentais: Controle (sem reparo) e Latex (reparo com a membrana) e submetidos
a eutanasia aos 3, 5, 7 e 28 dias apds a indugdo do defeito. Os fragmentos da parede
abdominal foram retirados, divididos em duas partes e utilizados para andlise histologica e
bioquimica. A andlise histologica revelou que o latex induziu a proliferagdo de vasos
sangiliineos, o aumento de fibras musculares novas e a regeneracdo tecidual. Observou-se
ainda o aumento da densidade de fibroblastos e deposicdo de coldgeno, o que ¢ importante
para determinar o aumento da resisténcia a forgas tensoras no tecido cicatricial, evitando a
deiscéncia da ferida e a instalagdo da HI. Houve aumento gradual de deposi¢do e organizacao
das fibras coldgenas durante o periodo de estudo. O latex induziu ainda a expressdo dos
fatores de crescimento celular, FGF-2 ¢ TGF[3; a diminuigdo da expressdo de IGF ¢ PDGF e
ndo alterou a expressdo de TGFa. A regeneracdo tecidual requer a influéncia de fatores de
crescimento celular e uma seqiiéncia de eventos celulares, que resultam na regulacao celular,
com proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo. Assim, a modulacdo de fatores de
crescimento pela membrana de latex, parece ter contribuido positivamente para a regeneracao
do defeito da parede abdominal. Conclui-se que a membrana de latex da seringueira, quando
usada para reconstru¢do da parede abdominal de ratos, permite a regeneragdo tecidual, a
formagdo de tecido conjuntivo fibroso de reparagdo, podendo ser utilizada efetivamente na
hernioplastia.

Palavras chave: Biomembrana de latex; Cicatrizacdo; Extrato vegetal, Hérnia incisional,
Regeneracao tecidual.
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ABSTRACT

The incisional hernia (IH) formation is one complication after abdominal surgery,
affecting up to 20% of the reoperated patients. The use of prosthesis increased the repair of
IH, however there is not yet an ideal treatment to repair or prevent the IH. The latex
membrane from rubber tree has demonstrated to be cicatrizing and angiogenic, both in in
vitro and in vivo studies. The aim of this work was to evaluate the effect of the latex
membrane on the repair of the injuried abdominal wall of rats. Male Wistar rats with 340 + 20
g were used and it was induced an abdominal wall defect with 1 x 2 cm and the alba line at
the centre. The animals were divided into two experimental groups: Control (without repair)
and Latex (with membrane repair) and were euthanized at 3, 5, 7 e 28 days after the defect
induction. The abdominal wall fragments were removed, divided into two parts and used for
histological and biochemical analysis. The histological analysis revealed that the latex
membrane induced blood vessels proliferation, new muscle fiber formation and tissue
regeneration. It was also observed a fibroblast density and collagen deposition increasing that
is important to increase the resistance to tension forces and prevent the incision dehisce and
IH formation. There was also a gradual increasing on the deposition and organization of
collagen fibers during the experiment. The latex membrane induced the expression of cellular
growth factors, FGF-2 and TGF[3; decreased the expression of IGF and PDGF and did not
alter the TGFa expression. Tissue regeneration requires the influence of growth factors in a
sequence of cellular events that results on the cell regulation, proliferation, surviving and
differentiation. The modulation of growth factor by the latex membrane may have contributed
positively to the abdominal wall defect regeneration. It can be concluded that the latex
membrane from rubber tree, when used to reconstruct the rat abdominal wall, allows tissue
regeneration, fiber connective tissue formation and may be used effectively in hernioplasty.

Keywords: Latex biomembrane; Cicatrization; Vegetal extract; Incisional hernia; Tissue
regeneration.
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1 INTRODUCAO

A membrana de latex extraido da seringueira foi desenvolvida no Laboratério de
Neuroquimica do Departamento de Bioquimica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sdo Paulo em 1994 e desde entdo tem sido estudada como substituto de
vasos, esdfago, pericardio e no reparo de ulceras cutaneas. Esta membrana se mostrou
biocompativel e angiogénica, estimulando a regeneracdo tecidual. Contudo, ainda ndo esta
bem estabelecido se a membrana de latex ¢ eficiente no reparo da parede abdominal.

As lesdes da parede abdominal podem levar a hérnia incisional (HI), que é uma das
complicagdes tardias das laparotomias, podendo acometer at¢ 20% dos pacientes operados.
Em geral, ¢ detectada no decorrer do primeiro ano apds a cirurgia, mesmo depois da aparente
consolidagdo da ferida abdominal. Ela ocorre pelo afastamento progressivo das bordas
musculo-aponeuroticas, mantendo-se integros a pele, as fascias musculares e o peritonio
parietal que, juntos, compdem o saco hernidrio. Para dentro deste, migra o conteudo
abdominal, durante os esforgos fisicos ou quando o paciente assume a posi¢do ortostatica,
provocando o abaulamento da cicatriz. Além de desconfortavel e antiestética, a HI predispde a
outras patologias. Apds o reparo de uma HI, quando se faz apenas a aproximacao das bordas
do anel herniario, com suturas, de 25 a 50% dos pacientes podem apresentar recidiva. Nos
casos mais complexos, sdo necessdrias re-operacdes programadas, associadas ao uso de
antimicrobianos e de fisioterapia respiratdria adjuvante, hospitalizagdes prolongadas, muitas
vezes sob cuidados intensivos.

O reparo da HI com a utilizagdo de proteses, sob a forma de malhas ou telas, reduz a
taxa de recidiva, mas traz também complicagdes, muitas delas graves e de dificil tratamento.
Isso tem motivado a investigacdo de materiais menos reativos, especialmente de origem

biologica, para serem utilizados no tratamento da HI.
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2 JUSTIFICATIVA

A membrana de latex da seringueira possui efeito angiogénico e demonstrou estimular
a regeneracao tecidual, entretanto, o seu efeito sobre a regeneracdo da parede abdominal ainda
ndo estd bem esclarecido. O defeito da parede abdominal leva ao desenvolvimento da hérnia
incisional (HI). A HI acomete muitas pessoas submetidas a cirurgia abdominal e, até o
momento, o tratamento para esse mal ¢ apenas cirtirgico. Contudo, o reparo definitivo da HI
ainda ndo estd estabelecido, mesmo com o uso de proteses, a taxa de complicagdes com os
métodos atuais de reparo permanece expressiva, afastando os pacientes de suas atividades
habituais. Desta forma, ha a necessidade de estudos sobre métodos e técnicas que possam
contribuir para o tratamento e a prevencao da HI.

Tendo em vista que a membrana de latex natural apresenta atividade estimuladora da
regeneracgdo tecidual, os resultados do presente trabalho poderdo contribuir para determinar se
esta membrana pode ser utilizada como tratamento auxiliar no reparo da HI, bem como servir
para embasar protocolos mais eficientes para o tratamento clinico. E importante destacar que
o latex ¢ de origem vegetal, constituindo-se de matéria-prima nacional e de baixo custo, sem

risco de transmissdo de patégenos e com grande potencial de aplicabilidade clinico-social.
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3 OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da membrana de latex sobre o reparo
da parede abdominal lesada de ratos.

Os objetivos especificos do trabalho foram:

2.1 Induzir um defeito padronizado na parede abdominal de rato;

2.2 Avaliar a cicatrizagdo da parede abdominal lesada apds tratamento com a
membrana de latex;

2.3 Verificar se a membrana de latex induz a angiogénese;

2.4 Determinar se a membrana de latex modula a expressao de fatores de crescimento

celular FGF, TGF[, IGF, PDGF e TGFa.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Membrana de latex natural

A seringueira pertence ao género Hevea (Euphorbiaceae), com 11 espécies, das quais
Hevea brasiliensis (Wildd. ex. Adr. de Juss) Miiell. Arg. é a mais produtiva e plantada
comercialmente, com superior qualidade de latex.

O género Hevea ¢ originario da regido amazonica (latitudes 7°N a 15°S), sendo que a
area de plantios comerciais de H. brasiliensis compreende de 24°N (China) até 25°S (Sao
Paulo, Brasil). E uma arvore de habito ereto, podendo atingir 30 m de altura total sob
condigdes favoraveis, iniciando aos 4 anos a produgdo de sementes e aos 6-7 anos (quando
propagada por enxertia) a producdo de latex (borracha). Esta pode se prolongar por 30-35
anos, com aproveitamento de madeira para processamento mecéanico e energia (galhos), ao
final deste periodo. A seringueira desenvolve-se bem em solos de textura leve, profundos e
bem drenados, ligeiramente acidos (pH 4,5-5,5), em altitudes até 600 m.

