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RESUMO

As hérnias incisionais sdo problemas comuns na Medicina Veterinaria e na Medicina
humana. O tratamento dessas afec¢es é cirurgico e encontra dificuldades como altas taxas de
recorréncia, infecgdes, aderéncias de visceras e dor. Existem diversas técnicas e materiais para
0 reparo das hérnias incisionais, porém todos eles continuam apresentando alta incidéncia de
recidiva. As telas sintéticas sdo utilizadas ha muitos anos e, apesar de possibilitarem a
diminuicdo das complicacBes pds-operatorias, continuam sendo significativas. Desde a década
de 1960, varias membranas bioldgicas vém sendo testadas, demonstrando superioridade sobre
as telas sintéticas, pois diminuem a ocorréncia de aderéncia e de reacdo de corpo estranho, a
excessiva reacdo inflamatéria e consequente fibrose e dor. Essas membranas de origem
animal sdo processadas a fim de retirar sua por¢do imunogénica e proporcionar um material
biocompativel aos tecidos dos receptores. Sdo um grande avangco no sentido da
biocompatibilidade e da resisténcia mecanica, mas os resultados ainda ndo sdo positivos
quanto a proliferacdo celular para a eficiente regeneracdo muscular. Para solucionar este
problema, a engenharia de tecidos acrescentou as membrans bioldgicas a utilizacdo de
células-tronco ou de mioblastos, responsaveis pela proliferacdo e diferenciacdo celular em
tecido muscular sobre o suporte oferecido pelas membranas naturais. Apesar de ser necessario
gerar ainda um grande volume de pesquisas e de dados nesta area, os resultados obtidos até o
momento apontam para o desenvolvimento de tratamentos eficazes para pacientes com
grandes perdas musculares. O objetivo deste trabalho é revisar as bibliografias recentes e
relevantes sobre a utilizacdo de membranas descelularizadas no reparo de hérnias abdominais
incisionais e a possibilidade de associa-las as células-tronco e aos mioblastos para obter nao

apenas a cicatrizacao adequada, mas também a regeneracdo muscular.

Palavras Chave: engenharia de tecidos, membranas bioldgicas, musculo, cicatrizacéo,

veterinaria



ABSTRACT

Incisional hernias are common issues in veterinary medicine and in the human
medicine. The treatment of these disorders is surgical and has difficulties such as high rates
of recurrence, infection, visceral adhesions and pain. There are various techniques and
materials for the incisional hernias repair, however they all continue presenting high
incidence of recurrence. The synthetic meshes are used for years and although they permit the
reduction of postoperative complications, continue to be significant. Since de Decade of 1960,
various membranes are being tested, demonstrating superiority over synthetic meshes,
because it decreases the occurrence of grip and foreign body reaction, excessive
inflammatory reaction and resultant fibrosis and pain. These animal membranes are
processed in order to remove its immunogenic portion and provide a biocompatible material
for meshes receivers. They are a major advance in the direction of biocompatibility and
mechanical resistance, but the results are still not efficient for the muscle regeneration. To
solve this problem, tissue engineering added stem cells or myoblasts to biological
membranes, in order to cell proliferation and differentiation into muscle tissue on the support
offered by the natural membranes. Despite being necessary still generate a large volume of
data and research in this area, the results obtained so far point to the development of effective
treatments for patients with large muscle loss. The aim of this paper is to review the recent
and relevant bibliographies about the use of acellular membranes to the incisional hernias
repair and the ability to associate them to the stem cells and myoblasts to get not only the

wound healing, but also muscle regeneration.

Keywords: tissue engineering, biological membrane, muscle, wound repair, veterinary.
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1. INTRODUCAO

Hérnias abdominais podem ocorrer por trauma (mordedura, incisdo cirlrgica ou
trauma contuso) e ocasionalmente por defeito congénito. A hérnia incisional é uma
complicacdo importante da cirurgia abdominal e consiste na ruptura do fechamento cirargico
dessa cavidade. O reparo de hérnias abdominais ocupa lugar importante na rotina cirdrgica,
tanto veterindria, quanto humana. Seu proposito € retornar o contetdo viavel para sua
cavidade, ocluir as bordas musculares com seguranca, obliterar o tecido redundante no saco

herniario e utilizar os tecidos do proprio paciente quando possivel.

Desde a década de 60 até a atualidade, muitos estudos empregando membranas
bioldgicas descelularizadas, obtidas de diferentes fontes, tém sido publicados em busca de
materiais adequados para a hernioplastia. Entre muitos estudos, pode-se citar o peritdnio
bovino, conservado em glicerina 98%, na correcdo de hérnia ventral em ratos (BASTOS,
2005); o centro frénico canino, conservado em solucéo hipersaturada de sal ou de glicerina a
98%, utilizado na reparacdo de defeitos musculares de ratos Wistar (BRUN, 2004); o centro
frénico equino, conservado em glicerina 98%, como implante para hernioplastia abdominal
em felino (CONTESINI; SCHOSSLER, 2003); o implante de cartilagem auricular homologa
conservada em glutaraldeido a 4%, para hernioplastia umbilical em bovino (SILVA, 2005); a
submucosa de intestino delgado de suino no reparo de defeito em parede abdominal de ratos
(GRECA, 2004); a tunica vaginal bovina congelada para reducdo de hérnia abdominal
induzida em coelhos (AYELE, 2010); o peritonio, liofilizado e esterelizado, na corregéo de
hérnia abdominal de coelhos (ZHAO, 2011).

