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SILVA, Chenia Frutuoso. Analise do comportamento biologico do pericardio bovino
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RESUMO

Introducdo: Nas Ultimas décadas, os biomateriais vém sendo cada vez mais utilizados em
diferentes estudos experimentais e clinicos. O pericardio bovino acelularizado (PBA) é um
biomaterial que apresenta alta quantidade de coldgeno e pode ser usado nas reconstrucdes
mamarias com silicone, uma vez que fornece suporte tridimensional adequado para o reparo
tecidual. Objetivo: Analisar o comportamento bioldgico do PBA na cobertura do implante de
silicone em dorso de rato. Material e Métodos: 40 ratos wistar, machos, com peso entre 250
e 3509, foram distribuidos em dois grupos: experimental (GE) — biomaterial (PBA)
sobreposto a mini protese mamaria (MP) e controle (GC) — MP sem implantacdo do
biomaterial - com oito animais em cada ponto bioldgico de 1, 2, 4, 12 e 26 semanas de p0s-
operatorio, em conformidade com a ISO 10993 - 6 (2010). Histomorfologicamente avaliou-se
resposta inflamatéria, formacdo de cépsula fibrosa e biointegracdo do PBA com o tecido do
hospedeiro. Resultados: Na avaliacdo macroscépica, ao longo de todos os pontos bioldgicos,
ndo foram observadas complicacdes pds-operatérias. A analise histolégica evidenciou
resposta inflamatdria crénica no GE e crbnica granulomatosa no GC, moderada em ambos 0s
grupos; formacéo de capsula fibrosa mais delgada no GE quando comparado ao GC, no ponto
bioldgico final; e biointegracdo do PBA com o tecido do hospedeiro no sitio de implantacao.
Concluséo: O PBA utilizado ndo evidenciou complica¢des clinicas macroscopicas durante os
trés periodos de analise; permaneceu integro e mostrou-se biocompativel com resposta
inflamatdria cronica regressiva, no decurso do tempo; e biointegrou-se com os tecidos
circunjacentes no sitio de implantacéo.

Palavras-chave: material biocompativel; pericardio; reconstrucdo da mama; rato.
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ABSTRACT

Introduction: In recent decades, biomaterials have been increasingly used in different
experimental and clinical studies. Acellularized bovine pericardium (ABP) is a biomaterial
that has a high amount of collagen and can be used in breast reconstruction, as it provides
adequate three-dimensional support for tissue repair. Objective: To analyze the ABP’s
biological behavior in the coverage of silicone implants in the back of rats. Material and
Methods: 40 male Wistar rats, weighing between 250 and 350g, were distributed into two
groups: experimental (EG) — biomaterial (ABP) superimposed on the mini breast prosthesis
(MP); and control (CG) — MP without implantation of the biomaterial - with eight animals at
each biological point at 1, 2, 4, 12 and 26 weeks post-operatively, in accordance with 1SO
10993 - 6 (2010). Histomorphologically, the inflammatory response, formation of a fibrous
capsule and the ABP’s biointegration with the host tissue, were evaluated. Results: In the
macroscopic evaluation, no postoperative complications were observed across all biological
points. Histological analysis showed a chronic inflammatory response in the EG and a chronic
granulomatous response in the CG, moderate in both groups; formation of a thinner fibrous
capsule in the EG when compared to the CG, at the biological endpoint; and biointegration of
the ABP with host tissue at the implantation site. Conclusion: The ABP used did not reveal
any complications during the three periods of analysis; remained intact and proved to be
biocompatible with a regressive chronic inflammatory response over time; and biointegrated
with the surrounding tissues at the implantation site.

Keywords: biocompatible material; bovine pericardium; breast reconstruction; rat.
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1 INTRODUCAO

Materiais biologicos tém sido amplamente utilizados em cirurgias reconstrutivas
associados ao uso de proteses mamérias, em funcdo de, muitas vezes, ndo haver tecido
disponivel para a reconstrucdo, o que torna o reparo tecidual altamente complexo e pode
culminar na necessidade de usar um biomaterial ou recursos terapéuticos que diminuam o
risco de complicacBes poOs-operatdrias, tais como deiscéncia, seroma, hematoma, necrose;
internacdes prolongadas com alto custo; e contribuam com o mecanismo de reparo. Nessas
situacbes clinicas, 0 uso de enxertos cutdneos é uma abordagem classica e envolve a
utilizacio de autoenxerto, aloenxerto e xenoenxerto - conhecido como substituto de pelel.
Nesse cenario, pesquisadores da area da bioengenharia tecidual (BT) tém buscado
desenvolver biomateriais capazes de estimular o reparo tecidual e trazer novas perspectivas
para aplicacéo clinica na area biomédica?.

Atualmente, biomaterial é definido como um material projetado para direcionar,
mediante interacBes com sistemas vivos, o curso de qualquer procedimento terapéutico ou
diagndstico®. Nessa diregdo, os avancgos tecnoldgicos e cientificos das Gltimas décadas tém
viabilizado o desenvolvimento de novos biomateriais e técnicas reconstrutivas capazes de
otimizar o reparo tecidual ou substituir o tecido lesionado ou perdido. Isso tem contribuido
para o surgimento de novos materiais e métodos de tratamento, bem como para a substituicao
de tecidos.

O uso clinico de um biomaterial decorre da necessidade da aplicacdo para
determinados tratamentos de uma doenca, para a substituicdo de um érgdo ou para 0 uso
estético. Algumas propriedades sdo avaliadas para que o material seja aplicado de forma
efetiva e economicamente viavel. Nesse sentido, destacam-se propriedades bioldgicas, como
biocompatibilidade, citotoxicidade, alergenicidade, estimulacdo de adeséo e proliferacéo
celular; propriedades fisicas, como morfologia da superficie, encaixe anatdmico, rugosidade e
permeabilidade; propriedades mecanicas, como tensdo de ruptura, alongamento e
flexibilidade; e propriedades quimicas, como densidade, estabilidade, resisténcia a
esterilizagdo e forma de degradacéo quando em contato com o organismo®.

De acordo com a matéria-prima, os biomateriais podem ser de origem natural ou
sintética. Dentre as naturais, destaca-se o colageno, polimero com ampla disponibilidade e
aplicabilidade na area biomédica, que representa o principal componente dos tecidos

conjuntivos e corresponde, em peso, a mais de 30% do total de proteina corporal®. Essa



proteina pode ser utilizada na confecgdo de biomateriais em diversos meios de apresentacao,
como, por exemplo, pastilhas, po, gel, membranas e matrizes tridimensionais. Dessa forma,
nas Ultimas décadas, os materiais colagénicos tém recebido destaque em aplicacbes bioldgicas
devido as suas caracteristicas de baixa imunogenicidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, hidrofilicidade, facil processamento, termoestabilidade, propriedades
mecanicas e capacidade de estimular a regeneracgdo tecidual. Em geral, o colageno garante a
integridade estrutural dos tecidos e 6rgéos, tais como pele, reconstrucdo mamaria, vasos
sanguineos, tenddes, cartilagens e 0ssos®").

Assim, tais biomateriais tém sido avaliados em diversos estudos e em diferentes
aplicacdes, em particular, o pericardio bovino (PB)®®. Previamente & sua utilizacdo, os
detritos e componentes celulares desse tecido necessitam ser removidos com vistas a
atenuacdo da resposta imunogénica apOs a sua implantagdo in vivo. Para isso, 0S
pesquisadores tém utilizado a técnica de acelularizagdo como método de tratamento e
produzido PB acelularizado (PBA)*®23), Essa técnica viabiliza alcancar essas caracteristicas
supracitadas, bem como manter a estrutura tridimensional e composicdo da matriz
extracelular (MEC) nativa®*. Dessa forma, a matriz de PBA caracteriza-se como um
biomaterial relativamente novo e promissor na reconstrucdo tecidual, visto que sua estrutura
colagénica fornece o arcabouco necessario para os eventos celulares e vasculares observados
durante o reparo tecidual ©7).

Nesse cenario, compreender as interacdes dessa matriz com o tecido de implantacédo é
fundamental para o futuro uso clinico. De modo geral, inicialmente, os biomateriais devem
ser avaliados, em estudos experimentais in vivo e, posteriormente, em estudos translacionais e
clinicos®®. As pesquisas experimentais evidenciam por meio da reacdo tecidual, mais
especificamente, resposta inflamatdria, formacédo de capsula fibrosa e biointegracdo, quando
esta estd presente, a viabilidade de utilizacdo de determinado biomaterial nas mais diversas
aplicacdes biomédicas®?72%, Dessa forma, vale ressaltar que os protocolos de estudo s&o
fundamentais no desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, na medida em que proporcionam a
reprodutibilidade, de forma planejada e sistematica, e viabiliza a permanente construcdo do
conhecimento em diferentes areas?6272%,

Nesse contexto, as pesquisas experimentais in vivo, devem ser realizadas em
consonancia com 0 que é preconizado em normas internacionais, de forma a desenvolver
estudos padronizados que evidenciem resultados, passiveis de reproducdo, comparacao e
discussdo de forma eficiente, eficaz e segura. Assim como, é fundamental que respeitem as

consideracdes éticas e de bem-estar no uso de animais, e estejam de acordo com o principio



dos 3Rs (Reduzir, Refinar e Substituir)®®252% Desse modo, o objetivo deste estudo foi
analisar, de acordo com as normatizacOes supracitadas, 0 comportamento biolégico do PBA

na cobertura do implante de silicone em dorso de ratos.



2 JUSTIFICATIVA

Os pesquisadores da BT tém cada vez mais envidado esforcos interdisciplinares e
multiprofissionais no desenvolvimento de biomateriais biocompativeis e biofuncionais, aptos
a viabilizar a substituicdo do tecido lesado ou regeneracdo tecidual onde esta ndo ocorre de
forma fisiologica. Nesse contexto, o PBA tem sido utilizado no tratamento de hérnias e
eventracdes de parede abdominal; como substituto para dura-mater; em cirurgias uretrais; em
correcdes de defeitos torcicos; no tratamento de aneurisma da aorta; em cirurgias cardiacas; e
no reparo 6sseo*’,

Em atencdo a essa demanda de substituicdo de tecidos, tais como a pele, os
biomateriais comecaram a ser produzidos para substituir o tecido perdido e, atualmente, séo
desenvolvidos com o objetivo de mimetizar um enxerto autélogo, com caracteristicas cada
vez mais semelhantes ao tecido fisiologico. Nesse contexto, em cirurgias reconstrutivas
mamarias, um biomaterial devera aumentar a espessura da pele, a distancia entre a protese e a
superficie cutdnea, além de diminuir o risco de complicacdes pds-operatorias. Nos casos em
que a musculatura ndo tenha suporte suficiente para cobrir todo o biomaterial, este podera ser
colocado em dois planos, submuscular e subcutaneo, dando uma maior protecdo e qualidade
na reconstrucdo. Desse modo, a prétese ficara menos visivel e palpavel, o que torna a
reconstrucdo mais semelhante & estrutura original "3V,

Diante disso, a matriz de PBA tem se apresentado como um biomaterial promissor
como cobertura de implante mamario. No entanto, para o desenvolvimento de matrizes de
PBA com essa finalidade, o material deve apresentar um comportamento bioldgico
compativel ao tecido do hospedeiro, além de sustentar uma performance mecanica adequada
ao uso clinico e atender aos requisitos de biocompatibilidade previstos pela 1ISO 10993-6
(2010)*2. Desse modo, resultados histologicos possibilitardo uma melhor compreensdo das
etapas que envolvem o reparo tecidual nas cirurgias reconstrutoras, mediante o uso de
biomateriais. Ademais, possibilitara aperfeicoar e desenvolver materiais cada vez mais
biocompativeis e seguros, com possivel aplicabilidade clinica no futuro para pacientes
submetidos a reconstrugdes teciduais.

Nesse sentido, a metodologia do presente estudo foi planejada de forma que as
evidéncias pudessem explicitar a reacdo tecidual apds a implantacdo de um biomaterial

colagénico acelularizado desenvolvido a partir do PB.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar o comportamento bioldgico do PBA na cobertura do implante de silicone em

dorso de rato.

3.2 Objetivos Especificos

e Descrever um protocolo cirirgico experimental para avaliar a implantagcdo de um
biomaterial na cobertura de implante de silicone no dorso de rato;

e Auvaliar, histomorfologicamente, a biocompatibilidade do PBA na cobertura do
implante de silicone submuscular em rato.

e ldentificar, histomorfologicamente, a biointegracdo do PBA com os tecidos do

sitio de implantacao.



4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 BIOMATERIAIS

Nos dias atuais, a substituicdo de pele é de suma importancia para a préatica clinica,
isso se deve ao fato de que nem sempre 0 uso de autoenxerto € viavel, o que torna necessario
0 uso de biomateriais. Willians, em 1987, definiu biomaterial como qualquer substancia ou
combinacBes de substancias, de origem natural ou sintética, que pode ser usada como parte ou
todo de um sistema que trata, aumenta ou substitui quaisquer tecidos, érgdos ou funcdes do
corpo. Entretanto, gracas ao desenvolvimento cientifico inter e multidisciplinar, tem-se
desenvolvido biomateriais cada vez mais funcionais e compativeis. Assim, atualmente, um
biomaterial é definido como um material projetado que possa direcionar, por meio de
interagBes com sistemas vivos, o desempenho de uma terapia ou diagnostico®.

Os biomateriais podem ser de origem bioldgica ou sintética. Estes Gltimos, de acordo
com a sua composicao, podem ser classificados como poliméricos, ceramicos, metalicos ou
compdsitos. Ja os bioldgicos, derivados de fontes naturais, podem ser do tipo aloenxertos -
compreendem transplantes entre individuos geneticamente diferentes, mas de mesma espécie,
como, por exemplo, transplante cutaneo; ou xenoenxertos - obtidos de espécies diferentes
daquela do individuo receptor ®*3®; ou biomateriais biol6gicos nas mais variadas formas de
apresentacdo, como, por exemplo, coldgeno marinho (Figura 1).

Dentre os materiais mais utilizados para produzir xenoenxertos, destaca-se o PB,
especialmente, em virtude de ser composto por uma matriz colagénica, constituida,
principalmente, por coléageno tipo 14829, Essas caracteristicas tém possibilitado o uso deste no
tratamento de lesdes dérmicas profundas, como queimaduras de espessura parcial ou total,
cirurgias reconstrutivas, feridas cirurgicas, defeitos congénitos e excisdo de neoplasia

dérmica, dentre outras.
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Figura 1 - Representacéo esquematica dos diferentes tipos de biomateriais.

Aloenxertos

Origens
biolégicas
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NATURAIS
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SINTETICOS
(Aloplasticos)

Fonte: Elaborada pela autora.