A borracha natural ¢ uma matéria prima estratégica, formando com o ago e o petroleo
um dos alicerces industriais da humanidade. Cerca de 80% da produgdo mundial ¢
proveniente de pequenas propriedades rurais do sudeste asidtico (Tailandia, Indonésia e
Malasia) e, aproximadamente, 70% da producdo total vai para a industria de pneumaticos. O
Brasil, de primeiro e Unico exportador de borracha natural no inicio do século XX, hoje
importa 63% do seu consumo interno, produzindo 1,36% do total mundial, ocupando a 9*
posi¢do entre os produtores mundiais.

A expansao da area de florestas plantadas de seringueira no Brasil, a partir do seu
habitat amazonico, procurou ocupar as chamadas areas de escape, ou seja, areas sem
problemas com doencas foliares, em especial o mal-das-folhas, causado pelo fungo
Microcyclus ulei (P. Hern v. Arx). No Pais, na area tradicional, atualmente a heveicultura
estende-se pela Amazdnia Tropical Umida, Mato Grosso e Bahia. Em regides ndo
tradicionais, a seringueira ¢ cultivada nos Estados de Goids, Mato Grosso do Sul,
Pernambuco, Maranhdo, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Parana, Minas Gerais e Sao Paulo
(IAPAR, 2006).

Plantios pioneiros de seringueira em Minas Gerais vieram demonstrar que a
heveicultura, considerada restrita as 4reas umidas da Amazdnia, poderia se estender para
regides com regime hidrico caracterizado por um periodo seco definido e com elevado déficit
hidrico. A partir da década de 80, o cultivo de H. brasiliensis entrou em franca expansao no

Estado de Minas Gerais, em regides que por possuirem condigdes edafoclimaticas
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desfavoraveis ao ataque do mal-das-folhas foram consideradas areas de escape. O zoneamento
ecoldgico para a cultura da seringueira no Estado de Minas Gerais apresenta uma grande area
climaticamente favoravel ao desenvolvimento da cultura. No entanto, a heveicultura
efetivamente se expandiu no Tridngulo Mineiro, Zona da Mata, Rio Doce e Alto Sao
Francisco (ORTOLONI, 1985; RUFINO, 1986).

A borracha natural ¢ uma matéria-prima agricola importante, utilizada em industrias
como a pneumatica, a de autopecas e de produtos bélicos. E utilizada também em artefatos
leves como luvas cirargicas, preservativos, chupetas, solados e couro vegetal e, recentemente,
como biomaterial para aplicagdo médica (THOMAZINI et al., 1997; FRADE et al., 2001;
IAPAR, 2006). Desde 1994, o latex extraido da seringueira Hevea brasiliensis vem sendo
pesquisado no Departamento de Bioquimica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sao Paulo. Uma biomembrana tem sido produzida pela polimerizacdo do
poliisopreno endogeno, presente na emulsdo aquosa lactea da seringueira, por evaporagdo a
baixa temperatura, preservando a conformacao terciaria das proteinas presentes no latex. Os
cuidados especiais tomados na polimeriza¢do fazem com que a biomembrana adquira uma
microarquitetura particular, com uma superficie natural, que permite a aderéncia celular e
estimula varios tipos celulares, especialmente, os polimorfonucleares. Esta biomembrana
pode ser produzida na forma laminar ou em varios formatos preparados a partir de moldes
especiais na confeccdo de proteses (THOMAZINI et al., 1997, MRUE, 2000, NEVES-
JUNIOR et al., 2006).

Tem sido demonstrado que a membrana de latex ¢ um indutor de cicatrizagdo de
parede esofagica de cdo, lesada experimentalmente, além de produzir um acentuado aumento
na vascularizagdo (neoangiogénese); epitelizacao (epitélio pseudoestratificado); neoformacao
granular submucosa e de fibras musculares (Mrué, 1996). A biocompatibilidade da membrana
de latex foi demonstrada através de implantes in vivo em cdes (LACHAT et al., 1997; MRUE
et al., 2004).

A membrana de latex também se mostrou adequada para a substituicdo parcial do
pericardio de caes, em observagdo de até 345 dias, propiciando a regenera¢do do pericardio
nativo, apos ressec¢do de um retalho eliptico (SADER et al., 2000). Em estudo piloto que
envolveu a aplicagdo da biomembrana em ulcera venosa cronica foram observados sinais
evidentes de estimulo a granulagdo que puderam ser visualizados no paciente, clinica e
histopatologicamente, a partir do 15° dia de tratamento com a biomembrana. Com estes
resultados, ficou evidente o efeito estimulador do latex no reparo tecidual, sobretudo por sua

acdo indutora da angiogénese (FRADE et al., 2001).
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Este biomaterial usado como implante transitério em miringoplastias, melhorou o
processo de revascularizacdo da membrana timpanica remanescente, com fechamento da
mesma em pacientes de 7 a 76 anos (OLIVEIRA et al., 2003) e, ainda, favoreceu a
cicatrizagdo conjuntival e a neoangiogénese em coelhos (PINHO et al., 2004). A utilizagao da
membrana de latex com polilisina a 0,1% na herniorrafia perineal unilateral em um cdo da
raca Poodle, de 10 anos de idade, deixou uma base tecidual que permitiu a corre¢ao do
processo e o biomaterial foi removido aos cinco meses de observacao (PAULO et al., 2005).

Apesar de bem demonstrado o efeito cicatrizante da membrana de latex em varios
tecidos, o seu efeito sobre a correcdo de defeito da parede abdominal ¢ ainda controverso.
Paulo et al. (2005) estudaram o efeito da membrana de latex com e sem polilisina a 0,1% na
reconstru¢do de defeitos iatrogénicos da parede abdominal de ratos. Os autores verificaram
que, apesar da formagdo de tecido conjuntivo fibroso de repara¢do, similarmente ao
observado quando se utiliza a tela de marlex, houve extrusdo da membrana de latex e
deiscéncia das feridas de todos os animais.

Os componentes do latex responsaveis por seu efeito cicatrizante e angiogénico nao
estdo ainda determinados. Mendonga (2004) demonstrou que uma proteina presente no latex
da seringueira é a provavel biomolécula responsavel pela atividade indutora da regeneracao
tecidual. O extrato obtido a partir do latex (soro) da seringueira foi tratado com NH,OH (2 a
7%), submetido a uma primeira etapa de purificagdo em coluna de DEAE-celulose e eluigdo
com tampao bicarbonato de amonio/ cloreto de sodio. Desta cromatografia foram obtidas trés
fragdes que foram dialisadas e liofilizadas. O efeito destas fragdes sobre a permeabilidade
vascular foi realizado pelo teste de Miles, sendo a fracdo I a mais ativa. As fragdes I e II
apresentaram maior atividade indutora de angiogénese. Apds aquecimento e tratamento com
proteases, a amostra perdeu a atividade angiogénica e sobre a permeabilidade vascular.
Assim, o estudo demonstrou que a fragdo I foi angiogénica, induziu o aumento da

permeabilidade vascular e foi quimicamente identificada como sendo protéica.

4.2 Hérnia incisional

A parede abdominal é essencialmente musculo-aponeuroética, revestida, de ambos os
lados, por fascias, tecido adiposo e epitelial, numa configuragdo homologa (espelhada). E
responsavel pela manutencdo da postura, além da contencdo e dindmica viscerais,
envolvendo, sobretudo, os aparelhos: digestivo, geniturinario e respiratorio. Por conter tantos
orgdos e ndo dispor de um arcabouco 6sseo protetor, um grande ntimero de doengas e

traumatismos pode acometer a parede abdominal, do que decorrem inimeras intervengdes
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cirirgicas neste segmento corpdoreo. Muitas sdo as complicagdes decorrentes de uma
laparotomia, entre elas as aderéncias, que podem levar a obstrucdo intestinal e a hérnia
incisional ou eventragio (LAZARO-DA-SILVA ¢ PIMENTA, 2004).