O uso de membranas naturais descelularizadas pode diminuir a quantidade de
complicages cirdrgicas relacionadas ao uso de membranas sintéticas, tais como infecgéo,
fistulacdo, deiscéncia e aderéncia abdmoninal. As membranas naturais apresentam boa
resisténcia a pressdo abdominal, mesmo apds seu tratamento de descelularizacdo, seja
enzimatico ou quimico. Enquanto membranas descelularizadas parecem demonstrar boa
biocompatibilidade e propriedades biomecanicas, membranas sintéticas podem causar excesso

de fibrose, consequéncia da producao excessiva de colageno.

O transplante de células-tronco adultas tem sido uma alternativa real para a medicina
humana desde a década de 1950, quando iniciaram os transplantes de medula éssea. A
medicina regenerativa consiste na utilizacdo de células, fatores de proliferacdo e biomateriais,
que permitem ao proprio organismo reparar tecidos e 6rgdos lesados. O uso de células-tronco,
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mioblastos e outros tipos celulares para a regeneracdo ou reparo de tecidos € uma das areas
promissoras na pesquisa biomédica e a proposta da medicina regenerativa baseada em células
do préprio paciente € de crescente interesse. Recentemente, a bioengenharia vem associando o
uso de membranas naturais a terapia com células-tronco ou mioblastos, a fim de proporcionar
um ambiente celular favordvel a regeneracdo do tecido muscular e a reducdo das
complicagdes pos-operatdrias, diminuindo o risco de infeccBes da ferida cirdrgica e a

formacéo de aderéncias.

Este trabalho objetiva revisar pesquisas recentes e relevantes sobre a utilizacdo de
membranas descelularizadas no reparo de hérnias abdominais incisionais e a possibilidade de
associa-las as células-tronco e aos mioblastos para obter ndo apenas a cicatrizacdo adequada,

mas também a regeneracdo muscular.
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2. REGENERACAO MUSCULAR

O musculo esquelético é formado por agregacdes celulares chamadas miofibrilas, que
contém multiplos nucleos, um citoplasma chamado sarcoplasma e sua membrana, que recebe
0 nome de sarcolema. As miofibras, por sua vez, sdo compostas de varias miofibrilas unidas
por tecido conectivo, formando feixes. O epimisio, formado por tecido conectivo denso,
envolve o musculo todo, enquanto o perimisio envolve grupos de miofibras e o endomisio
envolve cada miofibra. Capilares, nervos e vasos linfaticos atravessam as fibras musculares
através das bainhas desse tecido conectivo, eventualmente atingindo o endomisio, onde uma
rica rede de capilares sensivel ao tbnus vasomotor simpatico circunda as miofibras
(HOSGOOD, 2002; FOSSUM, 2005; MILLIS et al, 2004; CUNNINGHAM; KLEIN, 2008).

As miofibrilas sdo compostas de filamentos grossos (miosina) e finos (actina),
troponina e tropomiosina, que exercem a funcdo de contracdo do musculo. S&o cercadas pelo
reticulo sarcoplasmaético, que armazena e libera célcio para a contragdo muscular (FIGURA
1). Variagbes na composicdo das miofibrilas e do reticulo sarcoplasméatico geram tipos
diferentes de fibras (rapidas ou lentas) para diferentes funcdes e resisténcia (HOSGOOD,
2002; MILLIS et al, 2004).

Musculo
Epimisio —
Perimisio '
Endomisio ==
Sarcolema A TA i
Sarcoplasma . N LN
Perimisio
N ' Miofibra
Miofibrila Nucleo

Figura 1 - Desenho ilustrativo da estrutura da fibra muscular. Fonte: MILLIS, 2004.
(adaptado por VIDOR, S. B. 2012).

Regeneracao € a reposicdo do tecido lesado por células do mesmo tipo, mantendo a
estrutura e a fungdo caracteristicas do tecido ou 6rgdo original, podendo, por vezes, ndo deixar
tracos da injuria ocorrida. Reparo € a substituicdo por tecido conectivo, também chamada

fibrose, que consitui uma cicatriz permanente (VIDINSKY et al, 2006).
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Lesdes musculares ocorrem por laceragdes, contusdes, rupturas, isquemias e avulsoes.
Podem ser agudas ou cronicas e sua gravidade pode variar de uma lesdo leve a sua completa
ruptura (MILLIS et al, 2004). E possivel haver regeneracéo do tecido muscular (HOSGOOD,
2002; BONDAN; LALLO, 2006), contudo a regeneracdo das fibras musculares esqueléticas é
limitada (RAISER, 1995; HOSGOOD, 2002). No individuo adulto, a capacidade de
regeneracdo muscular depende do tipo de tecido muscular envolvido e do grau de desarranjo
do sarcolema e do endomisio (BANKS, 1992; HOSGOOD, 2002).