No que se refere as propriedades bioldgicas, os biomateriais implantaveis sao
classificados de acordo com o tipo de reagdo que acarretam nos tecidos com 0s quais entram
em contato, em toxicos - aqueles que causam a morte das células que circundam o implante
ou atoxicos - materiais que resultam na formagdo de um tecido fibroso em torno do
biomaterial. Nesse contexto, os materiais clinicamente mais utilizados na atualidade nas
substituicdes teciduais sdo atdxicos, biocompativeis, bioativos e biodegradaveis®*. Em
destaque, aqueles com caracteristicas biomiméticas tém sido os mais estudados dentro da area
da BT.

A biocompatibilidade é a capacidade do material desencadear uma resposta
inflamat6ria moderada, quando implantado in vivo, capaz de estimular o reparo tecidual e a
integracdo com o tecido no sitio de implantacdo, ao invés de provocar uma resposta
inflamatoria exacerbada ou, até mesmo, rejeicdo do biomaterial®’. Assim, essa caracteristica é

essencial para que a estrutura tridimensional do material proporcione a sinalizacdo molecular
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e possibilite um ambiente capaz de estimular respostas celulares semelhantes aquelas do
tecido hospedeiro®. Ja os materiais biomiméticos devem mimetizar a estrutura da MEC para
promover os eventos celulares necessarios a neoformacéo tecidual, assim como possibilitar a
angiogénese.

Portanto, algumas caracteristicas sdo de suma importdncia para um material
biocompativel, tais como deve ser atdxico, ndo carcinogénico e ndo desencadear dor, edema e
necrose. Sendo assim, faz-se necessario avaliar 0os biomateriais em estudos pré-clinicos, visto
que, a depender das suas caracteristicas fisico-quimicas, estes podem apresentar diferentes
respostas apos a implantag&o in vivo. Dentre outros fatores, a biocompatibilidade depende da
adsorcdo de proteinas na superficie dos biomateriais, 0 que desempenha um importante papel
na interacdo com o tecido do hospedeiro, a qual pode influenciar na adesdo, migracéo e
diferenciacdo celulares®®. Dessa maneira, necessita-se de testes robustos que avaliem o
desempenho do biomaterial, uma vez que as interagdes celulares implicam na sua
biocompatibilidade e s&o importantes para estimar seu potencial translacional.

A International Organization for Standardization (ISO) definiu diferentes testes, de
fundamental importancia para a avaliacdo de biomateriais, com o objetivo de direcionar 0s
estudos de biocompatibilidade [ISO 10993 — Biological evaluation of medical devices — Part
6: Tests for local effects after implantation (1ISO 10993-6 (2010))]*2. Desse modo, novos
biomateriais destinados ao reparo tecidual devem ser, inicialmente, testados no tecido
subcutaneo, com a finalidade de avaliar o comportamento bioldgico mediante a resposta
observada no sitio de implantac&o e a biointegracdo com o tecido hospedeiro®®29,

Ainda no que se refere aos biomateriais implantaveis, outra caracteristica importante é
a bioatividade, capacidade do material viabilizar a migracdo, proliferacdo e diferenciacédo
celulares, além de propiciar a angiogénese, que, por conseguinte, € capaz de estimular o
reparo tecidual e favorecer a restituicdo dos componentes teciduais do tecido hospedeiro®’.

Contudo, fica evidente que, a depender da aplicacdo clinica, o biomaterial precisa
apresentar caracteristicas compativeis com o tecido a ser implantado para que possa ser
aplicado de forma segura, eficaz e economicamente viavel. Assim, vale salientar que
propriedades fisico-quimicas como energia de superficie, estabilidade quimica, flexibilidade,
molhabilidade, morfologia, permeabilidade, porosidade, resisténcia a esterilizacédo, rugosidade
e tensdo de ruptura*® sdo necessarias para que um material possa atender & necessidade da
aplicacdo.

Nesse contexto, € interessante destacar as varias etapas envolvidas no

desenvolvimento de um biomaterial, as quais vao desde a identificacdo da necessidade do uso
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até a sua aplicacdo clinica e andlise final do produto, com posterior avaliagdo do uso, como
pode-se verificar na (Figura 2).

Figura 2 - Etapas do desenvolvimento de um biomaterial.
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» Toxicologia o Reacédo do tecido.

» Biointeragao in vitro » Bioestabilidade mecanica e
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» Pré-aprovagdo no mercado
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» Exame patoldgico
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Fonte: Adaptado de PIRES et al. (2015)*.

4.2 BIOMATERIAIS COLAGENICOS

O colageno, proteina fibrosa mais abundante dos mamiferos, representa cerca de 20 a
30% do total de proteinas corporais, e constitui o principal componente estrutural de érgdos e
tecidos dos vertebrados. A presenca de coldgeno em todo tecido conjuntivo o torna uma das
biomoléculas mais estudadas da MEC. Até o presente momento, foram identificados 29 tipos

distintos de colageno e todos exibem uma estrutura de tripla hélice, entretanto os colagenos I,
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I, 111, V e XI sdo conhecidos por formar fibras de colageno, dentre esses o0s tipos fibrilares I,
Il e 111 sdo os mais abundantes*? (Tabela 1).

Tabela 1 - Principais tipos de colageno e distribuicéo tecidual.

Tipo de colageno Distribuicao tecidual

I Pele, ossos, tenddes, ligamentos, fascias, dentina e cornea.
I Cartilagem, corpo vitreo, ntcleo pulposo.

Il Pele, parede dos vasos, fibras reticulares da maioria dos tecidos.

Pulmao, cdrnea, 0ssos, tecidos fetais; juntamente com o
colageno tipo I.

XI Cartilagem, corpo vitreo.

Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (2017)*.

As moléculas de colageno tipo | sdo compostas por trés cadeias a que se unem devido
a sua composicdo molecular. A estrutura primaria é formada por um tripleto de aminoacidos
caracterizado pela sequéncia glicina, prolina e hidroxiprolina (Gly-X-Y-). A presenca da
glicina é essencial a cada trés posi¢cdes dessa molécula, para permitir um entrelacamento firme
dessas trés cadeias o na molécula de procolageno e as posi¢des X, comumente ocupada por
prolina (Pro), enquanto a Y é muitas vezes ocupada por hidroxiprolina (Hyp)©“344424%) (Figura
3).

Essa proteina é formada por uma molécula complexa, composta por um filamento
semiflexivel de 300 nm de comprimento e massa molecular média de 300 KDa. Sua estrutura
é constituida por trés cadeias-a polipeptidicas (Figura 4), dispostas lado a lado, que se
enrolam entre si, em uma conformacéao helicoidal estavel, devido as pontes de hidrogénio e
ligagBes intermoleculares, com duas regides ndo helicoidais em cada extremidade®*4® (Figura
5). Desse modo, forma uma estrutura tridimensional organizada conhecida como procolageno.
A clivagem observada nas extremidades do procolageno é necessaria para a formacdo do
tropocolageno que, em seguida, se une a outra molécula de tropocolageno para formar as
fibrilas que se organizam e constituem as fibras de colageno e, posteriormente, os feixes
(Figura 6).
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Figura 3 - Estrutura tripla hélice de colageno e organizacao de fibrilas em fibras de coléageno.
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Fonte: Lin et al. (2019)*,

Figura 4 - Formacdo e estrutura da molécula de colageno.
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Fonte: Adaptado de Berillis (2015)*.

Figura 5 - Regido helicoidal e ndo helicoidal da molécula de colageno.
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Fonte: Adaptado de SORUSHANOVA et al. (2019)*.
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Figura 6 - Formacdo, organizacao e estrutura de colageno.
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Fonte: SILVA; PENNA (2012)%,

De acordo com a matéria-prima, o colageno pode ser obtido a partir de fonte natural
ou sintética. Dentre as primeiras, destacam-se a bovina, a suina, a humana e as derivadas de
organismos marinhos, como, por exemplo, algas e pele e escamas de peixes®21347) (Figura
7).
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Figura 7 - Fontes de matérias-primas naturais de colageno.
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Fonte: Adaptado de GHOMI et al. (2021)°.

by

A ampla disponibilidade, na forma de obtencdo, associada a versatilidade nas
aplicacdes experimentais e clinicas, tem tornado o colageno tipo | uma fonte de matéria-prima
amplamente pesquisada nas Ultimas décadas.

Vale salientar, que as primeiras aplica¢des do colageno como biomaterial foram com o
desenvolvimento de suturas a base de coladgeno pelos cirurgibes Joseph Lister e William
Macewen em 1881. Posteriormente, em 1956, essa proteina passou a ser utilizada em culturas
de células para auxiliar no crescimento celular e, em 1993, foi aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) o primeiro biomaterial colagénico para regeneragio 6ssea’.

Nas ultimas décadas, os biomateriais colagénicos tém se mostrado amplamente
versateis nas aplicacdes biomédicas, principalmente devido a sua composicdo biomimética;
funcdo estrutural na MEC; e em razdo dos métodos de producdo e reticulacdo, o que tem
possibilitado estimular o reparo tecidual por promover respostas celulares como adesao,
migrag4o, disseminacéo e proliferacéo celular®,

Assim, vérias tentativas sdo propostas para desenvolver biomateriais colagénicos
inovadores e aplica-los no reparo tecidual, visto as limitages do autotransplante e
alotransplantes®®. O colageno é considerado um dos biomateriais mais importantes para a
regeneracdo de tecido conjuntivo devido a hidrofilicidade, boa biocompatibilidade, baixa
antigenicidade e quimiotaxia®®.

Desse modo, espera-se que a implantagdo de um biomaterial colagénico possa
restaurar a funcéo do tecido nativo, mediante a estimulagéo de respostas celulares e, com isso,

promover uma regeneracdo tecidual mais rapida. Contudo, biomateriais projetados para esta
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finalidade devem ser biocompativeis, porosos, de modo a possibilitar a interconexdo com o
tecido do hospedeiro para o crescimento e metabolismo celular. Além disso, as propriedades
mecanicas devem ser adequadas para suportar qualquer tipo de estresse, e a quimica de
superficie apropriada para a fixagéo celular®,

Diante do exposto, h4 um crescente aumento de biomateriais colagénicos aprovados
para aplicacGes nas areas biomédicas, o que tem ampliado os estudos na area de pesquisa

bésica e aplicacdes clinicas.

4.3 REPARO TECIDUAL E SUBSTITUTOS DE PELE

A pele, maior érgdo do corpo humano, representa cerca de 15% do peso corporal total
de um adulto, € composta por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme, desempenha
multiplas fungdes vitais na manutencdo da homeostasia corporal e na termorregulacdo, além
de fornecer protecdo contra agentes fisicos, quimicos e bioldgicos®. A porcdo mais externa da
epiderme, o estrato cdrneo, é comparativamente mais impermeavel do que outras camadas e,
portanto, realiza uma funcdo de barreira cutdnea contra patdgenos e outras substancias
estranhas no corpo. Assim, danos nessa camada pode levar a perda de agua e proteina, além
de favorecer a invasdo bacteriana para o tecido subjacente. Além disso, por ser o revestimento
mais externo, a pele torna-se mais vulneravel a sofrer leses superficiais ou profundas®.

A derme é considerada a camada mais espessa da pele e esta presente logo abaixo da
epiderme. Essa é constituida por tecido conjuntivo formado por matriz extracelular (MEC),
diferentes tipos celulares, vasos sanguineos e linféticos, além de foliculos pilosos, glandulas
sudoriparas e sebaceas e terminacdes nervosas. Os fibroblastos sdo o principal tipo celular da
derme, e sdo responsaveis por secretar colageno e elastina, proteinas que fornecem resisténcia
mecanica e elasticidade a pele. Logo abaixo esta situada a hipoderme, constituida de
adip6citos que proporcionam isolamento térmico e amortecimento entre as camadas e
estruturas da pele, além de servir como uma regi&o de armazenamento de energia® (Figura 8).

A MEC constitui uma rede altamente organizada, composta basicamente por agua,
proteinas e polissacarideos, que fornece auxilio estrutural e bioquimico para as células
circundantes e estimula a sintese de fatores de crescimento, necessarias para O reparo
cutaneo®®. Os constituintes primarios da MEC sdo proteinas estruturais, como colagenos,
fibronectina e elastina; e especializadas, dentre elas fatores de crescimento, glicoproteinas e
proteoglicanos®’. Dessa forma, destaca-se, em especial, o colageno, por constituir

aproximadamente 30% do conteldo dessa matriz, e por representar 0s componentes mais
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abundantes secretados pelos fibroblastos, com cerca de 29 proteinas distintas®2%®). Destes,
destaca-se o tipo I, mais predominante em tenddes, 0ssos e pele®,

Figura 8 — Estrutura da pele normal.
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Fonte: Adaptado de Vig et al. (2017)%.

Vale ressaltar que, fisiologicamente, as proteinas da MEC estdo em constante
equilibrio entre a sintese e a degradacédo, devido a agcdo de enzimas como metaloproteinases.
Essas interagem, diretamente, com os receptores de superficie celular e desencadeiam a
transducdo de sinais que culminam em respostas celulares especificas, com consequéncias
importantes para o comportamento e destino das células em um tecido. Portanto, compreender
as caracteristicas morfofuncionais da MEC é de fundamental importancia para entender os
mecanismos que regem as respostas teciduais e o reparo®*.

Posteriormente a uma lesdo, a pele danificada pode ser restaurada mediante a
regeneracdo tecidual. Para tanto, faz-se necessario que ocorra a sinalizagdo celular coordenada
de forma a iniciar as diferentes etapas observadas nesse mecanismo. Vale ressaltar que o
reparo tecidual é um evento dindmico que depende de varios fatores, como tipo de ferida:
epidérmica, dérmica ou de espessura total; tipo de dano tecidual, seja por trauma fisico ou
queimadura de primeiro, segundo ou terceiro grau; condigdes dos tecidos circunvizinhos a
ferida, tais como umidade, inflamacdo e infeccdo®; além das condicBes sistémicas do
paciente. Portanto, a restauracao tecidual é iniciada com a fase inflamatdria e finalizada com a
sintese de moléculas da MEC e deposicao de coladgeno e outras proteinas.

Na presenca de uma lesdo, as células pré-existentes migram para o local da ferida,

proliferam e diferenciam-se para contribuir com o reparo tecidual, que acontece em quatro
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etapas: a) hemostasia, b) inflamacgéo, c) proliferagdo e d) remodelagdo (Figura 9). A
hemostasia € uma resposta fisiolégica cujo objetivo € evitar a ocorréncia de hemorragia
(Figura 9a). Dessa forma, o codgulo sanguineo atua como fonte de citocinas e fatores de
crescimento que ativam células inflamatérias, como, por exemplo, neutrofilos, macréfagos,
linfocitos e mastocitos, responsaveis pelo desbridamento dos tecidos desvitalizados,
fagocitose de agentes infecciosos e detritos teciduais, para o inicio e progresso do reparo. Para
tanto, essas células secretam mediadores quimicos e citocinas pro-inflamatorias que induzem
0 recrutamento de diferentes tipos celulares para o local da ferida (Figura 9b).
Posteriormente, macrofagos ativados alternativamente secretam citocinas pro-reparo, que
estimulam a angiogénese, com conseqlente constituicdo de tecido de granulacdo e formagéo
de tecido conjuntivo (Figura 9c), na fase denominada de proliferacdo. Portanto, nessa etapa ha
migracao de fibroblastos para o local da lesdo, com consequente sintese de nova MEC. No
caso de feridas extensas, esse tipo celular diferencia-se em miofibroblastos, que participam
também da contracdo da ferida (Figura 9c). Na etapa final, denominada de remodelagéo, a
celularidade diminui, mediante apoptose, e os componentes da MEC sdo reorganizados e
degradados por acdo enzimatica das metaloproteinases (Figura 9d).