A laparotomia mediana ¢ a que mais freqiientemente se associa a HI, consistindo
mesmo em fator de risco para o desenvolvimento dessa complicagdo tardia
(GRANTCHAROV e ROSENBERG, 2001; ODWYER e COURTNEY, 2003). Com a
incisdo da linha alba, ocorre a desinsercao das aponeuroses dos musculos laterais do abdome
(obliquo externo, obliquo interno e transverso), que ali decussam. Como resultado, as fibras
desses musculos podem sofrer encurtamento, hipotrofia e degeneragdo gordurosa, sendo que
as aponeuroses também podem se retrair, provocando o afastamento dos musculos reto do
abdome (FLAMENT et al., 1995; FLAMENT et al., 1998). Essas alteracdes podem ser
detectadas ja no primeiro més pds-operatorio (POLLOCK e EVANS, 1989). Isso favorece a
protrusdo visceral através do anel hernidrio, assim formado, mediante qualquer esforgo fisico
ou ao ortostatismo. O equilibrio de forcas entre essa tragao lateral e a resisténcia contraposta
pela cicatriz na linha alba ird determinar o tamanho do anel herniario e, conseqiientemente, da
HI (FLAMENT et al., 1998; KORENKOV et al., 2001).

Independente da via de acesso mediana figuram, também, como fatores de risco para o
desenvolvimento da HI, a obesidade (GOLDSTEIN, 2002), as alteragdes metabolicas do
tecido conjuntivo (BOEMI et al., 1999), a infec¢do do sitio cirargico (CASSAR e MUNRO,
2002; MILLIKAN, 2003) e o tabagismo (CANNON e READ, 1981). A pressdo intra-
abdominal, normalmente baixa, contribui muito pouco para a formacdo da HI (FLAMENT et
al., 1998). A deiscéncia total ou completa da ferida abdominal, normalmente seguida de
evisceragcdo, também predispde tais pacientes ao desenvolvimento da HI, mesmo quando a
ressutura ¢ realizada empregando-se os pontos totais (GISLASON e VISTE, 1999).

As repercussoes fisiopatologicas das grandes hérnias vao além de um mero defeito
parietal. O diafragma ndo mais encontra a resisténcia das visceras, que se alojam no saco
herniério (perda de domicilio). Com essa diminui¢do da pressao intra-abdominal, ele diminui
suas incursdes até hipotrofiar-se, o que, aliado ao enfraquecimento irreversivel da parede
abdominal (perda do efeito-prensa), reflete negativamente na mecanica ventilatéria, com
movimentos paradoxais (RIVES et al., 1973). Essa queda pressorica também se faz sentir nas
visceras ocas, nas grandes veias do abdome (porta e cava inferior) e na coluna lombar,
propiciando a constipagdo, a dificuldade de miccdo, a diminui¢cdo do retorno venoso ao
coracdo ¢ as lombalgias. As aderéncias viscero-parietais ao saco herniario colaboram para a

irredutibilidade do conteudo herniado, além de favorecerem a obstru¢ao intestinal. A



28

trombose dos vasos da pele causa as distrofias e mesmo as ulceras cutineas, que ficam
localizadas no apice da eventragdao. A conseqiiéncia dessas alteragdes equivale a incapacidade
profissional, em graus variados, elevando ainda mais o custo social dessa doenca (FLAMENT
et al., 1998).

Estudos de biologia molecular t€ém evidenciado a existéncia de alteracdes no tecido
conjuntivo de pacientes acometidos por HI primaria e, sobretudo, recidivada. Isto se deve a
menor quantidade de coldgeno do tipo I (Coll), em relagdo ao do tipo III (Collll), no tecido
conjuntivo desses pacientes. Essa desproporcdo pode decorrer da destrui¢do aumentada do
primeiro, a partir da ativacdo de metaloproteinases da matriz, ou por aumento andmalo da
expressao génica do Collll (ZHENG et al., 2002). A diminui¢do da sintese local de fatores de
crescimento celular, as alteragdes nas moléculas de adesdo entre os fibroblastos e as fibras
colagenas e de outras moléculas da matriz também j& foram demonstradas (BOEMI et al.,
1999; ROSCH et al., 2003). Isso tem reflexos na resisténcia do conjuntivo como um todo,
especialmente o das aponeuroses, diminuindo a resisténcia a tragcdo e, conseqiientemente, o

poder de sustentagdo ou de contengdo da parede abdominal.

4.3 Reparo da hérnia incisional

Até o momento, ndo had técnica, material de sutura nem protese ideais para a
prevencao e reparo da HI (MILLIKAN, 2003). O tratamento da HI de grandes proporgdes ¢
complexo, uma vez que uma gama de fatores estd envolvida em sua etiopatogenia e
fisiopatologia.

A tentativa de se tratar as HI medianas pela simples aproximac¢do dos musculos retos
do abdome e, conseqiientemente do anel herniario, no plano mediano, resulta em tensdo
excessiva na linha de sutura, o que faz a recidiva atingir niveis inaceitavelmente altos, de até
50% (FLAMENT et al., 1998; LUIJENDIJK et al., 2000, CASSAR ¢ MUNRO, 2002;
O'DWYER e COURTNEY, 2003).

A laparorrafia em bloco, mediante sutura continua a pelo menos 1 cm das bordas, com
pontos espacados a 1 cm, tem se mostrado eficaz na reducdo das taxas tanto de deiscéncia
quanto de HI (MELO, 1996; RUCINSKI et al., 2001; VAN'T RIET et al., 2002; MILLIKAN,
2003).

A dificuldade de corre¢do da HI motivou a busca por tecidos substitutivos, com a
resisténcia das aponeuroses, para o seu tratamento. Foram utilizadas a dura-mater humana

(LEX e RAIA, 1971), o pericardio bovino, as fascias toraco-abdominal e lata (DISA et al.,
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1996; DISA et al., 2001) e mesmo a pele (KAMA et al., 1999; KORENKOV et al., 2001).
Contudo, ndo houve sucesso na utilizacao clinica desses tecidos.

Com a introdugdo do polipropileno e de outros materiais sintéticos (AMID, 1999), sob
a forma de malhas ou telas, passiveis de esterilizacdo e com biocompatibilidade satisfatoria,
as taxas de recidiva dessas hérnias foram reduzidas para niveis até¢ entdo nunca alcancados.
Apesar do impacto que causaram nos indices de cura da doenga, também sdo relatadas muitas
complicagdes decorrentes do uso dessas proteses, sobretudo com as de polipropileno, as mais
utilizadas. O uso de préteses pode causar efeitos indesejaveis como obstrugdes e as fistulas
digestivas, a dor cronica e o enrijecimento da parede abdominal, que restringe os movimentos
do tronco (LAZARO-DA-SILVA, 1992; KLOSTERHALFEN et al., 1998; KLINGE et al.,
1998; AYDOS et al., 1999; KLINGE et al., 1999; SCHUMPELICK, 2001). Além disso, o
grau de fibrose ¢ diretamente proporcional a intensidade da reagdo inflamatdria, induzida pela
prétese. O mecanismo pelo qual as proteses estimulam a reacdo inflamatoria e a formagao de
seromas ¢ ainda pouco conhecido. Contudo, os materiais aloplasticos podem modular a
sintese de citocinas e fatores de crescimento celular, bem como estimular respostas
individuais aos biomateriais, que levam a deficiéncia de regeneracdo tecidual e exacerbacao
da reacdo inflamatéria (SCHACHTRUPP et al., 2003; DI VITA et al.; 2005a, 2005b; 2006).

O tratamento ideal seria um método que combinasse as vantagens do reparo com
tecido local e com telas, determinando baixas incidéncias de complicacdes locais e de recidiva
(KORENKOV et al., 2005).

A modulacdo dos niveis de fatores de crescimento na ferida ¢ um importante
mecanismo, pelo qual o reparo tecidual ¢ regulado (ROBSON et al., 2004). A administragao
de fatores de crescimento celular, tais como fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento do fibroblasto (FGF), fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF) e fator de crescimento transformante (TGF) pode estimular a angiogénese, a
proliferagao de fibroblastos e a sintese de colageno, aumentando a estabilidade tecidual
(HUNT et al., 1984; MUSTOE et al., 1987; VOGT et al., 2000).

Em um estudo experimental em ratos, Franz et al. (2001) observaram redugdo
significativa da HI apos aplicacao topica de TGF[3,. Tem sido demonstrado que este fator de
crescimento ¢ essencial para a reparagdo tecidual, especialmente, da fascia (MUSTOE et al.,
1987; WANG et al., 1999; KUHN et al.,, 2001). Dubay et al. (2004) verificaram que o
tratamento da incisdo abdominal com FGF preveniu a formagdo da HI. Neste estudo, os
autores inseriram um bastdo de polimero de poligalactona impregnado com FGF-2,

promovendo a liberagdo continua deste fator de crescimento. Robson et al., (2004) obtiveram
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a diminuicdo da formagdo da HI, impregnando a incisdo fascial com TGF[3,, FGF e
interleucina-1f3. A solugdo aquosa de PDGF e IGF nao apresentou efeito sobre a formagao da
HI.