O processo de cicatrizagdo do masculo estriado possui 0 mesmo padrdo da
cicatrizagdo de feridas (FIGURA 2), em trés fases - a fase inflamatoria, a proliferativa e a de
remodelamento (MILLIS et al, 2004; VIDINSKY et al, 2006).

A fase inflamatdria inicia com a hemostasia (MILLIS et al, 2004) e continua com a
remocdo de debris pelos macrofagos e neutréfilos, durante um periodo que varia de 24 horas a
72 horas (MILLIS et al, 2004; MANN et al, 2011). A duracdo e a intensidade desta fase
podem influenciar na regeneracdo muscular ou em sua fibrose (MANN et al, 2011). Nessa
fase, ha uma relacdo entre a penetracdo de macrd6fagos e a regeneracdo das miofibras
(MILLIS et al, 2004; MANN et al, 2011). As principais células inflamatdrias desta fase sdo 0s
monacitos (que se diferenciam em macrofagos) e os macréfagos, responsaveis pela remogéo
do debris celular, pela apresentacdo de antigeno ao sistema imune e pela secre¢do de citocinas

inflamatorias.

Recentemente, descobriu-se que ha uma populacdo heterogénea, com dois tipos de
macrdfagos. Os macrdfagos pro-inflamatorios, ou M1, produzem altos niveis de citocinas pro-
inflamatorias, e os macréfagos M2, considerados anti-inflamatorios, desativando o fendtipo
dos M1 e secretando citocinas anti-inflamatorias, determinando entdo maior regeneracdo do
que fibrose do tecido muscular. Enquanto os M1 sdo encontrados nas fases iniciais da
resposta inflamatdria, os M2 sdo abundantes nas fases de proliferagdo do tecido (MANN et al,
2011). In vitro, os M1 tém uma influéncia positiva sobre a proliferacdo de mioblastos e
negativa sobre a diferenciacdo destas células. Pelo contrério, os M2 estimulam a diferenciacéo
e a fusdo dos mioblastos. A deplecdo in vivo dos mondcitos, células precursoras de M1 e M2,

afeta negativamente o processo de reparo muscular (MANN et al, 2011).

A fase de proliferacdo que segue € um processo competitivo entre a regeneracao das
fibras funcionais e a producgéo de tecido cicatricial, que depende da severidade da leséo e do

tamanho da falha muscular (MILLIS et al, 2004). Quando o mdsculo esquelético é
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seccionado, o sarcoplasma retrai-se por uma curta distancia para o interior do sarcolema
(BANKS, 1992). A capacidade intrinseca de regeneracdo das miofibrilas s6 ocorre se as
células sarcolémicas sobrevivem, se o tecido conjuntivo endomisial ndo for destruido e se as
extremidades seccionadas forem mantidas intimamente unidas, para que sejam diminuidos 0s
efeitos obstrutivos do tecido conjuntivo interveniente (RAISER, 1995; PROBST, 1998;
HOSGOOD, 2002).

Dessa forma, se houver uma perda significativa de massa muscular, ou a porcéo final
da fibra seccionada ndo for corretamente posicionada, a unido das fibras ocorrera pelo tecido
fibroso (HOSGOOD, 2002), o que pode limitar, reduzir ou obliterar a fun¢do do musculo, ndo
permitindo o retorno a totalidade da funcdo (BANKS, 1991; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
1999; JOHNSON; HULSE, 2005). O reparo pela producdo de tecido cicatricial ndo é
desejavel, porque havera alta chance de deiscéncia, e a contragdo muscular sera diminuida em
aproximadamente 50% (MILLIS et al, 2004).

A fase de proliferacdo continua com a producdo de matriz extracelular pelos
fibroblastos, incluindo fibronectina, proteoglicanos e colageno. O colageno tipo Il é
encontrado no sitio da lesdo em cerca de trés dias e geralmente precede a producdo de uma
fibra mais espessa e organizada de colageno tipo I. Essa matriz extracelular produz um
arcabouco para a regeneracdo das miofibras de um lado a outro da ferida (MILLIS et al,
2004). As células-satélites, responsaveis pela regeneracdo muscular como precursoras de
mioblastos, permanecem em estado quiescente, adjacentes as miofibras, sob a lamina basal
(RAISER, 1995; HOSGOOD, 2002; MILLIS et al, 2004; JACKSON; NESTI; TUAN, 2010;
MANN et al, 2011), e, por ocasido de uma lesdo, migram para a porcéo viavel de miofibras e
alinham-se ao redor da falha, criando um caminho para os miottbulos atravessarem o local da

lesdo e repararem a miofibra (MILLIS et al, 2004).

As células-satélites sdo células multipotentes e dividem-se assimetricamente em
resposta a injaria muscular; embora a maioria destas esteja comprometida com a linhagem
miogénica, 0,5% dessa populacdo também pode expressar marcadores endoteliais e estdo
associadas a neovascularizacdo e a diferenciacdo osteogénica e adipogénica (JACKSON;
NESTI; TUAN, 2010). Outras células multipotentes sdo os peridcitos, células intimamente
associadas a capilares e microvasos, que contribuem para a manutencao do sistema vascular.