Assim, fica evidente que o reparo tecidual pode ocorrer por regeneracao tecidual ou
por cicatrizacdo, todavia, na maioria das lesbes de pele de espessura superficial e parcial,
ocorre por meio da regeneracdo epidérmica seguida pela formacdo de tecido conjuntivo.
Entretanto, nos casos em que essas etapas ndo podem ser finalizadas ou a perda tecidual é
extensa, pode ocorrer formacéo de fibrose ou feridas cronicas.

No que se refere as feridas, estas podem ser mais superficiais ou mais profundas. As
primeiras podem cicatrizar de forma rapida apds tratamento, entretanto, as feridas mais
profundas tornam-se dificeis de consolidar, mesmo com tratamento adequado, o que pode
levar a problemas graves de salide e até a morte®’, além de causar danos a barreira cutinea.
Dessa forma, uma rapida reparacdo tecidual ap6s uma lesdo é necesséaria para evitar
complicacdes®. Nesse contexto, o enxerto de pele é uma abordagem classica, este abrange
autoenxerto, aloenxerto e xenoenxertos, conhecidos como substitutos de pelel. Assim, o
autoenxerto é considerado o padrdo-ouro no reparo tecidual, por conta dos baixos indices de
respostas imunes, entretanto a falta de disponibilidade e a possibilidade de novas feridas séo
fatores limitantes“®°), Nesses casos, o aloenxerto de pele pode ser uma escolha alternativa,
guando os enxertos de pele autélogos sdo inaplicaveis ou indisponiveis, mas podem
desencadear infecgéo e rejeicdo imunoldgica. Sendo assim, 0s xenoenxertos podem ser usados

em situacdes onde ndo ha tecido disponivel.
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Figura 9 — Etapas do reparo tecidual em ferida cutanea.
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Atualmente, uma grande variedade de enxertos de pele esta sendo aplicada em
ambientes clinicos, visto o avanco significativo nas pesquisas e na fabricacdo de
biomateriais®’. Nesse cenario, os substitutos de pele sdo materiais bioldgicos desenvolvidos
pela engenharia de tecido, que se apresentam com grande potencial no reparo tecidual, e que
tem se tornado cada vez mais promissores®”® apesar do alto custo. Esses, sdo projetados
para mimetizar uma MEC tridimensional que proporciona um microambiente favoravel para
adesdo, migracéo, proliferacdo e diferenciagio celulares®%9),

Dessa maneira, a estrutura e os componentes deste material bioativo determinam
propriedades bioldgicas essenciais para o funcionamento de arcaboucos, conhecidos como
scaffolds. O termo scaffolds, na BT, evoluiu do conceito simples de uma estrutura de suporte
para o tecido danificado, e tornou-se um biomaterial complexo de estrutura tridimensional,
tamanho e composi¢cdo quimica definidos que mimetizam o nicho natural das células no
tecido hospedeiro. Essa estrutura € necessaria para carrear componentes biologicos e
direcionar a formago do novo tecido funcional®.

Desse modo, tanto os polimeros bioldgicos quanto os sintéticos, tém sido amplamente

explorados para fabricar scaffolds de pele. A estrutura porosa permite a migracdo celular,



21

favorece a troca de nutrientes e orienta a transformagéo fenotipica de certas células, o que tem
proporcionado o avango no desenvolvimento de biomateriais para o reparo da pele®l. Além
disso, possibilitam a cobertura temporaria ou permanente das feridas, devido ao grande

potencial, o que pode auxiliar nas etapas do reparo tecidual®%75® (Figura 10).

Figura 10 - Potenciais abordagens para diminuir a formac&o de cicatrizes e melhorar o reparo cutaneo.
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Isso posto, o substituto cutdneo considerado ideal deve possuir propriedades
comparaveis as da pele humana, como exposto no (Quadrol). Desse modo, ao desenvolver
um biomaterial com potencial uso em cirurgias reconstrutivas mamarias deve-se incorporar as
vantagens dos substitutos de pele ja existentes, bem como minimizar as complicaces pés-

operatorias e, se possivel, reduzir o alto custo, para tornar o biomaterial mais acessivel.
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Quadro 1 — Propriedades do substituto cutaneo ideal.

Suportar hipoxia

Ampla disponibilidade

Presenca de componentes dérmicos e epidérmicos

Reologia comparavel a da pele

Resisténcia a infeccao

Custo/ beneficio adequado

Facilidade de preparacéo

Baixa antigenicidade

Facilidade de armazenamento

Resisténcia ao cisalhamento

Fonte: Adaptado de FERREIRA et al. (2011)%2.

Posto que tenham ocorrido grandes avancos na area da BT, que possibilitou
desenvolver materiais sofisticados, capazes de estimular o reparo em diferentes tecidos, a
consolidacdo de grandes lesbes de pele ainda € um grande desafio. Uma das principais
dificuldades encontradas nas pesquisas é a fabricacdo de materiais biomiméticos que
consigam traduzir o grau de complexidade para mimetizar a MEC do sitio implantado e,
assim, possam extrapolar os resultados das pesquisas basicas para possiveis avangos em
estudos translacionais®®. Desse modo, a regeneracio tecidual envolve a participacio ativa de
células e um ambiente favoravel para que o metabolismo celular ocorra nas lesdes de pele.

Nesse cenario, 0 uso de matriz em cirurgias reconstrutivas foi descrito pela primeira
vez em 2005 e, desde entdo, tornou-se comum na reconstrucdo mamaria em combinag¢do com
implante de silicone ou expansores de pele®*®. As matrizes dérmicas acelulares (ADM)
podem ser divididas em matrizes bioldgicas ou sintéticas. As ADMs sdo consideradas
substitutos teciduais desenvolvidos mediante a acelularizagdo de tecidos, preservando a MEC.
Assim, a matriz funciona como um arcabougo em que as proprias células do tecido
hospedeiro podem crescer e, assim, promover a revascularizagéo tecidual para o reparo da
pele. Atualmente, existem diversos tipos de ADMs no mercado, 0 que inclui de origem
humana - AlloDermVR, derivados de suinos - PermacolTM, StratticeVR e derivados de
bovinos — VeritasVR. As matrizes sintéticas funcionam como suportes internos e sao
amplamente utilizados em diferentes procedimentos cirtrgicos®*. Dentre as vantagens do uso

dessas matrizes, destaca-se a melhor definicdo do sulco inframamério e formagdo menos
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pronunciada de capsula fibrosa®. Ja a possivel desvantagem é o risco aumentado de
complicacdes, como infecgdo, necrose de pele, extrusdo do implante e formacao de seroma® e
o alto custo®”. Somado a isso, ndo existem estudos que analisaram o resultado das ADMs a
longo prazo in situ. Portanto, as taxas de complicacdes pos-operatdrias relatadas e o alto custo
dessas matrizes tém proporcionado novos avangos na area da BT com o objetivo de
desenvolver um substituto que pele mais biocompativel e com custo mais acessivel para a
regeneracdo tecidual. O estudo das interacbes entre as matrizes e os tecidos que serdo

substituidos fornece novos rumos para o desenvolvimento de biomateriais.

4.4 PERICARDIO BOVINO (PB)

O pericardio € um tecido biologico constituido, essencialmente, por tecido conjuntivo
rico em colageno tipo I, elastina, glicoproteinas e glicosaminoglicanas (GAGs), e células
mesoteliais, reconhecidas pelas suas mdaltiplas capacidades funcionais. Esse, portanto, é
composto por duas camadas: fibrosa e serosa, que envolve externamente o coracdo e possuli
diferentes funcbes. A camada fibrosa localiza-se em contato com o epicardio, camada mais
externa do coracdo, e apresenta duas faces: visceral e a parietal. JA a serosa, camada mais
externa do pericardio, reveste a cavidade cardiaca. Entre essas duas estd a cavidade

pericardial, a qual contém o fluido pericéardico (Figura 11).



Figura 11 — Localizacdo e camadas do pericardio.
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O PB de origem bovina (Figura 12) apresenta-se com uma estrutura histologica

semelhante a dos tecidos cardiacos humanos e representa uma fonte natural de tecido a base

de colageno com propriedades bioldgicas e mecanicas que favorecem a fabricacdo de novos

biomateriais e, portanto, tem sido utilizado para diversas aplicabilidades na &rea biomédica

(8.10.11,1516.18) e especial, na cobertura de implante de silicone®!4!"), Trata-se de um tecido

de fécil disponibilidade, maleabilidade e manipulagio®*.

Figura 12 - Vista ventral do coragdo bovino com o pericardio.
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Fonte: Disponivel em http://www.atlaspatologia.fafram.com.br/view/atlas.php?a=2&p=217.

Entretanto, apesar da ampla disponibilidade do PB, a implantagéo in vivo pode se

degradar apds sofrer influéncia de enzimas, especialmente as colagenases, 0 que pode


http://www.atlaspatologia.fafram.com.br/view/atlas.php?a=2&p=217
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inviabilizar o seu uso como substituto cutaneo. Portanto, a fixacdo tecidual desse biomaterial
¢ uma etapa importante para seu uso como substituto de pele, a fim de reduzir a
antigenicidade, aumentar as propriedades mecanicas, prevenir a rejeicdo e a degradacdo de
sua estrutura, o que visa a manutencdo do implante no tecido hospedeiro. As proteinas
derivadas da MEC podem interagir com o sistema imunoldgico e desencadear uma resposta
inflamatoria exacerbada e a degradacéo tecidual. Sendo assim, a fixacao e reticulacdo do PB
em glutaraldeido (GA) € utilizada, convencionalmente, nas aplicacdes clinicas desde a década
de 1970, o que torna os tecidos bioldgicos menos susceptiveis a degradacdo enzimatica in
vivo, por meio da preservacdo da estrutura e integridade mecénica dos materiais®©316:18),
Entretanto, 0 GA ainda apresenta desvantagens, o que limita a sua aplicabilidade®.

O surgimento de calcificacdo a longo prazo, falha na integracdo com o tecido
hospedeiro e consequente rejeicdo do implante, provavelmente devido a reticulacdo em GA,
demonstram que apesar dos avancos significativos nos métodos de tratamento quimicos
desses biomateriais, a deterioracdo, a degeneragdo tecidual progressiva e a calcificacdo
continuam a ser problemas frequente ap6s a implantagdo in vivo(%6%, Desse modo, métodos
alternativos para a fixacéo e reticulacdo do PB tém sido avaliados em diferentes estudos.

Nesse cenario, a acelularizacdo tem sido proposta como uma alternativa promissora no
processamento de tecidos bioldgicos. Apresenta-se como um método inovador de remocgéo
dos componentes celulares sem alterar a estrutura da MEC do tecido original, para a
preparacdo de biomateriais colagénicos, que surge como uma alternativa para diminuir o risco
de degeneracdo e calcificacdo, além de preservar a composicdo, atividade bioldgica e
integridade mecénica da MEC remanescente>7?. Na pratica, isso significa diminuir a
antigenicidade tecidual, devido a eliminacdo dos debris celulares, e maximizar a remocao
celular com a minima perda dos componentes da MEC.

Em suma, a remocdo completa das células resulta em uma matriz acelular, com
capacidade regenerativa in vivo pelo tecido hospedeiro. Desse modo, a adequada preservacao
da MEC durante a acelularizacdo viabiliza a interacdo com moléculas especificas da matriz
que permitem a adesdo, migracéo, proliferacio e diferenciacéo celular?,

O procedimento de acelularizacdo pode ser realizado através de métodos fisicos,
quimicos ou enzimaticos®™. A primeira utiliza agitacdo, sonicacdo, pressdo, congelamento
ou descongelamento para romper as membranas e liberar o contetdo celular. A segunda, por
sua vez, é concretizada mediante o uso de solucBes bésicas, acidos, solventes organicos,
agentes quelantes, solucfes hipotdnicas ou hipertbnicas a fim de quebrar as conexdes

extracelulares. E, por fim, as enzimaticas, que utilizam detergentes aniénicos ou néo
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aniodnicos e/ou alcool, isoladamente ou em combinacéo, tais como a tripsina, Triton X-100,
Tween-20, CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfonate), dodecil
sulfato de sddio (SDS), deoxicolato de Sodio (DOA), glicerol e polietilenoglicol?*. Dentre as
varias técnicas descritas, essa Ultima usa proteases ou nucleases para clivar as ligagcdes de
peptideos ou nucleotideos, respectivamente. Todos esses métodos tém suas vantagens e
limitacGes, e podem remover eficientemente os componentes celulares, tais como nucleos,
lipideos e membrana celular, enquanto, também, podem induzir alguns efeitos adversos na
composicao biologica e nas propriedades biomecanicas da MEC remanescente. Entretanto, 0s
protocolos de processamento podem ser adequadamente combinados para maximizar o efeito
da acelularizacdo’, desde que removam os componentes celulares, responsaveis por
desencadear uma resposta imunogénica e a citotoxicidade do material, bem como mantenham
as propriedades bioquimicas, biomecénicas e de biocompatibilidade?.

Dentre as solugdes utilizadas na acelularizacéo, destacam-se o SDS e o Triton X-100
que dissolvem, eficientemente, as membranas e lipideos celulares™. A efetividade da
acelularizagio de PB com SDS 0,1%, foi comprovada por Oswal et al. (2007)7® e Collatusso
et al. (2012)?* que evidenciaram remocdo completa das células e adequada preservagdo da
MEC. Feito isso, no que se refere a sua conservacao, recomenda-se que 0 PB seja mantido em
glicerina por um periodo minimo de 30 dias, podendo estender até, aproximadamente, 120,
para minimizar a possibilidade de rejeicdo®?.

Entretanto, ainda que alguns trabalhos tenham demonstrado um efeito anticalcificante
com boa preservacdo da estrutura colagénica de PBs, ap0s 0 seu processamento, alguns
tratamentos de acelularizagdo falham em preservar a estrutura original do PB(77®_ Assim,
estudos adicionais in vivo sdo necessarios para determinar se a acelularizacdo produziria
materiais mais biocompativeis e com propriedades anticalcificantes e biomecénicas superiores
aos biomateriais comercialmente disponiveis.