Assim, a busca de materiais naturais (bioldgicos), ndo apenas como substituto ou
refor¢o da parede abdominal, mas para direcionar o crescimento celular se torna crescente na

tentativa de se evitar as conseqiiéncias deletérias do uso de proteses sintéticas.

4.4 Cicatrizacao tecidual

Com o rompimento da integridade tecidual logo se inicia o processo de reparo, que
compreende uma seqiiéncia de eventos moleculares que objetivam restaurar o tecido lesado.
Esse processo tem sido dividido em trés fases que se sobrepdem de forma continua e
temporal: fase inflamatoria, fase proliferativa e fase de remodelagem (CLARK, 1996).

Apo6s a ocorréncia do ferimento, inicia-se a fase inflamatdria, com o extravasamento
sangiiineo que preenche a area lesada com plasma e elementos celulares, principalmente
plaquetas. A coagulacdo sangiiinea e agregacdo plaquetaria geram um tampdo, rico em
fibrina, que além de restabelecer a hemostasia e formar uma barreira contra a invasdo de
microorganismos, organiza uma matriz provisOria necessaria para a migracdo celular
(WERNER e GROSE, 2003). As plaquetas, essenciais a formagao deste tampao hemostatico,
também secretam multiplos mediadores, incluindo fatores de crescimento liberados na area
injuriada. Além disso, as plaquetas também ativam a cascata da coagulagdo, onde a trombina
induz a desgranulagdo plaquetaria liberando fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento transformante-B (TGF-fB), fator de crescimento epidérmico
(EGF) e fator de crescimento transformante-o (TGF-a), além de glicoproteinas adesivas como
a fibronectina e trombospondina, que sdo importantes constituintes da matriz extracelular
provisoria (ARNOLD e WEST, 1991). Nesta fase ocorre o aporte de células inflamatorias,
neutrofilos e macréfagos, no local da injiria. Além das funcdes de fagocitose de bactérias,
fragmentos celulares e corpos estranhos, as células inflamatorias produzem fatores de
crescimento que preparam a ferida para a fase proliferativa, quando fibroblastos e células
endoteliais serdo recrutados (CLARK, 1996).

A fase de proliferagdo inicia-se por estimulagdo mitogénica e quimiotatica do TGF-a e
EGF. Tao importante quanto a epitelizac¢do, nesta fase do processo de reparo, ¢ a formagado do
chamado tecido de granulagdo, nome dado principalmente, pela caracteristica granular devida
a presenga de capilares neoformados (FRADE, 2003). A angiogénese ¢ um processo

dinamico, finamente regulado por sinais presentes, tanto no soro, quanto na matriz
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extracelular local (RISAU, 1997) e ocorre na matriz do leito da ferida com a migragdo e
estimulacdo mitogénica das células endoteliais (ARNOLD e WEST, 1991). Este constitui,
portanto, um complexo processo, que envolve mediadores soluveis, interagdes célula-célula e
célula-matriz extracelular, bem como forgas biomecanicas (PAPETTI e HERMAN, 2002). As
diversas etapas podem ser assim descritas: aumento da permeabilidade vascular e deposi¢ao
de fibrina extravascular; desarranjo da parede vascular, com remoc¢do dos pericitos;
degradacdo da membrana basal e da matriz extracelular; migracdo da célula endotelial através
da matriz extracelular remodelada; proliferacdo da célula endotelial; formagdo de estruturas
tubulares; inibi¢do da proliferagdo e migragdo da célula endotelial; reconstituicdo da
membrana basal; matura¢ao dos complexos juncionais; construcao da parede vascular, através
do recrutamento e diferenciagdo de células murais, pericitos e células de musculo liso e
estabelecimento de fluxo sangiiineo no novo vaso (RISAU, 1997; PEPPER, 2001; PAPETTI e
HERMAN, 2002; AUERBACH et al., 2003).

A inducdo da angiogénese deve-se a ativacao local de genes que codificam fatores
soluveis difusiveis ou a liberagdo de fatores de crescimento, que subsequentemente atuam
sobre a populagdo de células microvasculares do local, bem como ao decréscimo local de
fatores angiostaticos. As moléculas angiogénicas incluem: FGF-1, FGF-2, VEGF, TGF-§,
angiogenina, angiotropina, angiopoetina-1 e trombospondina (FOLKMAN e D’AMORE,
1996; DOR et al., 2002). Alguns fatores tais como: a baixa tensdo de oxigénio (DETMAR et
al., 1997), a ativacdo da COX2 (SALCEDO et al., 2000), niveis elevados de acido latico e
aminas bioativas (REMENSNYDER e MAJNO, 1968) também podem estimular a
angiogénese. Muitas das moléculas mencionadas acima sdo proteinas e parecem induzir a
angiogénese de forma indireta, estimulando a producdo de FGF-2 e VEGF por macrofagos e
células endoteliais.

O VEGF, principal fator angiogénico, exerce sua atividade biologica
predominantemente através de receptores transmembranicos com atividade tirosina quinase
presente nas células endoteliais, e participa como um mediador chave da angiogénese. A
familia de proteinas VEGF, atualmente inclui VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E ¢ o fator de crescimento placentario (PLGF) (WERNER e GROSE, 2003). O VEGF-
A ¢ uma glicoproteina homodimérica, cujas subunidades se mantém unidas por duas pontes
dissulfeto, ¢ sintetizada a partir de “splicing” alternativo, sob a forma de sete isoformas que
contém de 121 a 206 aminoacidos (FERRARA, 2001; BATES ¢ HARPER, 2003; LI et al.,
2003). Dentre estas, destacam-se os VEGF121, VEGF165, VEGF189 ¢ VEGF206 como
isoformas predominantes (TISCHER et al., 1991; JINGJING et al.,1999). Estas diferentes
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isoformas apresentam atividades bioldgicas similares, mas diferem em suas propriedades de
ligacao a heparina e a matriz extracelular (PARK et al., 1993). As isoformas menores (121 a
165 aminoécidos) sdo secretadas na forma solivel, enquanto as maiores possuem dominios
transmembranicos, ficando inicialmente associadas as células, de onde sdo liberadas e
ativadas por protedlise.

A familia dos FGF compreende 22 membros de estrutura homologa, apresentando-se
como pequenos polipeptidios com um nucleo central contendo 140 aminoacidos. A maioria
dos membros dessa familia possui um amplo espectro mitogénico. Eles estimulam a
proliferagdo de varias células de origem mesodérmica, ectodérmica e também, endodérmica.
Além dos efeitos mitogénicos, os FGF regulam a migracao e diferencia¢ao de suas células-
alvo, apresentando também fun¢do citoprotetora, o que aumenta a sobrevivéncia das células
sobre condi¢des adversas (WERNER, 1998; ORNITZ e ITOH, 2001; WERNER e¢ GROSE,
2003). Estes compostos apresentam cerca de 18 kDa, de cadeia simples e nao-glicosilados.
Eles transmitem seus sinais através de 4 receptores de FGF de alta afinidade, proteinas
quinases transmembranicas (FGFR-1 ao FGFR-4), os quais se ligam aos FGF com diferentes
afinidades. Uma das caracteristicas do FGF-1 e FGF-2 ¢ que eles interagem fortemente com
moléculas semelhantes a proteoglicanas, como o sulfato de heparana, presentes na matriz
extracelular (FOLKMAN et al., 1988), o que estabiliza os FGF, protegendo-os frente a
desnaturagdo térmica e proteolitica, além de limitar sua difusibilidade. Desta forma, estas
moléculas atuam como um reservatorio para fatores pré-angiogénicos. Porém, nem o uso de
peptideo sinal classico para a secrecdo, nem o mecanismo de liberagdo destes fatores de
crescimento foram completamente esclarecidos (WERNER e GROSE, 2003).

O FGF-1 (FGF éacido) e o FGF-2 (FGF basico) estdo preferencialmente implicados no
processo da angiogénese (FOLKMAN e SHING, 1992; ORNITZ e ITOH, 2001). Esses
fatores sdo sintetizados por varios tipos celulares envolvidos na angiogénese e cicatrizagao,
incluindo células inflamatérias (BAIRD et al., 1985), células endoteliais (SCHWEIGERER et
al., 1987) e fibroblastos da derme (KANDEL et al., 1991). Eles agem sobre as células
endoteliais de forma paricrina, liberados a partir da matriz extracelular, ou de forma
autdcrina, quando liberados pelas proprias células endoteliais (SCHWEIGERER et al., 1987).
Durante a formacao do tecido de granulacao, o FGF-2 promove a migracao celular através de
receptores de superficie para integrinas, os quais medeiam a ligagdo das células endoteliais a
matriz extracelular (SEPP et al., 1994).