Peridcitos estdo presentes em quase todos os tipos de tecidos do corpo e sdo capazes de
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regenerar o tecido muscular in vivo e podem diferenciar-se em midcitos, osteoblastos,
adipdcitos e condrocitos in vitro (JACKSON; NESTI; TUAN, 2010).

Inflamacio

Migraciio / Proliferaciio

del 4
Plaquetas Neutrofilos BELC /,/

IS NTaerd
-, ‘I\Ia(‘lofagoi_

. _ Fibroblastos

células

~
N\

—

Numero relativo de

Dias pos-ferida

Figura 2 - Fases da cicatrizagdo correlacionadas com a especificidade imune-celular.
FONTE: PARK; BARBUL, 2004 (adaptado por GARCEZ, TNA. 2012).

A cicatrizacdo pela formacdo de tecido fibroso ocorre quando temos uma origem
inadequada de mioblastos, vasculariza¢do ou inervagédo inadequadas ou estresse ao longo da
lesdo, criando uma grande falha. Nesta situacdo, a deposicdo excessiva de coladgeno e
atividade de fibroblastos levardo a formagéo de tecido fibroso no local. O resultado serd uma
barreira que impedira as miofibras de cruzarem a les@o e uma consequente funcao anormal do
masculo (MILLIS et al, 2004). Nas lesbes severas do tecido muscular, a atividade
regenerativa das células-satélites compete com a atividade dos fibroblastos (VIDINSKY et al,
2006; JACKSON; NESTI; TUAN, 2010).

Quando o tecido € lesado, os fibroblastos migram para o local e comegam a produzir e
remodelar a matriz extra-celular em resposta a citocinas pro-fibroticas como TGFB. Os
fibroblastos estromais produzem citocinas, fatores de crescimento e proteases que
desencadeiam e mantém as condi¢des inflamatorias/pro-fibréticas cronicas e agudas. Dessa

forma, o fibroblasto é fundamental para a homeostase do tecido e reparo da ferida. O
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fibroblasto ativado espressa proteinas de contratibilidade, formando os miofibroblastos, que

possivelmente produzem componentes da matriz extra-celular (MANN et al, 2011).

Um dos fatores que determina qual tipo de célula sera preponderante no processo de
cicatrizacdo e a taxa de TGF-B1 ¢ TGF-3. O TGF-B1 estimula os fibroblastos a secretarem
desorganizadamente as proteinas da matriz extracelular, levando a maior deposicéo de tecido
fibroso que, por sua vez, vai impedir as células-satélites de regenerar o tecido. O TGF-$3,
produzido em grande quantidade pelo musculo lesado, parece manter um balanco de

citocinas, a fim de promover a regeneracdo muscular (JACKSON; NESTI; TUAN, 2010).

Um dos grandes obstaculos para o desenvolvimento do novo tecido € a falta de um
suporte adequado para a expansdo das células-satélites. Para a resolucdo desse problema,
existem muitas pesquisas para o desenvolvimento de sistemas de suporte sintéticos ou

bioldgicos adequados para as células implantadas (AYELE et al, 2010).
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3. HERNIAS ABDOMINAIS

Hérnia € a protrusdo - ou projecdo - de um 6rgdo ou de parte dele através de um
defeito da cavidade anatdmica onde esta situado, ocorrendo através da parede abdominal, do
diafrgma ou do peritdnio (FOSSUM, 2005; RAISER, 1999; READ; BELLENGER, 2002). Os
trés componentes de uma hérnia sdo: o anel, o saco e o contetdo. O saco é formado pelos
tecidos que revestem o contetdo herniario. Por sua vez, o contetdo da hérnia é formado pelos
tecidos ou 6rgdos que ocupam essa posi¢cdo anormal. O anel é o proprio defeito na parede da
cavidade, podendo possuir um espessamento na borda causado pelo processo cicatricial de
maturacdo do colageno. Frequentemente, as hérnias causadas por traumatismo apresentam
este mecanismo de retracéo cicatricial, podendo apresentar inclusive estrangulamento do seu
contelido (READ; BELLENGER, 2002).

Os tipos de hérnias podem ser classificados de acordo com a localizagéo (abdominal,
diafragmatica e perineal) ou de acordo com o tipo de tecido herniado (intestino, bexiga, dtero
ou omento) (READ; BELLENGER, 2002; FOSSUM, 2005). De acordo com a origem, as
hérnias congénitas ja estdo presentes desde o nascimento, mesmo apresentando sinais em uma
fase tardia da vida, enquanto as hérnias adquiridas podem ocorrer por traumatismo contuso
(nos acidentes automobilisticos), por traumastismo cirdrgico (na ruptura da ferida cirurgica),
ou por degeneracdo (na hérnia perineal) (READ; BELLENGER, 2002).

Quanto a redutibilidade do contetdo herniado, as hérnias redutiveis permitem que o
conteldo seja recolocado na cavidade ao ser manipulado. As hérnias irredutiveis possuem seu
conteudo fixado na posicao anormal pela formacéo de aderéncias entre o contetdo e o tecido
circunjacente. A hérnia € considerada estrangulada quando o encarceramento causa a
obstrucdo da irrigacdao vascular do 6rgdo e eventualmente pode resultar em necrose tecidual.
O encarceramento da viscera oca, como o intestino ou a bexiga, pode causar também a
obstrucdo do seu limen e as diversas complicacGes advindas desta alteracdo (READ;
BELLENGER, 2002).