Assim, o uso de biomateriais acelularizados, com métodos de processamento e
conservacao mais adequados, é cada vez mais frequente na BT e tem apresentado avancos
significativos no reparo tecidual. Dessa forma, novas tecnologias tém sido aplicadas para
desenvolver substitutos da pele, tais como os scaffolds acelularizados que podem ser
utilizados em diferentes aplicacdes clinicas. Estes fornecem uma matriz tridimensional
biocompativel com porosidade, rugosidade, degradabilidade e propriedades mecanicas, capaz
de estimular adesdo, migracdo, proliferacdo, diferenciacéo e interacdo celulares por meio de
disponibilizagdo as células de fatores de crescimento e outros sinais bioquimicos necessarios,

que podem ser neles incorporados ou adsorvidos, de forma a propiciar um microambiente que
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se asssemelhe a MEC*, e, nesse caso, cutanea. Nesse cenario, as matrizes acelularizadas
foram amplamente utilizadas em estudos de substituicdo de drgdos e tecidos’®, tais como,
esofago’, corregbes cardiacas®®, medula espinhal®!, cérebro®, musculos esqueléticos®?,
substituicdo peritoneal®* e de tecidos intestinais®.

Nesse contexto, pode-se destacar os scaffolds derivados de PBA (Figura 13) como um
biomaterial amplamente utilizado nas cirurgias reconstrutivas, visto as multiplas aplicacdes
que vio desde a substituicdo das valvulas cardiacas®®), fechamento de defeitos septais®®,
reparo de artérias pulmonares® e defeitos 6sseos1?131618) até as cirurgias de reconstrucio da

cobertura mamaria®-90:91.7.92),

Figura 13 — Pericardio bovino acelularizado.

Fonte: Imagem cedida pela Braile Biomédica®.

O uso de scaffolds de PBA associado a cirurgia de reconstrucdo mamaria com
implante tem sido pioneiro nos Gltimos anos e tem resultado em diminuicdo das complicacdes
pos-operatorias®®”). A matriz de PBA possui alta quantidade de colageno que possibilita um
reparo tecidual mais rdpido e com melhores resutados funcionais, devido as suas
caracteristicas estruturais e morfologicas. Além disso, esse biomaterial aperfeicoa 0s
resultados estéticos, pois melhora a definicdo do sulco inframamério e proporciona uma
mama mais natural, com menor indice, a longo prazo, de contratura capsular (CC)®%"), que o
torna uma alternativa promissora no campo das cirurgias reconstrutivas mamarias.

Diante disso, protocolos de acelularizagdo do PB, a base de surfactante iénico SDS e
neutro (Triton X-100), tém sido desenvolvidos, visto que ndo alteram a carga eletrostatica da
molécula de colageno, o que é importante para a manutencdo da sua estrutura. O material
processado mediante essa técnica apresentou biocompatibilidade adequada em ensaios in vitro
(ISO 10993-3, 10993-4, 10993-5, 10993-6, 10993-10, 10993-11) e in vivo, em modelos
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animais de queimadura®® e como cobertura de implante de silicone mamaéria em cirurgia
reconstrutiva®. Para tanto, novas pesquisas a longo prazo precisam ser avaliadas.

Nesse cenario, as pesquisas com substitutos teciduais de origem bioldgica, obtidos de
diferentes espécies animais, buscam avaliar a vialibilidade e o potencial uso em diversas
aplicacdes clinicas. Além de fornecer resultados que norteiam o desenvolvimento de novos
biomateriais por meio do aprimoramento do processamento e conservacdo destes materiais, e
dos refinamentos das técnicas cirdrgicas. Sendo assim, os resultados obtidos nesses estudos
aumentam as possibilidades e perspectivas de uso destas inovacBes como alternativas

promissoras para 0s pacientes submetidos a reconstru¢do com implante de silicone.

4.5 RESPOSTA TECIDUAL A MATERIAIS BIOLOGICOS

O desenvolvimento de novos biomateriais e o aperfeicoamento dos materiais que estao
em uso tém ganhado avancos notorios nas Ultimas décadas. Diante disso, 0s biomateriais tém
ampliado a aplicabilidade e os inimeros beneficios na melhoria da qualidade de vida dos
pacientes. Todavia, deve-se atentar a reacdo tecidual observada no tecido do hospedeiro ap6s
a implantacdo desses materiais (Quadro 2)©®>%) a qual determina a biocompatibilidade do
biomaterial. A avaliacdo dessa resposta tecidual é uma etapa que engloba estudos in vitro e in
vivo, direcionados, respectivamente, a avaliacdo da citotoxicidade e reacOes alérgicas,
inflamacdo e manifestacdes de sintomas sistémicos e cronicos®’. Os padrbes para essa
avaliacdo foram definidos e descritos em detalhes pela Organizagcdo Internacional de
Padronizacdo (ISO) na norma 10993-6 (2010)*. A avaliacio adequada da seguranca dos
materiais biologicos é de suma importancia, uma vez que estes sdo implantados, em

organismos Vivos, e espera-se que permanecam e exercam funcdes por um longo periodo®’.

Quadro 2 — Sequéncia de respostas teciduais a implantacéo de dispositivos biomédicos.

Leséo tecidual

Interacdo fluidos teciduais-material
Formag&o de matriz provisoria
Inflamacdo aguda

Inflamacé&o cronica

Tecido de granulagao

Reacé&o de corpo estranho
Formacao de tecido fibroso

Fonte: Adaptado de Badylak (2015)%.
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No que concerne a intervencao cirurgica para implantacdo de um biomaterial, a leséo
no tecido ou 6rgdos envolvidos resulta em uma reacdo inflamatoria, inicialmente, com o
objetivo de proteger o organismo, para evitar outros danos aos tecidos, e na tentativa de
eliminar ou isolar o material estranho, e iniciar o processo de reparo. Essa resposta &
denominada de reacio de corpo estranho (RCE)(®7:95.9896),

A inflamagdo mencionada anteriormente é dividida em duas fases: aguda e cronica
(Figura 14). Na primeira, a resposta inflamatéria inicialmente desencadeada é caracterizada
pela formacdo de uma camada protéeica na superficie do biomaterial, a qual pode durar horas
ou dias. Essa reacdo é composta por proteinas plasmaticas e teciduais, tais como albumina,
fibrinogénio, elementos do sistema complemento e anticorpos (Figura 14a). Essa etapa é
fundamental na interacdo tecido-biomaterial e a base para a formagcdo da RCE. O
procedimento de implantagdo resulta em danos aos tecidos e a microvasculatura, o que leva a
liberacdo de histamina e citocinas pré-inflamatérias com consequente alteragdes vasculares e
extravasamento de plasma e leucécitos. Essa fase compreende a formacdo de matriz
provisoria, interacdes célula-célula e célula-biomaterial, e constituicdo do infiltrado
inflamatorio, predominantemente, neutrofilico (Figura 14b)®’.

Em sequéncia, na fase seguinte, os neutrofilos sdo gradativamente substituidos por
monacitos, que se diferenciam em macrofagos, inicialmente tipo 1 e, posteriormente, tipo 2, e
caracterizam a resposta de fase crénica (Figura 14c). Os macréfagos sdo considerados 0s
principais mediadores celulares da RCE, uma vez que sd0 responsaveis por coordenar as
reacOes que integram as citocinas, quimiocinas, componentes do sistema complemento com
varios tipos celulares, como neutréfilos, macrdfagos, linfécitos, fibroblastos e células
endoteliais. Na medida em que os macréfagos ndo conseguem eliminar o biomaterial,
reconhecido pelo organismo como corpo estranho, diferenciam-se em células epitelidides e se
fundem e formam as células gigantes de corpo estranho (CGCE). Essas reacfes celulares
incitam a formacdo da cépsula fibrosa na tentativa de proteger o hospedeiro do material recém
implantado (Figura 14d)®"%, Diante do exposto, fica evidente que a resposta inflamatoria e a
RCE determinam o sucesso ou a falha do biomaterial®%9%) visto que a formagdo desse

tecido fibroso pode limitar a aplicacéo clinica do biomaterial.
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Figura 14 - Representacdo esquematica das fases aguda e cronica da reagdo inflamatoria observada
apos a implantacao do biomaterial.
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Fonte: Adaptado de Nyska et al. (2014)%,

A RCE é dividida em cinco fases que envolvem adsorcdo de proteinas, inflamacao
aguda e cronica, formacdo de CGCE e fibrose. Destarte, inicialmente, acreditou-se que a RCE
conduzida por macrofagos teria um efeito prejudicial na biocompatibilidade do biomaterial.
Entretanto, as pesquisas mais recentes tém descrito o papel fundamental dessas celulas na
RCE, as quais sugerem que a polarizacdo de um fenotipo pré-inflamatério (M1) para um mais
regulatorio ou anti-inflamatério (M2) é um aspecto chave na remodelagdo tecidual®098:101-
104)_

A ativacdo do M1 é necessaria para iniciar a resposta imune>1%) a0 passo que a
mudanca para o fendtipo M2 parece ser favoravel para prevenir a degradacdo e proporcionar
integracdo do biomaterial®. Desse modo, a abordagem centrada nos macréfagos busca
identificar mecanismos que promovam uma mudanca eficiente e oportuna desses fenétipos

M1 para M2 com o objetivo de promover a remodela¢do funcional do tecido em detrimento
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da formac&o de fibrose. Nesse contexto, materiais com superficies porosas; aplicacao de IL-4;
transplante de células-tronco; e biomateriais confeccionados a base de componentes da MEC,
tais como materiais colagénicos, sdo sugeridos como potenciais abordagens'®. Todavia, uma
inflamacdo cronica mantida por um longo periodo é a principal razdo para a migracdo
demasiada de CGCE; deposicdo excessiva de MEC; formacdo de cépsula fibrosa ao redor do
implante, o que pode levar a falha funcional (Figura 15)’.

Desse modo, a resolucdo da resposta inflamatéria €, portanto, necessaria para a
prevencdo de fibrose em torno dos biomateriais ndo degradaveis. Logo, um implante ideal
deve induzir a uma reacdo imunologica leve, porém suficiente para proporcionar a fixagdo do
implante e, posterior, biointegracdo ao tecido do hospedeiro, sem a presenca de fibrose.

Portanto, um dos principais objetivos das pesquisas atuais com biomateriais é
compreender 0os mecanismos moleculares envolvidos na resposta tecidual, principalmente na
RCE, por meio de estudos experimentais que analisem as interacdes supramencionadas, apos

a implantacdo de um biomaterial no tecido do hospedeiro.

Figura 15 - Representagdo esquematica das interacdes celulares e respostas teciduais mediante

implantacdo de biomaterial.
@ Degradacio

Macrofagos M1

)

Precursor Macrofagos M2

@ Fibrose

Célula gigante de
corpo estranho
(FBGC)

Integracio

Biomaterial

Fonte: Adaptado de Klopfleisch (2016)".
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Matriz de PBA

O PBA utilizado neste estudo foi cedido pela Braile Biomédica® (Sdo José do Rio
Preto — SP). As matrizes de PBA foram produzidas a partir de amostras de PB obtidas de
animais com até 36 meses de idade e em frigorifico certificado. O PB foi coletado
imediatamente ap0s o abate do animal, seguido da remoc¢do da camada lipidica do tecido,
lavagem e armazenamento em solucdo de cloretos de sodio e magnésio tamponado, sob pH
7,4. Em seguida, lavou-se o PB em soro fisiol6gico, removeu-se 0s restos de gordura, vasos e
impurezas, e inspecionou-se quanto a homogeneicidade.

Feito isso, matrizes de PBA com dimensdes de 3,0 x 3,5 cm foram acelularizadas,
conforme o protocolo padronizado pela Braile Biomédica®. Para tanto, o PB foi tratado com
solugéo tampdo fosfato com pH na faixa de 6,5 a 8,5 contendo: a) Glicerol (>4 M); b) Dodecil
Sulfato de Sodio (SDS) 0,1%, por 72h e c) Triton X-100, na presenca de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) com 0,005% de azida sodica, ao longo do processamento.
Nos intervalos desse tratamento, as matrizes foram lavadas com &gua e soro fisioldgico. A
reconstituicdo do conjunto de fibrila de colageno foi realizada em tampao fosfato 0,13 M e pH
7,4. O volume de solucdes de SDS 0,1% foi calculado com base na massa total de colageno
presente no PB utilizado em cada tratamento e na estequiometria da interacdo SDS-colageno.
Ap0s o processamento, as matrizes foram esterilizadas e armazenadas em formaldeido a 4%
(Figura 16).

Figura 16 - Estrutura da matriz de PBA.

100 um

—

Legenda: Note a auséncia de células e a manutengdo da estrutura nativa da matriz colagénica do PB
apos a acelularizagdo. H.E. Fonte: Elaborada pela autora.



5.2 Caracterizacao fisico-quimica do PBA

a) Estabilidade térmica

56,7+1,6°C

b) Tensdo de ruptura e elongacédo

Amostra

Tensdo de ruptura (N/mm?)

Elongacao (%0)

PB Acelular

4,81+3,24

98,0+26,8

c) Retengdo da sutura
15,0£2,7 N

d) Resisténcia ao rasgo

18,84+6,89 N

5.3 Consideragdes Eticas
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Previamente a realizacdo da etapa cirdrgica, este projeto foi submetido a Comissao de

Etica no Uso de Animais (CEUA) do ICS-UFBA e aprovado mediante o protocolo n°

4715160421 (2021). Apo6s a aprovacao, foi desenvolvido de acordo com o Guia Brasileiro de

Producdo, Manutencdo ou Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa

Cientifica?®, a Resolugéo 55 - Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais em

Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal)'%, e Resolucdo Normativa n° 371 e de acordo com a norma ISO

10993 (2010)%*- Avaliacdo bioldgica de dispositivos médicos - Parte 6: Testes de efeitos

locais apds implantagdo. O célculo do tamanho minimo de amostra foi realizado para a

comparacdo de proporcdes pareada atraves do teste de McNemar, com nivel de significancia

de 5%, poder de teste de 80%, e uma diferenca do sucesso em relagdo ao fracasso de 60%,

adotando como valor do sucesso no grupo controle de 0%.
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5.4 Desenho de Estudo

Tratou-se de estudo de intervencdo com pesquisa experimental em animais com grupo
de comparacdo. Quarenta ratos wistar, machos, com peso entre 250 a 350g, provenientes do
Laboratorio de Neurociéncias do instituto de Ciéncias da Salude da Universidade Federal da
Bahia (UFBA), foram distribuidos em dois grupos: experimental (GE) — biomaterial (PBA)
sobreposto a mini protese mamaria (MP) e controle (GC) — MP sem implantacdo do
biomaterial - com oito animais em cada ponto bioldgico de 1, 2, 4, 12 e 26 semanas de p0s-
operatorio, em conformidade com a ISO 10993 (2010)*2. Neste estudo, realizou-se
implantacdo de MP no plano submuscular de todos os animais, nos dois lados do dorso,
direito (controle) e esquerdo (experimento). Desse modo, por meio dos 40 animais foi

possivel obter 80 espécimes, 40 com biomaterial e 40 sem o biomaterial (Tabela 2).

Tabela 2 - Distribui¢do dos animais de acordo com o grupo experimental/controle e o ponto biolégico.