O TGF-B ¢ um importante mediador da cicatrizacdo devido aos seus efeitos

multipotentes. Apresenta-se como o principal modulador da angiogénese durante a
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cicatrizagdo, por regular a proliferacdo celular, migracdo, formagdo do tubo capilar e
deposi¢ao da matriz extracelular. Trés isoformas do TGF-B (TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3) sao
expressas em mamiferos, possuindo uma seqiiéncia de aminoacidos com alta homologia. Sao
sintetizadas como precursores, usualmente sendo secretados como uma proteina complexa
ligada ao TGF-B. Este é liberado da proteina, extracelularmente, via clivagem proteolitica
(ROBERTS, 1998). Todas as isoformas ligam-se aos mesmos receptores de TGF: B I (TGF-
BRI), B I (TGF-BRII) e B III (TGF-BRIII). Os receptores TGF-BRI e TGF-PRII, apresentam
atividade de serinas-treoninas quinases, enquanto o ultimo, TGF-BRIII, parece ser um
receptor ndo-sinalizante (ROBERTS, 1998). As isoformas do TGF-f possuem sua expressao
regulada de forma distinta em diferentes tipos celulares, e em varios estagios do
desenvolvimento celular, o que parece sugerir funcdes bioldgicas distintas (KINGSLEY,
1994). O TGF-B3, mas ndo o TGF-B1, protege as células da apoptose induzida (LI et al.,
1999). In vitro, estes fatores de crescimento apresentam-se como estimuladores da mitose de
fibroblastos, mas por outro lado, inibem a proliferacdo de muitas outras células, incluindo
queratindcitos. Além disso, os TGF-Bs sdo potentes estimuladores da expressdo de proteinas
da matriz extracelular e de integrinas (MASSAGUE, 1990).

Imediatamente ap6s a ocorréncia da lesdo, grandes quantidades de TGF-Bf1 sdo
liberadas pelas plaquetas (ASSOIAN et al., 1983) a fim de agirem como quimiotaticos para
neutrofilos, macréfagos e fibroblastos. Estes tipos celulares também servem para aumentar o
nivel de TGF-B1 dentro da ferida. O TGF-B ¢ secretado na forma ativa e latente, que ¢
seqiiestrado na matriz, de onde € liberado no decorrer do processo de reparacao tecidual pela
acdo de enzimas proteoliticas (ROBERTS e SPORN, 1996). Outra fung¢do importante dos
TGF-p ¢ a estimulagdo da re-epitelizagdo e formacdo do tecido de granulagdo. Apesar deste
fator de crescimento inibir a proliferacdo dos queratinocitos, eles induzem a expressdo de
integrinas necessarias a migracao destas células que cruzam a matriz provisdria da lesdo, rica
em fibronectina (GAILIT et al., 1994, ZAMBRUNO et al., 1995).

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF-I e IGF-II) sdo potentes
estimuladores da mitose e sobrevivéncia de varios tipos celulares, exercendo sua fungdo de
forma autocrina, paracrina ou mesmo endocrina. Suas a¢des sdo mediadas pelo receptor tipo I
de IGF, que apresenta atividade tirosina quinase de forma semelhante ao receptor de insulina.
Diversos estudos tém demonstrado um efeito benéfico da utilizagdo de IGF exdgeno durante a
cicatrizagdo, particularmente, quando combinado a outros fatores de crescimento (WERNER

e GROSE, 2003).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Modelo experimental

Neste trabalho foram utilizados 40 ratos (Rattus norvegicus) Wistar machos pesando
300 £ 20 g, obtidos do Biotério da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MQG), os quais
foram mantidos em caixas de polietileno individuais, com livre acesso a agua filtrada e ragdo
comercial. Foi induzido um defeito na parede abdominal dos ratos, que ndo foram tratados
(controle) ou foram tratados com uma membrana de latex comercial (Biocurel]). Como os
animais foram analisados apos 3, 5, 7 e 28 dias, obtiveram-se 8 grupos experimentais, com 5
animais por grupo: C3, controle analisado apds 3 dias; CS5, controle analisado apos 5 dias; C7,
controle analisado ap6s 7 dias; C28, controle analisado apos 28 dias; L3, latex analisado apos
3 dias; L5, latex analisado ap6s 5 dias; L7, latex analisado apos 7 dias e L28, latex analisado
ap6s 28 dias. Foram realizadas analises morfologica e bioquimica (expressao de FGF, TGF[3,
IGF, PDGF e TGFa) apos 3, 5 e 7 dias e apenas morfoldgica apos 28 dias.

Este trabalho teve a aprovacio da Comissdo de FEtica em Pesquisa Animal da

UNIFAL-MG (Processo n. 76/2006).

5.2 Procedimento cirirgico para producio do defeito na parede abdominal

Os animais tiveram seu peso aferido e foram anestesiados com solu¢do de xilazina e
cetamina, na propor¢ao de 1:1 e na dose de 0,2 mL/100g de peso corpéreo, administrada por
via intra-peritoneal (MELO et al., 2005). A seguir, a face ventral do abdome foi depilada e a
anti-sepsia realizada com solu¢do de alcool a 70% (v/v).

Em todos os animais foi realizada uma incisdo transversa da pele supra-pubica de 2,0

cm, com bisturi. A pele e o tecido subcutineo foram separados do plano muscular. por
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Os animais foram examinados diariamente, sendo suspensos pela cauda para inspecao
da ferida cirtirgica e constatagdo macroscopica da hérnia incisional ou de outras complicagdes

da ferida.

5.3 Analise morfoldgica

Aos 3, 5,7 e 28 dias ap6s a inducao do defeito na parede abdominal, os animais foram
submetidos a eutanasia por aprofundamento da anestesia. A seguir foi feita a verificagdo
macroscopica para a presenca de aderéncias na area do defeito. Os achados macroscopicos
foram anotados em protocolo proprio, de acordo com os critérios de quantificagdo de
aderéncias proposta por Moreno et al. (1996) com modificagdes (Tabela 1). Avaliou-se

também a 4rea ocupada pelas aderéncias.

Tabela 1. Critérios para a quantificagdo (grau) de aderéncias a parede abdominal de rato, apds

a induc¢ao de defeito.

Critério Pontos*
Sem aderéncias 1
Sitios de aderéncia epiplon 1
intestino 2
Epiplon, intestino e pele 3
Vascularizacao nao 0
sim 1
Tipo Frouxa, de carater fibrinoso, facilmente desfeita 1
Firme, resistente a manipulagdo 2

* 1, grau minimo e 6, grau maximo de aderéncias.

A regido do defeito da parede abdominal foi, entdo, recortada e seccionada ao meio.
Os fragmentos craniais foram utilizados para extracdo de proteinas. Os fragmentos caudais
foram utilizados para analise histoldgica, para determinar a extensdo da regeneracao e reparo.
Os fragmentos foram fixados, durante 24 h, em solugdo de paraformaldeido a 4 % (p/v),
preparada em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4, contendo NaCl 0,85 % (p/v). Em seguida, os
fragmentos foram desidratados, incluidos em parafina e foram obtidos cortes transversais,
com 3 um de espessura, que foram corados com Pricossirius ¢ hematoxilina (JUNQUEIRA et
al. 1979). O numero de vasos sangiiineos, de fibras musculares novas e area ocupada por
tecido conjuntivo foi determinado por morfometria, utilizando-se area teste de 0,0625 mm? e
sistema de andlise de imagem constituido por microscopio Optico acoplado a uma

microcamera digital e monitor. Foram analisados 15 campos aleatorios para cada grupo
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experimental. O niimero de células/0,0625 mm? foi expresso como densidade celular ¢ a area
ocupada pelo tecido conjuntivo/0,0625 mm?* foi expressa como densidade de conjuntivo

(MELO et al., 2005).