As hérnias incisionais, assim como todas as outras hérnias traumaticas, sao
denominadas falsas hérnias, pois Ihes falta 0 saco herniario. Assim como afetam pequenos e
grandes animais, as hérnias incisionais afetam também pacientes humanos. A sua ocorréncia
em humanos varia conforme o caso. Nas situacGes de cicatrizacdo primaria, essas taxas ficam

entre 1% e 2%. Ja nos casos de infeccdo da ferida cirurgica, observa-se um aumento que pode
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chegar a 10%. Finalmente, temos uma incidéncia de 43% de herniagdo nos casos de reparo de
hérnia incisional (READ; BELLENGER, 2002).

No Murdoch University Veterinary Hospital, as hernias que mais afetam os cées séo as
hérnias perineais, umbilicais e diafragméticas (READ; BELLENGER, 2002). Dos casos de
hérnia atendidos na Clinica Cirargica da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
de S&o Paulo entre os anos de 1988 e 2007, as hérnias perineais representaram 42% dos casos
(968 casos); as hérnias inguinais, 23% (512 casos); as hérnias diafragmaticas, 18% (419
casos); as eventracOes, 11% (253 casos); as hérnias umbilicais, 5% (106 casos); as hérnias
inguino-escrotais, as peritoneo-pericardicas, as hiatais e os casos de herniorrafias nédo
identificadas representaram valores inferiores a 1% (11, 5, 5, 5 casos respectivamente). A
maioria das ocorréncias foi associada a espéecie canina com 82% dos casos (1.876), enquanto

apenas 18% foi associada a espécie felina (408 casos) (PINTO, 2007).

O principal sinal clinico da hérnia é a tumefacdo (RAISER, 1999; READ;
BELLENGER, 2002; FOSSUM, 2005). A palpacédo geralmente ndo causa dor nas hérnias ndo
complicadas, e a sua consisténcia depende do tipo do contetido herniado. E necessario
cuidado no diagndstico, pois, as vezes, o aumento de volume pode ndo corresponder ao
tamanho da hérnia (READ; BELLENGER, 2002; FOSSUM, 2005).

Para o diagnostico, a observacdo e a palpagdo sdo importantes, porém cada tipo de
hérnia pode apresentar aspectos especificos (READ; BELLENGER, 2002). A presenca de
estruturas abdominais no espago subcutaneo ou entre muasculos, geralmente causam assimetria
do contorno abdominal. Por isso, deve-se atentar para os diagnosticos diferenciais da

enfermidade: abcessos, celulites, hematomas, seromas e neoplasias (FOSSUM, 2005).

3.1 Hérnias Incisionais

Hérnias incisionais sdo adquiridas quando ha ruptura de uma cavidade fechada por
meio de cirurgia. Sua prevaléncia é de 6,5% em cdes e gatos e 16% em grandes animais
(SMEAK, 2002; RAISER, 1999; SMEAK, 2002). Em humanos, a ocorréncia de hérnias
incisionais apds a laparotomia continua sendo um desafio, pois possui uma taxa de
prevaléncia de 2% a 20% (GEORGE; ELLIS, 1986; RAISER, 1999; SMEAK, 2002;
MILLIKAN, 2003; KIM, 2006). Esse problema comumente encontrado pelos médicos
cirurgides, apresenta uma taxa de recorréncia de 10% a 60% no reparo primario (SUKKAR et
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al, 2001; MILLIKAN, 2003; ACAMPORA; JOLI; TRAMONTE, 2006; MAZZOCHI et al,
2010; ZAFAR et al, 2012).

Muitos pacientes humanos com grandes hérnias apresentam sintomas invalidantes,
como grandes abaulamentos da cavidade abdominal, feridas cronicas, falta de mobilidade,
dores nas costas (MAZZOCHI et al, 2011), conforme o quadro vai agravando, 0s pacientes
sofrem com o afastamento de seu trabalho e de suas atividades diarias e com alteracao estética
(MILLIKAN, 2003).

As hérnias incisionais podem ser agudas, até os sete dias de pds-operatério, ou
crbnicas, notadas semanas ou anos mais tarde (RAISER, 1999; SMEAK, 2002). A
evisceracao através da deiscéncia € mais comum em hérnias agudas. O omento ou ligamento
falciforme protrui primeiro, seguido por alcas intestinais. E comum haver auto-mutilagéo,
mesmo quando a evolucdo é de minutos. Pode haver severa perda de sangue e septicemia,
podendo levar ao choque e ao 6bito (RAISER, 1999; SMEAK, 2002; FOSSUM, 2005).