Grupos  Experimento Controle Total

Periodos
1 semana 8 8 16
2 semanas 8 8 16
4 semanas 8 8 16
12 semanas 8 8 16
26 semanas 8 8 16

Total 40 40 80

Fonte: Elaborada pela autora.

5.5 Procedimento cirurgico para incluséo da MP e do PBA

Vinte e quatro ratos wistar, machos, com peso entre 250 a 350 g, foram distribuidos
em dois grupos: experimental (GE) — biomaterial (PBA) sobreposto a mini protese mamaria
(MP) e controle (GC) — MP sem implantacdo do biomaterial - com oito animais em cada
ponto bioldgico: 1, 2, 4, 12 e 26 semanas. De acordo com os principios dos 3R’s (Reducéo,
Refinamento e Substituicdo), realizou-se implantacdo de MP no plano submuscular de todos
0s animais, nos dois lados do dorso, direito (controle) e esquerdo (experimento). Para isso
utilizou-se uma mini protese de silicone de superficie texturizada (didmetros dos poros entre

0,05 e 0,25 mm) redondos de volume de 2 mL de silicone gel da marca Silimed®. O
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procedimento cirdrgico foi realizado em todos os animais por um Unico membro da equipe,
com experiéncia na realizacdo desse tipo de procedimento.

Anteriormente a implantacdo nos animais, as matrizes de PBA foram lavadas, sob
movimentacdo manual, durante trés minutos por cinco repeticdes, em 150 mL de solucdo
fisiolOgica estéril a cada lavagem, para remoc¢édo do formaldeido.

Previamente a realizacdo dos procedimentos cirurgicos, 0s animais receberam
anestesia com cloridrato de cetamina 75 mg/kg, associado ao cloridrato de xilazina 5 mg/kg,
por via intraperitoneal, conforme descrito por Damy et al. (2010)!°. As MP de 2 mL foram
implantadas nos dois lados do dorso dos animais tendo como referéncia a linha sagital média
e uma linha horizontal na altura do rebordo costal inferior, como descrito por Schmitz et al.
(2013)'* e Kafejian et al. (1997)'*2. No lado experimento (GE), realizou-se sobreposicéo da
MP com matriz de PBA, a qual cobriu toda a MP e foi fixada com 4 pontos com fio de nylon
n°4.0.

Decorridos os pontos bioldgicos deste estudo, 1, 2, 4, 12 e 26 semanas, 0S animais
foram eutanasiados com injecdo letal intraperitoneal de cetamina e xilazina, nas respectivas
dosagens, 300 mg/Kg e 30 mg/kg. Logo apds, realizou-se a obtencdo das amostras teciduais,
com margem de 1,0 cm da borda da MP e profundidade abaixo do plano muscular, incluindo

o musculo panniculus carnosus (PC).

5.6 Avaliacao Histomorfoldgica

Os espécimes foram fixados em formol tamponado a 4%, por 48 horas. Apos esse
periodo, removeu-se a MP de silicone de todos 0s grupos e seccionou-se as amostras teciduais
em duas regides: central e periférica, para avaliar a interface do biomaterial com a MP. Em
seguida, os espécimes foram encaminhados para processamento histoldgico de rotina,
emblocados em parafina, cortados em sec¢bes com 5 um de espessura e corados pela
hematoxilina e eosina (H.E.) para identificacdo das alteracGes morfoldgicas e da resposta
inflamatoria e picrosirius red, para identificacdo da proteina colagénica. Posteriormente, 0s
cortes histolégicos foram examinados por microscopia de luz, em microscopio DM6B
(LEICA®), fotografados com camera DFC 7000T (LEICA®) e programa LAS V.4.12 Leica
Application Suit® (LEICA®) para os parametros de respostas bioldgicas e do biomaterial
seguindo as recomendagcdes da I1SO 10993-6 (2010)%2.
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Abstract

Purpose: To describe an experimental surgical model in rats for in vivo evaluation of
biomaterials in silicone implant coverage. Methods: This study was developed following ISO
10993-6 (2010). The surgical procedure included implanting a mini textured silicone
prosthesis in the submuscular plane of the panniculus carnosus (PC) on both sides of the
animal's back. The left side (experiment - EG) was superimposed with acellular bovine
pericardium (ABP), and the right side (control - CG) was not implanted with biomaterial. At
the end of biological points 1, 2, 4, 12 and 26 weeks, the tissue specimens obtained were fixed
in buffered formalin and stained with hematoxylin-eosin (H.E.) and picrosirius red. Results:
Macroscopically, throughout the study, no postoperative complications were evident. In the
histological analysis, it was possible to observe the evolution of the inflammatory response,
tissue repair, and fibrous capsule during the biological points. Conclusion: The experimental
model described in this study proved to be suitable for evaluating the biomaterial used in the
coverage of breast silicone implants.

Key-words: Biomaterials. Breast implant. Experimental Model. Rats.

Resumo

Objetivo: Descrever um protocolo experimental cirdrgico para avaliacdo in vivo de
biomateriais na cobertura de implante de silicone. Métodos: Este estudo foi desenvolvido de
acordo com a I1SO 10993-6 (2010). O procedimento cirargico consistiu na implantacdo de
uma mini protese de silicone texturizada no plano submuscular do panniculus carnosus (PC),
em ambos os lados do dorso do animal. No lado esquerdo (experimento - GE), realizou-se
sobreposicdo com pericardio bovino acelular (PBA) e no lado direito (controle - GC) néo
houve implantacdo de biomaterial. Ao final dos pontos bioldgicos 1, 2, 4, 12 e 26 semanas, 0S
espécimes teciduais obtidos foram fixados em formol tamponado e corados com
hematoxilina-eosina (H.E.) e picrosirius red. Resultados: Macroscopicamente, ao longo do
estudo, ndo foram evidenciadas complicacfes pds-operatorias. Na andlise histoldgica, no
decurso dos pontos bioldgicos, foi possivel observar a evolugdo da resposta inflamatoria,
inicialmente crénica moderada e escassa ao final do estudo; do reparo tecidual e da capsula
fibrosa. Além da biointegracdo do PBA ao tecido do hospedeiro. Conclusdo: O modelo
experimental descrito nesse estudo mostrou-se adequado para avaliacdo do biomaterial
utilizado tanto na cobertura de implante de silicone mamario quanto nas substituicdes
teciduais.

Palavras-chaves: Biomateriais. Implante de mama. Modelo experimental. Ratos.
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1 Introdugéo

O uso de scaffolds tem ganhado destaque nos Gltimos anos em cirurgias reconstrutivas,
em funcdo de muitas vezes ndo haver tecido disponivel para reconstrucéo. Isso torna o reparo
tecidual altamente complexo e pode culminar na necessidade de utilizar autoenxerto,
aloenxerto ou xenoenxerto - conhecido como substituto de pele! Nas situagdes em que ha o
uso de proteses mamarias, a utilizacdo de um biomaterial ou recursos terapéuticos pode
diminuir o risco de complicacGes pds-operatorias, tais como deiscéncia, seroma, hematoma e
necrose; internacdes prolongadas com alto custo; e contribuir com o mecanismo de reparo?.

Desse modo, a implantacdo de scaffolds bioldgicos com o objetivo de proporcionar
uma melhor condicdo de reparo tem levado os pesquisadores da area da bioengenharia
tecidual a desenvolverem biomateriais que mimetizem a estrutura e as caracteristicas
funcionais da matriz extracelular (MEC), no intuito de estimular ou substituir a estrutura
bioldgica perdida, para possibilitar o reparo tecidual mais rapido e com melhores resultados
funcionais e estéticos®®). Dentre esses, destacam-se os de origem dérmica, conhecidas como
matriz dérmica acelular (MDA), e o pericardio bovino acelularizado (PBA).

A MDA é um tipo de enxerto al6geno, proveniente de pele humana de cadaver. Essa
matriz foi utilizada, incialmente, em pacientes com queimaduras e, posteriormente, para
preenchimento de defeitos anatdbmicos, correcdo em paredes abdominais, em cirurgias
oftdlmicas, reconstrucdo da membrana timpéanica e na cobertura de implante de silicone
mamario®. Em especial, destaca-se que as aplicagdes de MDAs tornaram-se uma das
principais opc¢des para reconstrucdo mamaria com uso de proteses’. Entretanto, apesar de ter
como principal vantagem o aprimoramento do resultado estético, apresenta elevado custo e
indices de complicacbes pds-operatorias. Assim, ao desenvolver um novo biomaterial para
uso em cirurgias reconstrutivas mamarias, deve-se buscar minimizar, se possivel eliminar,
fatores que causam complicacBes pés-operatérias e reduzir o alto custo, para torna-lo
amplamente acessivel. Nesse cenéario, o PBA tem sido utilizado como alternativa ao uso de
MDA, em funcdo de sua ampla disponibilidade e acessibilidade, propriedades bioldgicas e
caracteristicas fisico-quimicas que favorecem o reparo tecidual de forma mais rapida e com
menos risco de complicagbes pds-operatdrias®12).,

No entanto, uma condicdo fundamental para o uso dos biomateriais € determinar sua
seguranca e eficacia em testes experimentais in vivo, para avaliar e compreender as respostas
bioldgicas observadas em funcdo da interacdo com o tecido do hospedeiro, antes de usa-los

em terapias clinicas ou substituicGes de tecidos®®. Nesses estudos, os modelos animais s&o
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utilizados para mimetizar a patogenia de algumas doencas com o objetivo de compreender a
fisiopatologia; desenvolver vacinas e testes diagndsticos; testar drogas e medicamentos;
avaliar novas técnicas cirargicas e regenerativas, dispositivos médicos e biomateriais, com
vistas a realizacéo de pesquisas translacionais e futuras aplicacdes clinicas. Nesse contexto, 0s
protocolos experimentais sdo de suma importancia & medida que subsidiam avangos
cientificos e tecnoldgicos em diferentes areas de conhecimento®41513),

No que se refere a esses estudos, a International Organization for Standardization
(ISO) definiu normas com o objetivo de estabelecer padrdes internacionais que estabelecam
protocolos in vivo para avaliagdo bioldgica de dispositivos médicos, mediante a analise da
resposta local apds a implantagdo (ISO 10993-6) (2010)%®. De acordo com os protocolos de
avaliacdo de biomateriais, 0 tecido subcutaneo € o mais indicado para testar novos materiais
em termos de biocompatibilidade, imunogenicidade, comportamento bioldgico e
integracio1"18) Segundo a 1ISO 10993-6 (2010)*®, a regido localizada abaixo do musculo
PC é particularmente adequada para avaliar materiais poliméricos.

Em relacdo a avaliacdo de materiais ndo degradaveis e ndo bioreabsorviveis, a 1ISO
10993-6 (2010)*® recomenda que as respostas de curto prazo devam ser avaliadas de uma até
quatro semanas e em longo prazo os testes devem ser realizados em periodo de 12 semanas ou
mais, visto que a reacdo decorrente do procedimento cirdrgico pode ser dificil de ser
distinguida da resposta tecidual provocada pela implantacdo do biomaterial. Diante do
exposto, o objetivo deste estudo foi desenvolver um protocolo experimental para avaliacdo de

biomateriais na cobertura de implante de silicone in vivo.

2 Métodos
2.1 Aspectos Eticos

Este estudo foi desenvolvido apds aprovacio na Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia (ICS-UFBA),
protocolos [n° 115 (2017) e 4715160421 (2021)] de acordo com a regulamentacdo vigente
sobre experimentacdo animal e em consonancia com a norma ISO 10993-6 (2010)% —
Avaliacdo bioldgica de dispositivos médicos — Parte 6: Testes de efeitos locais apds

implantacéo.
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2.2 Protocolo cirurgico experimental

Para a realizacdo do procedimento cirdrgico os animais foram anestesiados, conforme
descrito por Damy et al. (2010)*, com cloridrato de cetamina (75 mg/kg), associado ao
cloridrato de xilazina (5 mg/kg), por via intraperitoneal. Posteriormente, realizou-se a
tricotomia e antissepsia da regido do dorso dos animais com clorexidina alcodlica (2%).

De acordo com os principios dos 3R’s (Reducdo, Refinamento e Substituicdo),
realizou-se implantacdo de mini prétese (MP) no plano submuscular nos dois lados do dorso
de todos os animais: esquerdo (experimento - GE) e direito (controle - GC). Para isso,
delimitou-se, a partir da linha sagital média e uma linha horizontal na altura do rebordo costal
inferior, duas areas na pele (GE e GC), conforme descrito por Schmitz et al. (2013)%° e
Kafejian et al. (1997)?%. Em seguida, realizou-se, em cada lado do dorso, uma incisio
horizontal na pele com aproximadamente 1 cm de extensdo (Fig. 1a). Posteriormente, fez-se a
incisdo e divulsdo do tecido subcutaneo, em ambos os lados, seguida da incisdo no plano
muscular do PC (Fig. 2a) para inclusdo da MP de silicone texturizada com formato redondo (2
mL) (Silimed®), na regido submuscular (Fig. 1b). Feito isso, procedeu-se a coapta¢do da
camada muscular de modo a recobrir parcialmente a MP (Fig. 2b). No lado experimento
(GE), realizou-se a sobreposi¢do da MP com matriz de PBA, a qual cobriu todo o conjunto
MP-musculo (Fig. 1c e 2c) e efetuou-se a fixacdo com quatro pontos interrompidos com fio
de nylon n° 5.0 (Fig. 1d). No lado controle (GC), executou-se esses mesmos procedimentos,
exceto a implantacdo da matriz de PBA sobre a MP (Fig. 1e). Ao final, os retalhos cutaneos
(RC) dos dois lados do dorso do animal foram reposicionados (Fig. 2d) e suturados com

pontos interrompidos com fio de nylon n° 5.0 (Fig. 1f).
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Figura 1 — Representagdo esquematica da implantacdo da MP e do PBA no dorso do animal em vista frontal.

MP

Legenda: (a) Delimitacéo e inciséo horizontal na pele no lado GE; (b) Inclusdo da MP no plano submuscular no
lado GE; (c) Matriz de PBA sobreposta ao conjunto MP-musculo; (d) Sutura do PBA no lado GE, delimitacéo e
incisdo da pele no lado GC; (e) Inclusdo de MP no lado GC, sem a cobertura com PBA; (f) Sutura dos RC, nos
dois lados do dorso do animal. Fonte: Elaborada pelos autores.

Figura 2 — Vista lateral esquematica da MP e PBA ap06s a implantacdo submuscular no animal.