5.4 Extracao de proteinas e eletroforese

A borda (2 mm) dos fragmentos craniais da parede abdominal foi recortada, pesada e
homogeneizada em homogeneizador de tecidos em 3 volumes de tampdo Tris-HCI 30 mM,
pH 7,5, contendo sacarose 250 mM, KCI 30 mM, EDTA 5 mM, ditiotreitol (DTT) 10 mM,
fenil-metilfluoridosulfoxido (PMSF) 50 pg/mL, benzamidina 100 puM e antipaina 50 uM, de
acordo com o método descrito por Paula et al. (2005). A seguir o homogeneizado foi
centrifugado a 10.000 g, por 10 min e o sobrenadante contendo as proteinas foi coletado. As
proteinas foram precipitadas durante 12 h com acetona gelada a —18°C. A seguir as amostras
foram centrifugadas e o precipitado dissolvido em tampao de amostra de eletroforese, Tris-
HCI 62,5 mM, pH 6,8, ditiotreitol 100 nM, dodecil sulfato de s6dio (SDS) a 1,25% (p/v),
glicerol a 15% (v/v) e azul de bromofenol a 0,006% (p/v). Antes da aplicagdo no gel de
eletroforese as proteinas foram dosadas pelo método de Peterson (1977). As amostras
contendo 10 pg de proteina foram fervidas por 1 min e separadas em gel de poliacrilamida-
SDS contendo 12% de acrilamida (v/v), de acordo com o método descrito por Laemmli
(1970). O padrao de peso molecular utilizado nas eletroforeses foi composto por miosina (205
kDa), B-galactosidase (116 kDa), fosforilase-B (97 kDa), albumina de soro bovino (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa) e anidrase carbonica (29 kDa). A corrida eletroforética foi executada
por 1h a 30 mA e em seguida o gel foi corado com azul de Coomassie R250, por 30 min, em
agitador mecanico. O gel foi descorado com solu¢do de dacido acético:metanol:dgua

(5:2,5:42,5).

5.5 Western blotting

A expressdo de FGF2, TGF[] IGF, PDGF E TGFa foi determinada por Western
blotting, como descrito por Towbin et al. (1979). Apos a corrida eletroforética as proteinas
foram transferidas para membrana de PVDF, apos o que foram fixadas e bloqueadas em
tampao fosfato salina (PBS) 0,01 M pH 7,1, contendo 2% (p/v) de leite em po, durante 1 h. A
seguir a membrana foi lavada em Tween 20 a 0,05% (v/v) em PBS (PBST) e incubada com o
primeiro anticorpo diluido em PBST contendo 2% (p/v) de leite em pd, durante 1 h. Apds esse

procedimento foram feitas as seguintes lavagens: trés vezes em PBST durante 5 min, duas
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vezes com solucdo de sais contendo NaCl 1M, Na,HPO, ¢ Tween 20 0,05% durante 5 min. A
membrana foi incubada com o segundo anticorpo conjugado com fosfatase alcalina e feitas
trés lavagens com PBST durante 5 min, duas lavagem com sais durante 5 min e trés lavagens
com PBS durante 5 min. A revelacdo das bandas foi realizada apods incubacdo com tampao
veronal 0,15M, pH 9,6, contendo 1,25 mg BCIP, NBT 5mg/mL em dimetilformamida e
MgCl, 4mM.

5.6 Analise estatistica

Os achados macroscopicos de aderéncias foram submetidos ao Teste Exato de Fisher,
tendo como nivel minimo de significancia 0,05. Os dados obtidos para os demais
experimentos realizados foram comparados por analise de varidncia (ANOVA), seguido do

teste de Tukey, quando p < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Desenvolvimento da HI

Em todos os animais dos grupos C7 e C28 a HI se desenvolveu, com anel e saco
hernidrios bem configurados. Os animais dos grupos L7 e L28 nao desenvolveram a HI
(Figura 1). Nos grupos controle 3 e 5 foi observado o inicio da forma¢ao da HI, com o saco

herniario ainda pouco desenvolvido, o que ndo ocorreu nos grupos L3 e L5.

A B

Figura 1. Regido ventral de ratos aos 28 dias ap6s a inducdo de defeito da parede abdominal.
A, controle; B, latex. A seta evidencia o abaulamento do abdome, provocado pelo defeito da
parede abdominal, caracteristico da hérnia incisional. Notar em B que ndo houve formacao da

hérnia incisional.

6.2 Analise morfoldgica
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6.2.1 Analise macroscopica

A verificagdo macroscopica para a presenga de aderéncias na area do defeito mostrou
que houve diferencas de caracteristicas e area ocupada pelas aderéncias entre os grupos
controle e latex (Tabela 2). O grupo controle apresentou principalmente aderéncias firmes,
consistindo de epiplon e intestino, os quais se apresentaram também aderidos a pele. Houve
predominio de vasculariza¢do nas aderéncias dos grupos controle em torno e principalmente
no centro do local do defeito. Na maioria dos animais dos grupos latex, a membrana de latex
apresentou-se recoberta pelo epiplon, que estava frouxamente aderido e sem vascularizagao.

Nos grupos latex observou-se que o epiplon aderiu-se as bordas da lesao.

Tabela 2. Comparagao das caracteristicas e area de aderéncias macroscopicas entre 0s grupos

controle e latex apds 3, 5, 7 e 28 da indugdo do defeito da parede abdominal de ratos.

Caracteristica Grupos
das
aderéncias

C3* L3 C5 L5 C7 L7 C28 L28
Grau 4,00£0,00*° 2,00+0,00* 5,20%0,02° 2,80+0,02° 6,00£0,00° 2,60+0,24*  6,00+£0,00° 1,00%0,66"
Area (%) 100,0£0,0* 100,0+0,0° 100,0£0,0* 100,0+£0,0° 100,0+0,0* 55,0+5,0° 55,0£5,0°  10,0%6,1°

* Média * erro padrdo da média, N= 5. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa
(p<0,05) pelo teste Exato de Fisher.

6.2.2 Analise histologica

A andlise histoldgica do estrato musculo-aponeurotico da parede abdominal realizada
aos 3 dias apds a inducao do defeito, no grupo controle, mostrou a presenca de infiltrado
inflamatdrio, composto por neutrofilos e macrofagos, principalmente, no interior da espessa
rede de fibrina e escassos feixes de fibras coladgenas, fibroblastos, vasos sangiiineos e fibras
musculares novas. No grupo latex observou-se infiltrado inflamatério menos evidente que no
controle, com delgada capsula fibrosa ao redor da membrana de latex, com abundantes fibras

colagenas e vasos sangiiineos (Figura 2).
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Figura 2. Fotomicrografia de parede abdominal de rato aos 3 dias ap6s a indugdo do defeito,
corado com picrissirius-hematoxilina. A, controle; B, latex. Notar em B o reduzido infiltrado
inflamatorio (seta maior), feixes colageno (seta menor) e capilares calibrosos (V). Aumento

400x.

Aos 5 dias apds a indugdo do defeito na parede abdominal observou-se que no grupo
controle o tecido de granulacdo, feixes colagenos e capilares foram menos evidentes que no
grupo latex (Figura 3).

No grupo C7 observou-se a presenca de tecido conjuntivo pouco denso, caracterizado
por esparsos feixes de fibras coldgenas, vasos sangiiineos e tecido muscular adjacente. Nos
animais do grupo latex observou-se a presenca de tecido muscular neoformado, caracterizado
por fibras arredondadas e ntcleo centralizado bem como intmeros feixes de fibras colagenas
organizadas no tecido conjuntivo, permeadas por vasos sangiiineos (Figura 4).

A avaliagdo aos 28 dias mostrou, no grupo C28, a auséncia de infiltrado inflamatorio,
tecido conjuntivo evidente, com feixes de fibras colagenas e escassas fibras musculares novas.
Todos os animais dos grupos controle desenvolveram a hérnia incisional. Nos animais do
grupo latex o tecido conjuntivo ¢ mais evidente, repleto de fibras coldagenas organizadas,
numerosos fibroblastos e vasos sangiiineos (Figura 5). Neste grupo a parede abdominal se

reconstituiu completamente, nao tendo sido observada a formagao da hérnia incisional.
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Figura 3. Fotomicrografia de parede abdominal de rato aos 5dias ap6s a indugdo do defeito,
corado com picrissirius-hematoxilina. A, controle; B, latex. Notar em B numerosos

fibroblastos (seta maior), feixes coladgeno (seta) e capilares calibrosos (V). Aumento 400x.

A B

Figura 4. Fotomicrografia de parede abdominal de rato aos 7 dias ap6s a inducdo do defeito,
corado com picrissirius-hematoxilina. A, controle; B, latex. Notar em B numerosos

fibroblastos (seta maior), feixes coldgeno (seta menor) e capilares calibrosos (V). Aumento
400x.
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Figura 5. Fotomicrografia de parede abdominal de rato aos 28 dias apds a inducao do defeito,
corado com picrissirius-hematoxilina. A, controle; B, latex. Notar em B o tecido conjuntivo

evidente (seta). Aumento 400x.