3.1.1 Patogenia

As hérnias incisionais sdo resultado de forcas excessivas atuando sobre a incisdo
abdominal ou de fixacdo insuficiente da ferida suturada. Os fatores de risco para a hérnia
incisional aguda séo: pressao intra-abdominal causada pela dor, tecido adiposo retido entre as
bordas da sutura, material de sutura inadequado, infec¢do, tratamento crénico por esteroides e
cuidados pos-operatérios insuficientes (CHEVREL; RATH, 2000; SMEAK, 2002;
ACAMPORA,; JOLI; TRAMONTE, 2006). Aumentam o risco: atividade excessivamente
vigorosa do animal, episodios violentos de tosse ou esfor¢co de defecacdo no periodo pos-
operatério, obesidade, gestacdo ou distencdo de 6rgdos em decorréncia de obstrucdo (HAGE;
IWASAKI, 2002; READ; BELLENGER, 2002; SMEAK, 2002;).

O erro técnico durante a cirurgia € a causa mais comum de ruptura aguda da ferida
cirurgica, sendo as complicagdes locais, especialmente a infeccdo, a causa predisponente mais
importante (RAISER, 1999; READ; BELLENGER, 2002; FOSSUM, 2005), atingindo um
valor aproximado de 50% de casos (RAISER, 1999). Outras possibilidades sdo a ruptura da
sutura, deslizamento ou afrouxamento dos ndés e o corte do tecido pelo fio da sutura
(RAISER, 1999; FOSSUM, 2005). E importante lembrar que a maioria das hérnias incisionais
ocorre até cinco dias de pds-operatério, momento no qual a ferida conta com a resisténcia da

sutura como suporte, antes da sintese de colageno iniciar (RAISER, 1999).



20

O processo de cura das feridas cirdrgicas pode ser retardado em pacientes debilitados,
muito jovens ou muito idosos, ou que apresentam hipoproteinemia (FOSSUM, 2007). A
ocorréncia mais rara de deiscéncia pode ser vista em animais com desequilibrios hidrico-
eletrolitos, anemia, hipoproteinemia, doenca metabdlica, imunossupressdo, distencéo
abdominal, naqueles que foram tratados com corticosteroides, agentes quimioterapicos ou
radiacdo (RAISER, 1999; FOSSUM, 2005).

Em humanos, os fatores de risco para hérnia incisionais sdo: infeccdo da ferida,
complicacdes pulmonares, distensdo abdominal, obesidade, procedimentos de emergéncia,
reintervencdo prematura, insuficiéncia hepatica, processo patolégico concorrente, tipo de
fechamento da ferida, material e tipo de sutura. As situacfes que causam estresse a sutura no
poOs-operatdrio e aumentam o risco de hérnia incisional sdo: tosse, vomito, ileo paralitico e
repetidas cateterizagGes urinarias (CHEVREL; RATH, 2000; MILLIKAN, 2003). Os fatores
de risco associados & idade avancada e ao sexo masculino sdo controversos (MILLIKAN,
2003). Alguns estudos apontam que quando os pacientes sdo padronizados quanto a sexo,
idade e indicacdo cirurgica, aqueles com hipoproteinemia e desnutricdo apresentam
preponderancia na ocorréncia de deiscéncia de sutura (MAKELA, 1995; CHEVREL; RATH,
2000). A incidéncia de hérnia incisional é de 15% a 20% ap0s cirurgia bariatrica, e 23% em

pacientes com infec¢do da ferida cirargica (MILLIKAN, 2003).

Obesidade é o maior fator predisponente das hérnias incisionais em humanos, e
quando associada com complica¢fes pulmonares ou infeccdo da ferida, esse quadro é ainda
mais dramatico. E recomendado que antes da cirurgia de reparo os pacientes percam peso,
deixem de fumar, controlem o diabetes e evitem medicamentos que interfiram no processo
cicatricial. Todos esses cuidados objetivam diminuir possiveis complicagdes como infec¢oes e
deiscéncias de sutura e minimizar causas para o enfraguecimento dos tecidos que levam a
formacdo de hérnias. A infecccdo da ferida cirlrgica estd associada, na maioria dos casos, a
obstrucdes pulmonares crénicas, vOmitos repetitivos e condicdes sistémicas como:
desnutricdo, ascite, hematoma poés-operatério, didlise peritoneal, gestacdo, sepse, anemia,
uremia, faléncia renal, diabetes, uso de medicamentos esteroidais ou quimioterapicos
(ACAMPORA,; JOLI; TRAMONTE, 2006; KIM; BRUEN; VARGO, 2006).

3.1.2 Sinais clinicos e diagnostico

Sinais de edema e inflamacdo, com aumento de volume local e exsudato

serosanguinolento da cicatriz cirdrgica nos primeiros cinco dias apos a celiorrafia sdo sinais
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consistentes de deiscéncia da sutura e necessitam de rapido diagnostico e acdo corretiva
(RAISER, 1999; SMEAK, 2002; FOSSUM, 2005). Seromas, hematomas, celulite, neoplasia e
a excessiva resposta do tipo corpo estranho ao material de sutura sdo diagndésticos diferenciais
(SMEAK, 2002; FOSSUM, 2005). Para o diagnostico definitivo, podem ser necessarios
exames complementares como radiografia, ultra-sonografia e bidpsia aspirativa por agulha
fina (SMEAK, 2002).