MP

RC PBA

c) d)

Legenda: (a) MP e incisdo cirdrgica (IC) no plano muscular; (b) MP parcialmente sobreposta pelo PC; (c)
Sobreposicédo do conjunto MP-PC com a matriz de PBA; (d) RC reposicionado apds a implantacdo do PBA.
Mini prétese (MP); incisdo cirdrgica (IC); panniculus carnosus (PC); Pericardio bovino acelularizado (PBA);
retalho cutaneo (RC). Fonte: Elaborada pelos autores.
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2.2.1 Etapas do procedimento cirurgico

O procedimento cirargico para a implantacdo da MP e da matriz de PBA pode ser
visualizado na (Figura 3). Inicialmente, fez-se, em cada lado do dorso do animal, uma inciséo
cuténea (Fig. 3a), seguida de divulséo do tecido subcutaneo adjacente para acessar o PC (Fig.
3b) e confeccionar o sitio submuscular (SS) (Fig. 3c) para implantacdo da MP e da matriz de
PBA (Fig. 3d) de modo que o PC ficasse parcialmente sobreposto a MP (Fig. 3e).
Seguidamente, suturou-se as quatro extremidades da matriz de PBA ao tecido muscular
circunjacente (Fig. 3f) com objetivo de fixar o biomaterial — PBA —, sobreposto ao conjunto
MP-msculo, ao longo do estudo (Fig. 3g). Por fim, o RC foi reposicionado e suturado com

pontos interrompidos utilizando fio de nylon 5.0 (Fig. 3h).
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Figura 3 — Etapas do procedimento cir(irgico para implantacdo da MP e da matriz de PBA.

Legenda: (a) Incisdo cutanea (IC); (b) Musculo PC; (c) Confeccdo do sitio submuscular (SS); (d) Implantacdo
da MP e do PBA no SS; (e) MP parcialmente recoberta pelo PC; (f) Matriz de PBA fixada ao tecido muscular
subjacente; (g) Sobreposi¢do do conjunto MP-PC pela matriz de PBA; (h) Sutura (S) do RC com pontos
interrompidos. Fonte: Elaborada pelos autores.
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2.3 Obtencéo das amostras teciduais e etapa laboratorial

Em conformidade com a 1ISO 10993-6 (2010), decorridos os pontos biolégicos de 1, 2,
4, 12 e 26 semanas, 0s animais foram eutanasiados com injecdo letal intraperitoneal de
cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina, nas respectivas dosagens, 300 mg/Kg e 30
mg/kg. Logo apos, realizou-se a obtencdo dos espécimes teciduais (Fig. 4a, b), com margem
de 1,0 cm da borda da MP e profundidade abaixo do plano muscular, para incluir o PC na
amostra tecidual. Em seguida, os espécimes foram fixados em formol tamponado a 4%, por
48 horas. Apo0s esse periodo, removeu-se a MP de todas as amostras teciduais (GE e GC) e
seccionaram-se 0s espécimes ao meio (Fig. 4c, d).

Figura 4 — Vista macroscopica dos espécimes do GE ap0s a fixagéo.

Legenda: (a) MP de silicone e espécimes do GE ap0s a seccdo ao meio. (b) Sitio submuscular e PBA. c) Vista
lateral dos fragmentos teciduais do GE; d) Fragmentos teciduais do GE incluidos no cassete. Note o SS, ocupado
anteriormente pela MP e recoberto pela matriz de PBA. Fonte: Elaborada pelos autores.

Os fragmentos obtidos a partir de cada espécime (Fig. 4) foram encaminhados para
processamento histologico de rotina, incluidos em parafina, cortados em sec¢fes com 5 um de
espessura e corados pela hematoxilina-eosina (H.E.) e picrosirius red, coloragdo especial
seletiva para fibras colagénicas do tecido conjuntivo, visto que aumenta a birrefringéncia
dessa proteina. Os cortes histolégicos foram examinados por microscopia de luz comum
(DMB6B - LEICA®, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Germany) e fotografados com camera
DFC 7000T (LEICA®) e programa LAS V.4.12 Leica Application Suit® (LEICA®).
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3 Resultados

Ao longo do estudo, nenhum animal exibiu complicacdes pds-operatorias, assim como
ndo veio a Obito. Em todos os pontos biolodgicos, nos dois grupos estudados,
macroscopicamente, 0s animais ndo apresentaram complica¢des pds-operatérias locais, como
hematoma, infeccdo, abscesso, seroma, deiscéncia de ferida, extrusdo da mini proéteses e do
PBA e contratura capsular (CC). No decurso do experimento, 0s animais mantiveram o
comportamento normal e ganharam peso no decorrer dos pontos biologicos.

Na anélise histopatolégica foi possivel constatar, nos pontos bioldgicos considerados,
a evolucdo da reacdo tecidual mediante observacdo da resposta inflamatdria, do reparo e da
capsula fibrosa formada ap6s a implantacdo da MP e do PBA. Nos trés primeiros periodos de
analise, evidenciou-se resposta inflamatoria cronica moderada no GE e crénica granulomatosa
moderada no GC, edema, tecido de granulacdo e formacdo da cépsula fibrosa. Esses dois
ultimos achados foram mais evidentes no grupo em que houve a implantacdo do PBA,
principalmente com 12 semanas. No ponto bioldgico final notou-se regressdo da inflamacéo,
organizacdo da capsula fibrosa nos dois grupos estudados e biointegracdo do PBA com o

tecido do hospedeiro no GE.
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Figura 5 - Fotomicrografias do GE e GC nos pontos biol6gicos de 1, 2, 4, 12 e 26 semanas.

Experimento Controle

12 semanas 4 semanas 2 semanas 1 semana

26 semanas

Legenda: Observa-se a reagdo tecidual mediante a resposta inflamatéria cronica (GE) e cronica granulomatosa
(GC), e formacao de capsula fibrosa em ambos os grupos. Nota-se: capsula fibrosa (CF); inflamacéo crénica
(IC); inflamagdo crdnica granulomatosa (ICG); fibrina (F); musculo (M); pericardio bovino acelularizado (PBA);
sitio submuscular (SS); tecido conjuntivo (TC); vaso sanguineo (VS). H.E. Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 6 - Fotomicrografias do GE e GC nos pontos bioldgicos de 1, 2, 4, 12 e 26 semanas.
Experimento Controle
DO AR T i \ ‘
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Legenda: Observa-se a resposta tecidual mediante a formacéo de cépsula fibrosa e biointegracdo com o tecido
adjacente. Nota-se: capsula fibrosa (CF); fibrina (F); musculo (M); pericardio bovino acelularizado (PBA); sitio
submuscular (SS); tecido conjuntivo (TC). Picrosirius red. Fonte: Elaborada pelos autores.
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4 Discussao

Os avancos no desenvolvimento de novos biomateriais demandam a realizacdo de
novas pesquisas experimentais com o objetivo de avaliar esses materiais quanto a resposta
bioldgica, com vistas a futura aplicacdo clinica. Nesse contexto, 0s ensaios in vivo sdo 0s mais
adequados em fungdo de evidenciar a reagdo tecidual e a resposta inflamatoria, que subsidiam
a avaliacao da biocompatibilidade e biodegradacdo desses novos biomateriais. Para tanto, tais
estudos devem cumprir as orientacdes e recomendacdes éticas e de bem-estar animal
preconizados pelos 6rgdos regulamentadores em cada pais, bem como considerar os periodos
de observacao que justifiquem o propdésito da pesquisa experimental.

Desse modo, leis, controles e fiscalizacGes tém se tornado cada vez mais robustos com
o desenvolvimento de regulamentacdes mais especificas para cada finalidade de investigacédo
e tipo de pesquisa. Dessa maneira, 0s protocolos e resultados obtidos sdo mais precisos e
evitam a necessidade de realizacdo de novos experimentos com 0S mesmos objetivos,
viabilizam a reprodutibilidade quando necessario, além de apresentar dados validos para
posterior extrapolacdo em pesquisas translacionais®>®). Portanto, neste estudo objetivou-se
descrever, detalhadamente, um protocolo cirlrgico experimental para avaliacdo de
biomateriais na cobertura de implante de silicone mamério, em um modelo pré-clinico em
rato, em consonancia com as recomendacdes da 1SO 10993-6 (2010)'® e normas éticas
vigentes. Optou-se por utilizar esse modelo animal, uma vez que apresenta facilidade de
criacdo e manutencdo; disponibilidade e custo acessivel; reparacdo tecidual mais rapida do
que outras espécies utilizadas em experimentacio®? e compartilha semelhancas fisiologicas
com os humanos?,

O protocolo cirdrgico descrito neste estudo demonstrou ser adequado tendo em vista
que viabilizou analisar a evolugdo da resposta inflamatdria, do reparo tecidual e da capsula
fibrosa. A inflamacdo cronica observada nos dois grupos mostrou-se com intensidade
moderada no inicio e ao final apresentou-se escassa com esparsas células mononucleares tanto
no GE quanto no GC, semelhante aos achados de diversos estudos que também avaliaram
diferentes biomateriais com finalidades distintas®*-3Y). Todavia, sabe-se que imediatamente
apos a implantacdo, a resposta inflamatéria é aguda devido as lesbes teciduais provocadas
pelo procedimento cirtirgico® e ativagdo de células inflamatdrias com conseqiiente secrecio
de citocinas pro-inflamatérias®®. Quando ha biocompatibilidade, a permanéncia do

biomaterial, de permeio aos tecidos do hospedeiro na regido do sitio cirdrgico, estimula a
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evolugdo dessa resposta para inflamagdo cronica®*34353236:3) ¢ reparo ou desempenho da
funcéo para o qual foi projetado.

O desenvolvimento de uma resposta inflamatoria exacerbada pode culminar com a
expulsdo do biomaterial ou deposicdo excessiva de tecido fibroso, formacdo de capsula
fibrosa mais espessa e, por conseguinte, causar CC, considerada uma complicacdo poés-
operatoria que compromete funcional e esteticamente o resultado?®. Assim, para reduzir ou até
mesmo evitar esse fendmeno, diferentes biomateriais tém sido utilizados nos Gltimos anos,
como interface entre o implante de silicone e o sitio de implantacéo, na tentativa de prevenir o
contato direto com os tecidos do hospedeiro. O GE evidenciou adelgacamento da cépsula
fibrosa no ponto bioldgico final, em consondncia com os achados de Bernardini et al.
(2019)?°; Ludolph et al. (2019)® e Schmitz et al. (2013)%°, que também avaliaram
biomateriais na cobertura de implantes de silicone. Tais resultados serdo de grande
importancia para as cirurgias reconstrutivas mamarias com cobertura do implante de silicone,
pois indicam um potencial beneficio na diminuicdo de possiveis complicacdes pOs-
operatorias, especialmente, na reducdo da formacéo da capsula fibrosa e da CC. Os resultados

deste estudo poderdo contribuir, inclusive, com pesquisas translacionais.

Concluséao

O protocolo cirurgico descrito neste estudo mimetizou a reconstru¢do mamaria com
implante de silicone associada a cobertura de matriz colagénica de PBA, exceto no que se
refere ao local de implantacdo da MP. Os resultados obtidos possibilitaram compreender a
reacao tecidual e a evolucdo da resposta inflamatéria; do reparo; da capsula fibrosa ao longo
das 26 semanas, além da biointegracdo com o tecido do hospedeiro. Esses resultados
subsidiardo o desenvolvimento de novos estudos experimentais na area da bioengenharia

tecidual.
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Resumo

Introducdo: O uso de scaffolds acelularizados tem sido utilizado como cobertura de
implantes mamarios nas cirurgias reconstrutivas com beneficios estéticos e funcionais.
Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar a biocompatibilidade do pericardio bovino
acelularizado (PBA) e o seu potencial uso na cobertura de implante de silicone em rato.
Métodos: Vinte e quatro animais foram divididos em dois grupos, com oito animais em cada
ponto bioldgico: 4, 12 e 26 semanas ap0s a cirurgia. Dos 24 animais, 48 espécimes foram
obtidos: 24 no grupo experimental (GE) e 24 no grupo controle (GC). No GE houve
implantacdo de PBA na cobertura de implante de silicone e no GC, foram implantadas
proteses de silicone sem cobertura do biomaterial. Resultados: Ao longo da pesquisa,
macroscopicamente, ndo houve complicacdes pds-operatorias nos dois grupos estudados, tais
como presenca de hematoma, seroma, infecgdo, deiscéncia de sutura, extrusdo do implante e
do biomaterial e contratura capsular. Histologicamente evidenciou-se resposta inflamatdria
cronica, inicialmente, moderada, a qual regrediu ao longo dos pontos estudados, formacéao de
capsula fibrosa mais delgada, assim como biointegracdo inicial ao tecido do hospedeiro no
grupo experimento (GE) em comparacdo ao grupo controle (GC). Conclusédo: O PBA
apresenta-se como um biomaterial seguro e com potencial uso na cobertura de implante de
silicone mamario, 0 que pode-se evidenciar por auséncia de complicacbes ao longo dos
pontos bioldgicos e mediante os resultados apresentados neste estudo.

Palavras-chave: Pericardio. Reconstrucdo mamaria. Implante de silicone. Modelo animal.

Abstract

Introduction: Acellular scaffolds have been used to cover breast implants in reconstructive
surgeries with aesthetic and functional benefits. Objective: This study aimed to evaluate the
biocompatibility of acellularized bovine pericardium (ABP) and its potential use in covering
silicone implants in rats. Methods: Twenty-four animals were divided into two groups, with
eight animals at each biological point: 4, 12 and 26 weeks after surgery. Of the 24 animals, 48
specimens were obtained: 24 in the experimental group (EG) and 24 in the control group
(CG). In the EG, ABP was implanted in the silicone implant coverage, and the CG silicone
prostheses were implanted without the biomaterial coverage. Results: Throughout the
research, macroscopically, there were no postoperative complications in the two groups
studied, such as the presence of hematoma, seroma, infection, suture dehiscence, prosthesis
and biomaterial extrusion. Histologically, a moderate chronic inflammatory response was
evident, which regressed along the studied points, formation of a thinner fibrous capsule, and
initial biointegration into the host tissue in the experimental group (EG) compared to the
control group (CG). Conclusion: ABP presents itself as a safe biomaterial with potential use
in covering silicone breast implants, evidenced by the absence of complications along the
biological points and through the results presented in this study.

Key-works: Pericardium. Breast reconstruction. Silicone implants. Animal model.
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1 Introdugéo

O desenvolvimento de scaffolds a partir da matriz extracelular (MEC) ou que
mimetize sua composicdo e estrutura tem sido o foco de diferentes estudos experimentais com
vistas a aplicacédo clinica futura na medicina regenerativa, diante da limitada disponibilidade
de tecidos aut6logos e alégenos, o que pode requerer o uso de biomateriais de origem
xenogeénica. Todavia, vale ressaltar que a antigenicidade desse tipo de tecido representa a
primeira barreira a ser superada no que se refere a utilizacdo clinica de biomateriais
produzidos com essa matéria-primal. Assim, o principal desafio dos pesquisadores da
bioengenharia tecidual tem sido desenvolver materiais biocompativeis mediante o emprego de
métodos e técnicas que eliminem células e componentes teciduais responsaveis por causar
resposta inflamatdria exacerbada e consequente falha na utilizacdo do biomaterial. Para tanto,
faz-se necessario que as pesquisas que analisam a seguranca do material sejam executadas,
primeiramente, em diferentes estudos experimentais in vitro e in vivo, em consonancia com
normas regulamentadoras internacionais.