A analise morfométrica mostrou que em todos os tempos analisados a membrana de
latex induziu o aumento significativo (p<0,05) da densidade de vasos sangiiineos, fibras

musculares novas e de tecido conjuntivo (Tabela 3 ).
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Tabela 3. Densidade de vasos sangiiineos, fibras musculares novas e de tecido conjuntivo da

parede abdominal de ratos do grupo controle (C) e latex (L), aos 3, 5, 7 ¢ 28 dias ap0s a

inducao do defeito.

Grupo

Densidade*

Vasos sangiiineos

Fibras musculares novas

Tecido conjuntivo

C3
L3
C5
L5
CTe
L7
C28
L28

0,73 £0,21*
3,27 £ 0,65°
1,40 £ 0,32°
4,33 +0,35
1,93 £ 0,30°
4,60 £ 0,35
0,73 £0,23*
4,73 +1,14°

0,87 £ 0,26
4,73 £0,90°
1,73 £0,57*
5,27 + 0,86
1,27 +0,47°
6,47 £1,10°
1,53 £ 0,42*
7,67 +£0,97°

4,06 £0,57*
6,98 + 0,78°
3,30 £ 0,28*
8,63 +0,29°
6,30 £ 0,31*
2,52 +£0,14°
1,89 £ 0,64*
6,48 + 0,56

* Média + erro padrdo da média, N= 15. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.

6.3 Western blotting

O Western blotting revelou que a membrana de latex aumentou a expressao de FGF2 e

TGF[, especialmente no grupo L3; diminuiu a expressdo de PDGF e a expressdo de IGF e

ndo alterou a expressdo de TGFa (Figura 6).

C3

L3 C5S LS C7

L7
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TGFB

IGF

PDGF

TGFa
Figura 6. Expressdo de FGF2, TGF[3, IGF, PDGF e TGFa em animais controle (C) e tratados
com membrana de latex aos 3, 5 e 7 dias apos a indugdo do defeito da parede abdominal,

avaliada por Western blotting.
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7 DISCUSSAO

A correcdo de defeitos da parede abdominal ¢ um dos grandes problemas cirtirgicos,
cuja solugdo ainda parece estar longe de ser encontrada. Praticamente todas as espécies
animais, incluindo o homem, sdo susceptiveis a esta afec¢ao, a qual causa um enorme impacto
na saude fisica, independente da espécie abordada. A despeito dos avangos nas técnicas
cirargicas e no desenvolvimento de material de sutura e de implantes, os defeitos da parede
abdominal continuam a ser um problema para os cirurgides. Embora os materiais protéticos
sejam freqiientemente indicados, a ocorréncia de infecgdo, extrusao e recidivas podem limitar
0 seu uso ¢ nao existe nenhuma técnica preventiva ou reconstrutiva universalmente aceita
(MILLIKAN, 2003; RUDMIK et al., 20006).

A eleicdo do procedimento cirirgico reconstrutivo da parede abdominal deve
considerar que, em geral, ha perda dos diferentes planos anatdomicos que a constituem. A
funcdo perdida de suporte deve ser restabelecida e, sempre que possivel, a pele deve estar
disponivel para a cobertura total dos planos restaurados. A parede abdominal ¢ uma estrutura
dindmica, cuja importancia reside no papel fundamental que ela exerce sobre as fungdes
respiratoria e digestiva (GIROTTO et al., 2003) e as bases para sua reconstru¢do devem
seguir os critérios de DiBello et al. (1996), ou seja prevenir a eventragdo visceral; incorporar o
remanescente da parede abdominal; prover suporte muscular dindmico; promover a
aproximacao livre de tensdo e assegurar que a parede reconstruida tenha sua for¢a aumentada
ao longo do tempo.

Materiais sintéticos ou biologicos tém sido comparados ou sugeridos para uso clinico
e experimental em diversas espécies. O material substitutivo para ser considerado ideal deve
ser de baixo custo de producdo, ser de facil manipulagdo, promover o crescimento dos tecidos
do hospedeiro, permitir que o tecido cicatricial tenha forca igual ao tecido normal, ser
resistente as infecgdes, ndo induzir resposta inflamatoria exacerbada, ndo promover a
formagdo de aderéncias e fistulas e ndo ter suas caracteristicas fisicas alteradas pelos liquidos
tissulares, tendo ainda que ser flexivel, inerte, poroso e resistente (CERISE et al., 1974;
ARNAUD et al., 1977). Os implantes comumente utilizados na reconstru¢do da parede
abdominal podem reunir apenas uma ou outra destas caracteristicas (PREVEL et al., 1995).
Material sintético implantado na parede abdominal, em contato com as algas intestinais,
acarreta o risco de erosdo visceral, infec¢do e formagdo de fistulas. A eliminagdo do
implantado também pode ocorrer (GIROTTO et al, 2003). Assim, as complicacdes

decorrentes do uso de material protético para reconstru¢cdo da parede abdominal podem advir
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das propriedades fisicas do implantado bem como das variagdes da técnica de implantacao
(LEBER et al., 1998).

Nesse contexto o presente trabalho avaliou o efeito da tela de latex na prevencao da
formagdo da hérnia incisional. A escolha deveu-se as observagdes clinicas e experimentais
citadas na literatura. O material foi doado conseqlientemente de facil aquisicdo e a sua
implantagdo ndo apresentou dificuldades técnicas. Sua superficie ¢ lisa e sua consisténcia ¢
macia, permitindo a insercdo da agulha sem tensdo. Por ser eldstica, ¢ possivel a sua
adaptagdo sobre o leito receptor. Cabe ressaltar que este ¢ um material de origem vegetal,
constituindo-se de matéria-prima nacional e de baixo custo, sem risco de transmissdo de
patogenos, pois se trata de material esterilizado.

O latex da seringueira (Hevea brasiliensis) desde muito tempo ¢ utilizado para fins
industriais. A biomembrana de latex da seringueira, com finalidade terapéutica foi
desenvolvida por Coutinho-Netto no Laboratorio de Bioquimica da Faculdade de Medicina da
USP de Ribeirdo Preto/SP, em 1994 (MRUE et al., 2004). O primeiro resultado da sua
utilizacdo experimental como substituto do es6fago cervical de cdes foi publicado dois anos
mais tarde (MRUE, 1996). A literatura disponivel ¢ escassa, mas ja fornece alguns elementos
que permitem a avaliagdo do seu emprego experimental em diferentes tecidos.

Neste trabalho ficou demonstrado que a utilizagdo da tela de latex previne a formagao
da hérnia incisional, mesmo quando ocorre o afastamento das bordas do defeito na parede
abdominal, pois nenhum dos animais dos grupos latex apresentou HI. Ao contrario do obtido
no grupo controle, no qual foi observado desde o inicio até a consolidacdo da HI.

Estimulos traumaticos ao peritonio, como isquemia tecidual, infec¢do, radiagdao e
reacdo a corpos estranhos, processos comuns no pré e pos-operatorio, predispdem a formacgao
de aderéncias nessa serosa (MIRANDA et al., 2001). A aderéncia ap6s uma cirurgia ¢ a causa
mais prevalente de obstrucdo aguda e recidivante de intestino delgado e um infortunio
persistente apos cirurgia abdominal e pélvica. A lesdo peritonial decorrente desses estimulos
nocivos suscita uma reagdo inflamatoria serossangiiinea que leva aos depositos de fibrina. A
fibrinolise inadequada permite que a proliferagdo de fibroblastos produza aderéncias fibrosas.

Os resultados deste trabalho mostraram que nos animais dos grupos latex houve
diminuicdo da area de aderéncia e estas, quando ocorreram, foram frouxas, desfazendo-se
facilmente com a manipulagdo. Além disso, houve apenas adesdo de epiplon, sendo estas
menos graves que as observadas nos grupos controle, especialmente, aos 28 dias, nos quais
houve adesdo de epiplon, intestino e estes se aderiram também a pele suprajacente. A

aderéncia de viceras acarreta entre outros problemas, a possibilidade de falhas funcionais e
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fisioldgicas nos 6rgaos envolvidos. A adesdo no grupo latex ocorreu principalmente na borda
da lesdao. O fio de sutura, sendo um corpo estranho, pode ter contribuido para esta formacao.
Provavelmente, a menor intensidade de aderéncias induzidas pelo latex deve-se a sua
estrutura, composta por cadeias poliisoprénicas longas, com pontes cruzadas de enxofre e
proteinas e fosfolipideos naturais do latex. Os poliisoprendis sdo naturalmente encontrados
nos tecidos dos animais superiores, na forma de cadeias maiores, tais como esqualeno,
ubiquinona e dolicol (LACHAT et al., 1997). Segundo Fagundes et al. (2002), quanto maior a
cadeia do adesivo cirurgico, menor a indugao de aderéncias.