Mais da metade das hérnias incisionais manifestam-se nos primeiros dois anos da
cirurgia original; no entanto, uma porcentagem significativa pode ocorrer ap6s muitos anos
(SMEAK, 2002; MILLIKAN, 2003). A dor ndo é uma queixa normal no quadro inicial, mas
apos o aparecimento do aumento de volume, esta ocorre por ocasido de esforco ou atividade
vigorosa. Com o0 passar do tempo e 0 aumento de tamanho da hérnia, o paciente passa a
apresentar dor ao movimento, na tosse ou quando o esforco é mais frequente. Sinais agudos
de vbémito, obstipacdo e dor severa sdo pouco comuns, porém quando presentes indicam
encarceramento ou estrangulamento de estruturas intestinais, que necessitam tratamento
cirtrgico de emergéncia (MILLIKAN, 2003).

Em humanos, o diagnostico pelo exame clinico pode ser dificil em pacientes obesos
ou que sofreram mdltiplas intervencbes cirurgicas no abdémen. Como exames
complementares, é indicada a tomografia computadorizada abdominal, a ultrassonografia e as
séries com contraste gastrointestinal. A laparotomia, apesar de invasiva, € Util em pacientes
cujo diagnostico continua sem confirmacdo. Alguns achados do exame fisico podem
complicar o diagnostico, tais como: didstase do muasculo reto abdominal, que pode ocorrer no
poés-parto, ou relaxamento da musculatura abdominal secundaria a lesdes nervosas, que
ocorrem em doencas da coluna vertebral. Uma vez detectada a hérnia incisional, deve-se
repard-la, a menos que exista alguma doenca concomitante que impeca o reparo cirdrgico
imediato (MILLIKAN, 2003).
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4. O TRATAMENTO CIRURGICO DAS HERNIAS

Os quatro objetivos da herniorrafia sdo: (1) retorno do contetdo vidvel para sua
localizacéo; (2) oclusdo segura das bordas para evitar a recidiva; (3) obliteracdo do tecido
redundante do saco; (4) uso dos tecidos do préprio paciente quando possivel. A melhor
abordagem ¢ a incisdo sobre o0 saco ou anel herniéario, com aten¢do a uma exposi¢do cirurgica
e acesso adequados, pois os tecidos podem estar fridveis. Pode ser necessario ainda o
alargamento do anel herniario para um acesso razoavel. Os tecidos desvitalizados devem ser
excisados e as aderéncias devem ser desfeitas por divulsdo ou disseccdo (READ;
BELLENGER, 2002).

A oclusdo do anel é realizada pela aproximacéo direta dos tecidos locais com sutura
em estruturas com forca de retencdo suficiente para resistir a ruptura. A mobilidade dos
tecidos pode ser aumentada pela disseccdo local ou pela criagdo de retalhos musculares ou
fascias locais. Também podem ser utilizados retalhos de tecido autégeno, como a féscia lata
ou a pele. Quando a aproximacdo dos tecidos sem tensdo exagerada € impossivel pela
extensdo do defeito, podem ser utilizados implantes de material sintético ou natural (READ;
BELLENGER, 2002).

Os cuidados pds-operatorios devem minimizar a carga sobre a ferida cirargica. Deve
ser evitada qualquer causa de aumento de pressédo intra-abdominal, como episodios de vomito,
latidos excessivos e tenesmo (READ; BELLENGER, 2002; MILLIKAN, 2003; FOSSUM,
2005). Entre as causas de recidiva pode-se ter: infeccdo, tensdo exagerada, nutricdo
inadequada dos tecidos e falhas de técnica como o uso de materiais incorretos ou de camadas
de tecido inadequadas (RAISER, 1999; READ; BELLENGER, 2002; MILLIKAN, 2003;
FOSSUM, 2005). O fio de sutura deve suportar as pressdes intra-abdominais até que a cicatriz
adquira resisténcia suficiente. No entanto, a cicatriz adquire 40% da resisténcia tensil em seis
semanas de pos-operatério e 80% da resisténcia em seis meses, nunca chegando aos 100% da
resisténcia do tecido original (GIANLUPI; TRINDADE, 2004).

Quando ha estrangulamento intestinal, obstrucdo urinaria ou lesdo a algum outro
0rgdo, a correcdo cirargica é emergencial. No entanto, a extensdo da desvitaliza¢do do tecido
pode nao ser aparente imediatamente, assim em pacientes estaveis, € melhor aguardar o
momento em que as lesdes musculares podem ser todas visiveis. Hérnias abdominais
secundarias a mordidas de cdes normalmente sdo contaminadas e € comum haver infeccdo da

ferida e/ou deiscéncia da sutura. O tratamento de feridas infeccionadas inclui cultura
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microbioldgica, antibioticoterapia e drenagem. Deve ser realizada uma exploracao abdominal
por lesdes concorrentes em outros 6rgdos, como avulsdo mesentérica, perfura¢do gastrica ou

intestinal, hérnia diafragmatica e ruptura de bexiga (FOSSUM, 2005).

4.1 O tratamento das hérnias incisionais

Os objetivos da reconstrucao da parede abdominal, no tratamento de hérnia incisional,
sdo (1) reestabelecer o suporte estrutural; (2) estabelecer cobertura suficiente de tecidos
moles; (3) otimizar a aparéncia estética; (4) minimizar morbidade e a incapacitacdo dos
pacientes (MAZZOCCHI et al, 2011).