De acordo com a finalidade, a cirurgia de mama com uso de implantes de silicone
pode ser dividida em duas categorias: aumento para melhoria estética e reconstru¢do mediante
uso de proteses, apds mastectomia®. Nesse contexto, a mamoplastia de aumento é um dos
procedimentos estéticos mais realizados em todo o mundo. Esta envolve a insercdo de um
implante de silicone para alterar a forma e tamanho da mama®®. Nessa direcdo, diversos
tipos de implantes estdo disponiveis e sdo geralmente divididos conforme o formato do
implante, arredondado ou anatdémico; a textura da superficie, lisa ou texturizada; e a
substancia utilizada para preencher o implante, soro fisiol6gico ou silicone®. O aumento
mamario com o uso de implante de silicone tem sido associado a uma série de riscos e
intercorréncias.

A contratura capsular (CC) é a complicacdo mais comum e pode culminar com mau
posicionamento do implante, ruptura, e até mesmo requerer novas intervengdes cirdrgicas
corretivas®®”, especialmente quando essa reacio € excessiva. Na CC, a deposicdo de
colageno ocorre de forma esférica de modo a envolver todo o implante. 1sso pode evoluir com
deformidades e, em estagios mais avancados, resultar em mama endurecida, distorcida e
dolorosa®?. Salienta-se que até o momento n&o foi encontrado na literatura cientifica nenhum
método preventivo para esse tipo de complicacdo®. Sabe-se que a incidéncia de
desenvolvimento de CC é menor com uso de implantes texturizados e implantacdo no plano

submuscular®®.
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Diferentes materiais tém sido utilizados nos Gltimos anos na tentativa de criar uma
interface bioldgica entre o implante e o tecido do hospedeiro, com o objetivo de diminuir a
CC e fornecer cobertura adicional entre o implante e a pele, especialmente em situacGes
clinicas onde n#o existe tecido disponivel!. Diante disso, os pesquisadores tém desenvolvido
técnicas para minimizar a reacdo tecidual observada quando uma matriz dérmica bioldgica é
utilizada na cobertura do implante de silicone. Dentre essas, pode-se citar a acelularizagdo do
material biologico™'?. Essa estratégia inovadora remove células e detritos sem alterar a
estrutura da MEC(213),

O pericéardio bovino (PB), em especial, ¢ um tecido bioldgico rico em colageno tipo I,
glicoproteinas e glicosaminoglicanas (GAGs); de facil obtencdo e manipulagio®*. Quando
acelularizado, o PB contribui para a prevencdo da CC e possiveis ptoses mamarias“®>'"); reduz
a morbidade relacionada a esta complicacdo®, aumenta a tolerdncia a radioterapia;
proporciona uma reconstrugio mais anatdmica, com sulco inframamario mais natural®®; e
melhora o resultado estético e funcional.

No contexto da crescente demanda pelo uso de interface bioldgica nas reconstrugdes
mamarias; do alto custo das matrizes disponiveis; das complicacdes pos-operatorias
decorrentes, principalmente, do uso de ADMs, a avaliacdo da biocompatibilidade de novos
materiais tem se tornado cada vez mais frequente®®12%, Desse modo, o objetivo deste estudo
foi avaliar o comportamento biol6égico de uma matriz de pericardio bovino acelularizado

(PBA) na cobertura de implante de silicone em rato.

2 Material e Métodos

2.1 Matriz de PBA

Matrizes de PBA com dimensbes de 3,0 x 3,5 cm foram previamente tratadas em
solugéo tampéo fosfato com pH na faixa de 6,5 a 8,5 contendo: a) Glicerol (>4M); b) dodecil
sulfato de sodio (SDS) 0,1%, por 72h e c) Triton X-100, na presenca de 4&cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) com 0,005% de azida sodica, ao longo do processamento.
Nos intervalos deste tratamento, as matrizes foram lavadas com agua e soro fisiologico. A
reconstituicdo do conjunto de fibrila de colageno foi realizada em tampéo fosfato 0,13 M e pH
7,4. O volume de solugdes de SDS 0,1% foi calculado com base na massa total de colageno
presente no PB utilizado em cada experimento e na estequiometria da interacdo SDS-

colageno. Apds o processamento, as matrizes foram esterilizadas e armazenadas em
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formaldeido a 4%. O PBA utilizado neste estudo foi processado e cedido pela Braile
Biomédica® (Sdo José do Rio Preto — SP).

2.2 Animais e procedimento cirurgico para implantacéo do biomaterial

Este estudo foi desenvolvido apds aprovacdo na Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia (ICS-UFBA),
protocolos n°® 4715160421 (2021). A pesquisa foi realizada de acordo com o Guia Brasileiro
de Producdo, Manutencdo ou Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa
Cientifica do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacido Animal)?!; a
Resolucdo Normativa n°. 55 — Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais
em Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica do CONCEA??, e Resolucio Normativa n°.
37 — Diretriz para a pratica de eutanasia do CONCEAZ; e em consonancia com a norma I1SO
10993-6 (2010)?* — Biological evaluation of medical devices — Part 6: Tests for local effects
after implantation.

Vinte e quatro ratos wistar, machos, com peso entre 250 a 350 g, foram distribuidos
em dois grupos: experimental (GE) — biomaterial (PBA) sobreposto a mini protese mamaéria
(MP) e controle (GC) — MP sem implantagédo do biomaterial - com oito animais em cada
ponto bioldgico: 4, 12 e 26 semanas. De acordo com os principios dos 3R’s (Reducdo,
Refinamento e Substituicdo), realizou-se implantacdo de MP no plano submuscular de todos
0s animais, nos dois lados do dorso, direito (controle) e esquerdo (experimento). Desse modo,
por meio dos 24 animais foi possivel obter 48 espécimes, 24 com biomaterial e 24 sem o
biomaterial. Anteriormente a implantacdo nos animais, as matrizes de PBA foram lavadas,
sob movimentacdo manual, durante trés minutos por cinco repeticdes, em 150 mL de solucédo
fisioldgica estéril a cada lavagem, para remocdao do formaldeido.

Previamente a realizacdo dos procedimentos cirlrgicos, 0s animais receberam
anestesia com cloridrato de cetamina 75 mg/kg, associado ao cloridrato de xilazina 5 mg/kg,
por via intraperitoneal, conforme descrito por Damy et al. (2010)®>. As MP de 2 mL
(Silimed®) foram implantadas nos dois lados do dorso dos animais tendo como referéncia a
linha sagital méedia e uma linha horizontal na altura do rebordo costal inferior, como descrito
por Schmitz et al. (2013)%° e Kafejian et al. (1997)?°. No lado experimento (GE), realizou-se
sobreposi¢do da MP com matriz de PBA, a qual cobriu toda a MP e foi fixada com 4 pontos

com fio de nylon n° 4.0.
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2.3 Processamento Histoldgico

Decorrido os pontos biologicos de 4, 12 e 26 semanas, 0s animais foram eutanasiados
com injecdo letal intraperitoneal de cetamina e xilazina, nas respectivas dosagens, 300 mg/Kg
e 30 mg/kg. Em seguida, realizou-se a obtenc¢do das amostras teciduais, com margem de 1,0
cm da borda da MP e profundidade abaixo do plano muscular, incluindo o musculo
panniculus carnosus (PC). Os espécimes foram fixados em formol tamponado a 4%, por 48
horas. Apos esse periodo, removeu-se a MP de silicone de todos os grupos e seccionou as
amostras teciduais em duas regides: central e periférica, para avaliar a interface do biomaterial
com a MP. Logo apds, os espécimes foram encaminhados para processamento histoldgico de
rotina, emblocados em parafina, cortados em sec¢des de 5 um de espessura e corados pela
hematoxilina e eosina (HE) e picrosirius Red. Os cortes histologicos foram examinados por
microscopia de luz comum (DM6B - LEICA®, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Germany)
quanto a resposta inflamatdria, formacdo de cépsula fibrosa e biointegracdo, e fotografados
com camera DFC 7000T (LEICA®) e programa LAS V.4.12 Leica Application Suit®
(LEICA®).

3 Resultados
3.1 Analise Macroscépica

Macroscopicamente, ao longo de todos os pontos biol6gicos, em nenhum dos grupos
estudados foram observadas complicacBes em decorréncia da implantacdo da MP e do PBA.
Durante todo o estudo os animais apresentaram bom estado geral e comportamento dentro dos
parametros esperados no que concerne ao bem-estar animal.
3.2 Andlise Histomorfoldgica
3.2.1 Grupo experimento

No ponto bioldgico inicial, notou-se infiltrado inflamatorio crénico moderado, com
reacdo granulomatosa entre a MP e o PBA; com presenca de fibrina circunjacente a regido de

contato com a MP (Figura 1a, 1b e 1c); tecido de granulagéo e inicio de formacéo da capsula

fibrosa (Figura 2a, 2b e 2c). Adjacente ao PBA, no lado oposto a implantacdo da MP,
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identificou-se tecido conjuntivo com proliferacdo de células fusiformes, deposi¢do de fibras
coldgenas e capilares sanguineos (1b e 1c). A matriz de PBA mostrou-se integra e
acelularizada (Figura 1b, 1c, 2b e 2c). Com 12 semanas a resposta inflamatoria cronica
mostrou-se discreta (Figura 1d, 1le e 1f) e a capsula fibrosa tornou-se mais delgada (Figura 2d,
2e e 2f). Constatou-se formacéo de tecido conjuntivo entre a cdpsula e o PBA, bem como, de
modo circunvizinho ao PBA, no lado oposto a implantacdo da MP (Figura 1le, 1f, 2e, 2f).
Nesse lado da matriz de PBA houve colonizacao de capilares de forma centripeta (Figura 2f).
No periodo de 26 semanas ndo se identificou resposta inflamatéria (Figura 1g, 1h e 1i). A
capsula fibrosa mostrou-se delgada, bem definida e integrada com o tecido conjuntivo
formado de modo adjacente (Figura 2g, 2h e 2i). No lado oposto ao PBA, o tecido conjuntivo
neoformado mostrou-se vascularizado, organizado e rico em células fusiformes e vasos
sanguineos (Figura 1h e 1i). A matriz de PBA evidenciou na periferia do material, a presenca
de células fusiformes e capilares sanguineos (Figura 1i), o que demonstra a biointegracdo do
PBA com o tecido circunjacente (Figura 2h e 2i).

3.2.2 Grupo controle

Apds quatro semanas, evidenciou-se infiltrado inflamatorio crénico discreto e, em
algumas areas, mais escasso (Figura 1j, 11 e 1m), e formacdo de capsula fibrosa delgada,
circunjacente a cavidade da MP (Figura 2j, 2l e 2m). Adjacente a capsula, observou-se tecido
conjuntivo organizado, com fibras colagenas orientadas na mesma direcéo, rico em células
fusiformes, capilares sanguineos e adipdécitos (Figura 2l e 2m). No segundo ponto bioldgico, a
resposta inflamatdria permaneceu discreta, com presenca de grande quantidade de capilares
sanguineos (Figura 1n, 1o, 1p). A cépsula fibrosa apresentou-se mais organizada que no ponto
biolégico anterior, com menor quantidade de fibroblastos (Figura 2n, 20 e 2p). De modo
circunvizinho, visualizou-se tecido conjuntivo organizado, com grande quantidade de fibras
colagenas, fibroblastos (Figura 20 e 2p) e capilares sanguineos (Figura 2p). Com 26 semanas
ndo se evidenciou resposta inflamatoria (Figura 1q, 1r e 1s), a capsula fibrosa foi vista bem
mais delgada e organizada, em comparacdo aos periodos anteriores (Figura 2q, 2r e 2s). O
tecido conjuntivo formado adjacente a capsula apresentou-se menor em relagdo as 12 semanas

e com menor densidade celular (Figura 1s e 2s).
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Figura 1 - Fotomicrografias do GE e GC nos pontos bioldgicos de 4, 12 e 26 semanas.

4 semanas

12 semanas

Grupo Experimento

26 semanas

4 semanas

Grupo Controle
12 semanas

26 semanas

Legenda: Observa-se a resposta tecidual mediante a resposta inflamatéria, formacdo de capsula fibrosa e
biointegracdo com o tecido adjacente. Nota-se: capsula fibrosa (CF); fibrina (F); masculo (M); pericéardio bovino
acelularizado (PBA); sitio submuscular (SS); tecido conjuntivo (TC). H.E. Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 2 - Fotomicrografias do GE e GC nos pontos bioldgicos de 4, 12 e 26 semanas.
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Legenda: Observa-se a resposta tecidual mediante a resposta inflamatéria e formacao de capsula fibrosa. Nota-
se: capsula fibrosa (CF); musculo (M); sitio submuscular (SS); tecido conjuntivo (TC); tecido de granulagdo
(TG). Picrosirius red. Fonte: Elaborada pelos autores.
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4 Discussao

Implantes de silicone sdo, frequentemente, utilizados tanto para fins estéticos quanto
nas cirurgias reconstrutivas. Todavia, uma das principais complicacdes desse uso é, a longo
prazo, o desenvolvimento de CC. Essa intercorréncia tem uma incidéncia global, em torno de
10,6%°. Nesse cenario, o uso de materiais biologicos tem sido estudado na cobertura de
implantes de silicone, na busca de minimizar as respostas teciduais na interface tecido-
implante e, portanto, reduzir a incidéncia de contratura®”?°282% o que tem demonstrado
resultados positivos. Desse modo, neste estudo uma matriz de PBA foi avaliada como
cobertura de implante de silicone texturizado, implantado no plano submuscular em dorso de
rato, na tentativa de reduzir complicacdes pds-operatorias, principalmente a CC.

A reacdo tecidual observada ap06s o procedimento cirdrgico desencadeou, nos periodos
iniciais, inflamacao crénica em ambos os grupos. No GE, essa resposta foi do tipo cronica
granulomatosa, provavelmente, em funcdo da presenca do biomaterial®®3®), No ponto
biolégico final, essa resposta mostrou-se ausente tanto no GE quanto no GC, o que é
experimentalmente interessante, visto que uma reacdo inflamatoria intensa pode culminar no
desenvolvimento de RCE exacerbada, com consequente formacdo de cépsula fibrosa espessa,
e comprometer o resultado final®*.

A resposta inflamatdria observada, nos dois grupos estudados, culminou com a
formacdo de novos vasos sanguineos e tecido de granulacdo, proliferacdo de fibroblastos,
deposicao de fibras colagenas e, por conseguinte, formacdo de capsula fibrosa, mais evidente
no GE, nas fases iniciais. Entretanto, nesse grupo, com o decurso do tempo, essas fibras
organizaram-se em uma mesma direcdo e promoveu o adelgacamento da capsula fibrosa. De
modo contrario, 0 GC evidenciou cépsula fibrosa mais discreta nos primeiros pontos
bioldgicos e mais espessa no periodo final. Esses achados corroboram com o que foi
observado por Bernardini et al. (2019)'°; Ludolph et al. (2019)*! e Schmitz et al. (2013)%,
que também avaliaram biomateriais colagénicos na cobertura de implante de silicone.