A incorporacdo do material implantado pelos tecidos adjacentes com pouca ou
nenhuma reagdo inflamatéria ou de corpo estranho ¢ para Kama et al. (1999) uma das
condi¢des para que um implante seja considerado ideal. No presente trabalho foi notado que o
latex induziu a regeneragdo tecidual e as alteragdes histoldgicas em todos os periodos
avaliados foram compativeis com processo de regeneragao tecidual normal (controle).

Quando implantes sdo usados para substitui¢do fascial da parede abdominal, o
processo cicatricial normal que ocorre ajuda na ancoragem do material nos tecidos. Quando
uma malha ndo absorvivel ¢ implantada, ocorre a deposi¢cdo de coldgeno dentro e ao redor dos
filamentos desta, resultando numa cicatriz encapsulante. Com a maturagdo da cicatriz ha
contragdo e distor¢ao do e ao redor do implante, o que pode resultar em um padrao cicatricial
anormal (RABELO et al., 2004). No presente trabalho as proteses ndo foram extruidas, mas
sim encapsuladas e no periodo de estudo ndo houve sinais de contragdo ou distor¢do do
implante.

A analise histologica revelou que o latex induziu a proliferacdo de vasos sangiiineos,
sendo, portanto, angiogénica. Isto propiciou o maior aporte de nutrientes e O,, 0 que
provavelmente contribuiu para a regeneragdo tecidual, com aumento de fibras musculares
novas. Observou-se ainda o aumento de fibroblastos e deposi¢do de colageno, o que ¢
importante para determinar o aumento da resisténcia a forcas tensoras no tecido cicatricial,
evitando a deiscéncia da ferida e a instalagdo da HI. Houve aumento gradual de deposicdo e
organizagdo das fibras colagenas durante o periodo de estudo. A reacdo celular induzida pelo
latex foi provavelmente induzida devido as proteinas do latex (AZOR, 2004).

Resultados semelhantes foram obtidos por Mrué et al. (2004), que avaliaram a
biocompatibilidade da membrana de latex e esta, quando implantada tecido subcutaneo de cao
ndo sofreram extrusdo e estimularam a regeneracao tecidual. Sader et al. (2000) utilizaram a
membrana de latex como substituto parcial do pericardio de caes. Os autores observaram que

nos grupos em que este foi utilizado, a ocorréncia de aderéncias aos tecidos adjacentes foi
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menor do que no grupo controle, tendo havido regeneracdo completa do pericardio subjacente
a membrana de latex, com caracteristicas semelhantes as do pericardio original. Neoformacgao
epitelial semelhante ao epitélio esofagico nativo bem como neoformacdo muscular, porém
com fibras em quantidades inferiores e menos longas foram os achados de Mrué (2000), que
reconstruiu parcialmente o eséfago cervical de cdes com retalhos de latex com polilisina
0,1%. Entretanto todos os animais eliminaram as proteses através do tubo digestivo. A
membrana de latex induziu também a regenera¢do de artérias. Freitas (2001) comparou
arterioplastias femorais em cdes com proteses laminares de latex sem e com polilisina 0,1%,
com controle de veia cefalica autdloga no membro contra-lateral. Os autores notaram que as
coberturas celulares das neointimas foram semelhantes entre os grupos, com maior
proliferagcdo miointimal naqueles que receberam as biomembranas de latex. Havia ainda a
presenca de uma matriz fibrinoconjuntiva de suporte que ndo foi evidenciada nos retalhos
venosos. Azor (2004) promoveu tratamento experimental de peritoneostomia em coelhos,
com membranas de latex polimerizadas a 60°C e a 100°C, relatando a ajustabilidade do
implante a parede abdominal, a eliminagcdo do implante entre 0 12° e 0 14° ¢ a neoformacao
tecidual na area recoberta, sendo que os melhores resultados advieram do uso das membranas
polimerizadas a 60°C. O autor ndo relatou presenca de fistula, mas por outro lado pode
constatar aderéncias as quais foram creditadas ao contato visceral com as membranas.

Frade et al. (2001), baseados nos resultados obtidos apos tratamento de ulceras
cutaneas flebopaticas cronicas no homem sugeriram que o latex apresenta a propriedade de
inducdo da neovasculariza¢do. O presente trabalho confirma esta observacao, pois foi obtida
maior densidade de vasos sangiiineos nos animais do grupo latex em comparagdo ao controle,
indicando angiogénese.

O presente trabalho evidenciou que o latex induziu a expressdo de fatores de
crescimento celular, FGF e TGF[. A regeneragdo tecidual requer a influéncia de fatores de
crescimento celular e uma seqiiéncia de eventos celulares, que resultam na regulagdo celular,
com proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciagdio (EHRHARDT; MORGAN (2005);
WAGERS et al., 2005). O FGF apresenta 9 isoformas, sendo que as isoformas 1, 2, 4, 6 ¢ 9
estimulam a proliferacdo de células satélite, mas atenua a diferenciagdo (HAWKE; GARRY,
2001). A agregagdo plaquetaria, no sitio da lesdo libera TGF[3, que ativa os fibroblastos e
estes produzem FGF-2 que estimula a angiogénese. O TGF[3 é quimiotatico para neutrofilos e
macrofagos, que ativados produzem vérios fatores de crescimento, citocinas além de

fagocitarem patogenos e os restos teciduais no local da lesdo (SINGER; CLARK, 1999).
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Assim, neste trabalho o aumento da expressdo de TGF[3 e FGF, provavelmente, contribuiram
para a angiogénese observada, bem como para a estimulagdo da proliferagdo de fibras
musculares e fibroblastos e para a atividade sintética destes. Como o aumento da expressao de
TGFPB e FGF ndo persistiu por muito tempo, mas foi predominante aos 3 dias, isso garantiu
que a regeneracao tecidual do grupo latex fosse normal e mais rapida que o controle.

O TGFa deriva, dentre outras células, dos macrofagos ativados; o PDGF (e suas
diferentes formas) e os FGFs sdo os principais mitdogenos para os fibroblastos. O PDGF age
sinergicamente com as proteinas da matriz extracelular para promover a migragao celular. O
FGF ¢, também, um mitégeno para as células endoteliais e potente angiogénico. O TGF[3 ¢é
ativo na inibigdo da prolifera¢do celular e indugdo de diferenciacdo da célula. O IGF é um
fator de crescimento estruturalmente relacionado a insulina. E a proteina primaria envolvida
na resposta das células ao hormdnio de crescimento. Assim, exerce seu efeito sobre varios
tipos celulares, estimulando a proliferagdo, sobrevivéncia e diferenciagdo (CLARK, 1996).
Assim, a modulacdo do IGF, PDGF e TGFa pela membrana de latex, parece ter contribuido
positivamente para a regeneragdo do defeito da parede abdominal.

Este biomaterial atende, pelo menos em parte, as condigdes ideais de um implante, ou
seja, ¢ de baixo custo de producao e de facil manipulagdo, o que pode ser constatado uma vez
que ele ¢ flexivel e se ajustou adequadamente a parede abdominal dos ratos nos quais ele foi
implantado. Ele ainda apresenta uma superficie lisa e ndo aderente, ndo promoveu deiscéncia
da ferida e ndo foi extruido. Assim, a membrana de latex parece ser eficiente para utilizagdo
em hernioplastias e seu mecanismo de acdo inclui a modulagdo da expressdo de fatores de
crescimento celular, estimulando a regeneracao tecidual. Entretanto um estudo por periodo de
tempo maior, a utilizagdo de outros tipos de animais, a verificacdo de aspectos de rejei¢do sao
necessarios para elucidar o mecanismo de atuagdo e validar o uso da membrana de latex na

pratica clinica.
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8 CONCLUSAO

Foi induzido um defeito padronizado na parede abdominal de ratos. A membrana de
latex da seringueira, quando usada para reconstru¢do da parede abdominal de ratos, permite a
regeneragdo tecidual, a formacdo de tecido conjuntivo fibroso de reparagdo, podendo ser
utilizada efetivamente na hernioplastia. O seu mecanismo de acdo inclui a modulagdo da

expressao de fatores de crescimento celular FGF, TGF[, IGF ¢ PDGF.
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