Nos estudos de comportamento bioldgico, o desenvolvimento dessa resposta
inflamatoria no sitio de implantacdo deve ser levado em consideragdo, uma vez que as células
inflamatdrias tém uma relagéo direta com a sintese de colageno pelos fibroblastos, mediante a
acao das citocinas secretadas pelos macrdfagos fenotipo 2 (M2). Inflamacdo por longos
periodos pode estimular a deposicdo excessiva de fibras de coldgeno, torné-las espessas e
orientadas de modo paralelo aos fibroblastos, formar capsula fibrosa excessiva com

consequente contratura®. Isso é visto de modo mais frequente ao redor de implantes de
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silicone com textura lisa®, em funcdo de menor adesdo celular e aderéncia ao tecido de
implantacéo.

No ponto biologico final, macroscopicamente, 0s animais de ambos 0S grupos
apresentaram-se saudaveis, ativos e sem CC. Histologicamente, os resultados evidenciaram
capsula fibrosa delgada e organizada, nos dois grupos estudados. Segundo Gardini et al.
(2017)*®, a CC irrita os tecidos moles, causa dor e aparéncia inestética da mama, interfere na
funcionalidade tecidual e na autoestima das pacientes, 0 que muitas vezes necessita de
cirurgias corretivas para remocdo da capsula fibrosa, com custos adicionais tanto para a
paciente quanto para o sistema de salde. Dessa maneira, pode-se notar que o uso do PBA
limitou a formacéo excessiva de capsula fibrosa e CC.

A matriz de PBA possui alta quantidade de colageno, fornece suporte estrutural para a
formacao de novos vasos sanguineos e viabiliza o reparo tecidual®’. Portanto, sdo comumente
usados com ampla aplicabilidade nas cirurgias reconstrutivas e em estratégias da medicina
regenerativa®’. Biomateriais produzidos a partir dessa matriz tém demonstrado resultados
experimentais®®129 e clinicos®“? seguros. Todavia, ndo obstante muitos protocolos de
acelularizacdo terem sido eficientes para a remoc¢éo do conteddo celular, com eliminacdo dos
detritos celulares e consequente preservacdo da MEC*, esse ainda é um grande desafio a ser
avaliado em pesquisas in vivo, em especial, de acordo com as normas da 1SO.

Os resultados histoldgicos evidenciaram que o método de acelularizagdo utilizado no
preparo do PBA avaliado no nosso estudo foi eficaz. Protocolos baseados em solucdes com
SDS e Triton X-100 combinados ja foram considerados adequados para a acelularizacdo de
tecidos, uma vez que proporcionam a preservacdo da MEC e suas propriedades fisico-
quimicas e mecanicas“+*61? e eliminam antigenos teciduais. A permanéncia de restos
nucleares ou fragmentos celulares em tecidos acelularizados sdo fatores que podem gerar
reacOes inflamatdrias exacerbadas e inviabilizar o uso experimental e clinico do material®.

Diante dos resultados obtidos, sugere-se que o método empregado para acelularizacao
foi eficaz e produziu biomaterial compativel que pode ser usado em cirurgias reconstrutivas,
na cobertura de implante de silicone, de forma segura, visto que ndo foram observadas
complicacdes pos-operatorias. Dessa forma, novas pesquisas que avaliem clinicamente o
desempenho da matriz de PBA nesta cobertura tornam-se necessérias e de grande relevancia
para futura utilizag&o clinica deste biomaterial.

Diante dos resultados obtidos, sugere-se que o método empregado para acelularizacéo
foi eficaz e produziu biomaterial compativel que pode ser usado em cirurgias reconstrutivas,

na cobertura de implante de silicone, de forma segura, visto que ndo foram observadas
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complicagdes pds-operatdrias. Assim como, a resposta tecidual evidenciou o permeio de
células no PBA e a formacao de novos vasos sanguineos. Isso foi observado nas extremidades
periféricas do biomaterial, tanto do lado voltado para a MP quanto do lado oposto. Esses
achados estdo de acordo com o que foi observado por Bernardini et al. (2019)*° que também
avaliaram PBA na cobertura de implante de silicone. Desse modo, esses promissores
resultados demonstram uma diregcdo para a realizacdo de novos estudos experimentais, bem

como ensaios clinicos, com o objetivo de comprovar a eficacia do PBA para esta finalidade.

5 Conclusdo

A reacdo tecidual observada no presente estudo mostrou que o PBA produzido pela
associacdo das técnicas descritas anteriormente foi biocompativel, permaneceu praticamente
integro ao longo do estudo e viabilizou a biointegragdo com o tecido do hospedeiro, mediante
a migragdo de células para o interior da estrutura e formacdo de capilares sanguineos. Dessa
forma, novas pesquisas que avaliem clinicamente o desempenho da matriz de PBA nesta
cobertura tornam-se necessarias e de grande relevancia para futura utilizacdo clinica deste

biomaterial.
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7 DISCUSSAO GERAL

O desenvolvimento de biomateriais com potencial uso na cobertura de implante de
silicone em cirurgias reconstrutivas, com menores taxas de complicacdes e custo mais
acessivel, em relacdo as disponiveis no mercado, tem despertado a necessidade de novas
pesquisas. Nesse cendrio, com 0 objetivo de testar novos biomateriais faz-se necessério,
inicialmente, determinar, por meio de estudos in vitro, a citotoxicidade e a viabilidade celular,
bem como determinar as caracteristicas fisico-quimicas do material para que, finalmente,
possa ser avaliado in vivo. Assim, as pesquisas bésicas e aplicadas tornam-se de suma
importancia para a avaliacdo da biocompatibilidade desses biomateriais, & medida que
avaliam as respostas teciduais no sitio de implantacdo no tecido do hospedeiro, por meio de
estudos prévios experimentais e, por fim, possam ser utilizados em pesquisas translacionais e
clinicas®.

A importancia de se realizar estudos experimentais reside na necessidade de avaliagéo
do comportamento in situ do biomaterial, o qual deve ser atoxico, ndo carcinogénico,
biocompativel, induzir baixa resposta inflamatoria, possuir propriedades mecanicas
semelhantes as do tecido receptor, estimular reagGes bioquimicas e bioldgicas favoraveis a sua
funcéo, e possuir estabilidade mecanica adequada sem, no entanto, alterar sua composigéo
quando esterilizado ou manipulado previamente a sua implantacdo®®. Diante do exposto,
pode-se verificar a necessidade de utilizacdo de pesquisas in vivo para a validacdo de novos
biomateriais ou técnicas regenerativas, fundamentais para o avanco da bioengenharia tecidual.

Assim, a avaliagdo da biocompatibilidade do PBA por meios de um protocolo
cirtirgico experimental bem delimitado, baseado na norma da I1SO 10993-6 (2010)*? e nas
diretrizes dos 3Rs, € de fundamental importancia para que os resultados tornem-se fidedignos
e possiveis de serem extrapolados em ensaios clinicos, a fim de assegurar futura utilizacdo
clinica e comercializacdo do biomaterial, uma vez que as pesquisas em animais apresentam
limitacdes, devido as grandes variacdes entre as espécies?8.25:29),

De acordo com Prokic et al. (2022)% a avaliacdo de biomateriais em estudos in vivo é
uma condicdo essencial que determina a seguranca biologica para uso futuro em terapia
clinica. Para tanto, faz-se necessario interpretar as respostas teciduais observadas apds a
implantagdo do material; analisar as caracteristicas da espécie animal utilizada, em termos de
semelhanga e diferengas fisiologicas e histomorfologicas como subsidio para elucidagdo
correta dos mecanismos envolvidos na RCE por meio do uso de um biomaterial. Na avaliagéo

da biocompatibilidade de novos biomateriais, comumente utiliza-se ratos, em funcdo dos
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custos, facilidade de manuseio, manutencdo e experimentacgéo, e viabilidade de formagéo de
grupos estatisticamente testaveis quando comparados a animais maiores@>1%4),

Desse modo, o objetivo do desenvolvimento de um protocolo cirdrgico para avaliacéo
de biomateriais in vivo € proporcionar diretrizes que viabilizem a reproducdo desses
experimentos para outros pesquisadores, assim como apresentar resultados validos e
comparaveis, no que se refere as respostas obtidas®”?%. Portanto, o protocolo cirdrgico
descrito neste estudo, possibilitou analisar a reacdo tecidual apds a implantacdo do PBA na
cobertura do implante de silicone, mediante a avaliacdo da evolucdo da resposta inflamatdria,
formacdo de cépsula fibrosa e biointegracdo com o tecido do hospedeiro. A inflamagéo
mostrou-se regressiva ao longo do tempo. Inicialmente, esse achado apresentou-se com
intensidade moderada, e, com 26 semanas, mostrou-se ausente nos dois grupos estudados, em
consonancia com resultados de estudos que avaliaram diferentes biomateriais com distintas
finalidades*?*-41412518)  De acordo com Bernardini et al. (2019)** uma reacio inflamatoria
exacerbada pode resultar em deposicdo excessiva de tecido fibroso, formacdo de céapsula
fibrosa mais espessa e, por consequéncia, culminar com complicacdes pos-operatdrias que
comprometem a funcionalidade e resultado estético de cirurgias reconstrutivas mamarias com
implante de silicone, tais como CC.

Na tentativa de minimizar o contato do implante de silicone com o tecido do
hospedeiro e reduzir os indices de contratura, os pesquisadores tém avaliado o uso de matrizes
bioldgicas em funcdo da composicdo e estrutura. No presente estudo, no GE, a cépsula
fibrosa observada de modo circunjacente a MP regrediu ao longo dos pontos bioldgicos
avaliados e apresentou-se mais delgada, quando comparada ao GC que mostrou esta mais
espessa ao final do estudo. Esses achados estdo de acordo com os resultados de Bernardini et
al. (2019)'*: Ludolph et al. (2019)*3 e Schmitz et al. (2013)'**. Isso evidencia que o PBA tem
demonstrado resultados experimentais seguros®*32111) e clinicos promissores®°17.9)  Estes
resultados apresentam-se com grande relevancia no ambito das cirurgias reconstrutivas
mamarias com cobertura de implante de silicone, uma vez que indicam beneficios e reduzem
os riscos de complica¢Bes pos-operatorias.

A reacdo tecidual observada apo6s a implantagdo do PBA mostrou que as matrizes
colagénicas foram biocompativeis e integraram-se ao tecido do hospedeiro. Isso esta de
acordo com estudos prévios que avaliaram biomateriais acelularizados, com métodos
semelhantes ao do nosso estudo, que também evidenciaram, ao longo dos periodos avaliados,
regressdo da resposta inflamatoria, com consequente FBR moderada e migracdo de células em

permeio ao biomaterial, 0 que sugere uma biointegracdo do material com o tecido do



71

hospedeiro+13211) - Desse modo, fica evidente que o PBA mostrou-se seguro e eficaz na
cobertura do implante de silicone.

O PB acelularizado pela técnica proposta neste estudo mostrou-se adequado e
favoravel a futura aplicacdo clinica. Todavia, faz-se necessario novos experimentos com
periodos superiores a 26 semanas, com vistas a observar o desenvolvimento de CC a longo
prazo, em funcdo dessa intercorréncia ser vista com frequéncia na prética clinica e interferir

na funcionalidade do implante e no resultado estético.
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8 CONCLUSAO GERAL

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que o protocolo cirdrgico
experimental descrito neste estudo foi apropriado para avaliar biomateriais na cobertura de
implante de silicone; a resposta inflamatoria apresentou-se inicialmente moderada e ao final
dos pontos bioldgicos, ausente. A cépsula fibrosa formada no GE foi vista altamente
organizada e com espessura delgada em relacdo ao GC, ao final do estudo. O PBA evitou o
surgimento de contratura capsular e outras complicacdes pds-operatorias, bem como
viabilizou a biointegracdo com o tecido do hospedeiro, mediante a observacdo de células
fusiformes e vasos sanguineos no interior da sua estrutura, o que o torna adequado para as

condicdes clinicas onde as coberturas de implantes sao necessarias.
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n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacio Animal {(CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS DO Instituto de Ciéncias da satde (CEUA-ICS), em reunido
de 14/07/2017.

Finalidade { ) Ensino ( x ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacdo 24/07/2017 a 08/09/2017
Espécie/linhagem/raca Rattus norvegicus {Wistar)

Nimero de animais 134 ratos

Peso/ldade 300g / 10 - 14 semanas

Sexo Macho

Origem Biotério da Escola de Medicina Veterinaria - UFBA
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ANEXOS

& Comiss3o de Etica no Uso de Animais %,
& Instituto de Ciéncias da Saude - UFBA )%cs:

ICS-UFBA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "ANALISE DO COMPORTAMENTO BIOLOGICO DO PERICARDIO BOVINO ACELULARIZADO NA
COBERTURA DO IMPLANTE DE SILICONE EM DORSO DE RATO", protocolada sob o CEUA n? 4715160421 (b 000197), Sob a
responsabilidade de Roberto Paulo Correia de Araujo e equipe; Fulvio Borges Miguel; Chenia Frutuoso Silva; Roberto Paulo
Correia de Araujo - que envolve a produgao, manutengao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
da Bahia (Instituto de Ciéncias da Saude) (CEUA/ICS.UFBA) na reunido de 10/09/2021.

We certify that the proposal "ANALYSIS OF THE BIOLOGICAL BEHAVIOR OF THE ACELLULARIZED BOVINE PERICARDIUM IN THE
COVERAGE OF THE SILICON IMPLANT IN BACK OF A RAT", utilizing 36 Heterogenics rats (36 males), protocol number CEUA
4715160421 (o oo0197), under the responsibility of Roberto Paulo Correia de Araujo and team; Fulvio Borges Miguel; Chenia
Frutuoso Silva; Roberto Paulo Correia de Aradjo - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to
the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University
of Bahia (Health Sciences Institute) (CEUA/ICS.UFBA) in the meeting of 09/10/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 10/2021 a 10/2023 Area: Ciéncias da Salde
Origem: Biotério do Laboratério de Neurociénicas

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 10al4semanas N: 36
Linhagem: Rattus Norvegicus Albinus Peso: 250a350¢g

Local do experimento: Biotério de criagdo, manutencdo e experimentagao de ratos do Laboratério de Neurociéncias - Coordenadora
Rejane Conceicdo Santana.

Salvador, 10 de setembro de 2021

Dr. Marcos Borges Ribeiro Dra. Deboraci Brito Prates

Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Bahia (Instituto de Ciéncias da Satde) Universidade Federal da Bahia (Instituto de Ciéncias da Saude)

Av. Reitor Miguel Calmon, s/n, Vale do Canela, Salvador/BA - CEP 40110-902 - tel: 55 (71) 3283-8958
Horéario de atendimento: 22 a 62 das 8h as 17h : e-mail: ceuaics@ufba.br
CEUA N 4715160421
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