A escolha da técnica e do material a serem empregados € muito importante para
restaurar a integridade, a resisténcia e o contorno da parede abdominal. Este deve ser
suficientemente resistente para evitar recidivas (GIANLUPI; TRINDADE, 2004). A escolha
da técnica a ser utilizada depende das técnicas que foram empregadas no reparo inicial: se
foram realizadas incisdes de relaxamento, se foi utilizada prétese de tela ou membrana, de que

forma a tela foi utilizada ou se foi utilizado flape muscular (MILLIKAN, 2003).

A definicdo do tipo de hérnia do paciente também é importante para estabelecer o seu
tratamento, pois as hérnias terdo comportamentos diferenciados de acordo com seu local,
tamanho e numero de recorréncias (CHEVREL; RATH, 2000).

Na medicina, estudos sobre a prevaléncia de hérnia incisional sdo realizados em busca
da melhor técnica de incisdo, do melhor padrdo de sutura e método de sutura. No entanto, ndo
existe um consenso sobre esses procedimentos. Essa dificuldade ocorre porque a maioria dos
estudos utilizam técnicas variadas de fechamento da cavidade abdominal e em processos
patolégicos ndo padronizados (MILLIKAN, 2003; SILVEIRA et al, 2012). As opcdes dos
cirurgides para o reparo das hérnias incisionais sdo o reparo primario aberto, o reparo com
tela aberto, o reparo por laparotomia ou a mobilizacao de tecido autélogo (MAZZOCHI et al,
2011).

O reparo primario é apropriado para a hérnia aguda sem muita contaminacao ou leséo
em tecidos. Se houver contaminacdo ou lesdes dos tecidos superficiais, deve-se realizar a
ocluséo de rotina, mas as camadas superficiais devem ser deixadas abertas para a drenagem e
o0 debridamento tangencial. Feridas profundas e contaminadas gravemente devem ser tratadas
com técnicas de drenagem peritoneal aberta (SMEAK, 2002).
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Em humanos, para defeitos menores que cinco centimetros de didmetro e sem
recorréncia, pode-se utilizar uma técnica simples, aproximando as bordas com uma sutura
continua ou interrompida, com material ndo absorvivel (CHEVREL; RATH, 2000;
MILLIKAN, 2003). Contudo, mesmo essas pequenas hernias apresentam uma recorréncia de
50%, pois em qualquer tamanho de defeito, vai ocorrer sempre tenséo no reparo (MILLIKAN,
2003; SILVEIRA et al, 2012). Essa tenséo pode ser atenuada com incisoes de relaxamento ou
suturas de retencdo internas (CHEVREL; RATH, 2000; MILLIKAN, 2003). Para hérnias

recorrentes, dos mesmos tamanhos, € indicado o uso de prétese (CHEVREL; RATH, 2000).

Para as hérnias de 10 a 15 cm e para as maiores de 15 cm, em humanos, a reconstrucdo
poderia ser realizada com flape muscular reforcado por protese. Para hérnias incisionais
laterais, seria interessante utilizar uma protese entre duas camadas musculares com a
possibilidade de uma segunda tela, reforcando o arranjo. Quando ndo é possivel uma
reconstituicdo anatdmica da parede abdominal, pode-se utilizar uma prétese absorvivel fixada
nas margens da falha muscular paralela a uma prétese ndo absorvivel mais externa (FIGURA
3) (CHEVREL; RATH, 2000). Para pacientes humanos com grandes defeitos na linha média
ventral ou infeccdo na ferida, fica descartada a possibilidade de utilizacdo de telas
(MILLIKAN, 2003).

Hérnia abdominal Hérnia abdominal reparada com tela
Peridneo 7 Peribneo
Mdasculo Muasculo
Tela
Hérnia Hérnia
Intestino Intestino

Figura 3 - Desenho esquematico de hérnia abdominal e seus componentes e de reparo feito
com tela. Fonte KIM, BRUEN, VARGO, 2006. (Adaptado por VIDOR, S. B., 2012)
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Cirurgides devem evitar a utilizacdo de telas ndo absorviveis em hérnias infectadas ou
com alto risco de infeccdo (ALDER; BELLOWS; HELTON, 2006; KIM; BRUEN; VARGO,
2006). A suscetibilidade dessas telas para colonizacdo bacteriana e infec¢do cronica ocorre
porque as bactérias aderem aos polimeros da tela e geram um biofilme que as protege das
defesas imonolégicas do hospedeiro a da acdos dos antibidticos (ALDER; BELLOWS;
HELTON, 2006).

As taxas de recidiva de hérnias incisionais variam de 10% a 50% apds o reparo
primério e, de 3% a 17% quando h& utilizacdo de telas ou membranas, reforcando a idéia de
que o melhor método de tratamento de hérnias complexas € a utilizagdo de proteses. No
reparo de hérnias incisionais de médio e grande porte € possivel utilizar de um grande nimero
de tecnicas com a utilizagdo de telas ou membranas, que podem ser colocadas entre 0s
folhetos aponeuroticos (em contato com o saco herniério), como refor¢o ap6s aproximacgao
dos mesmos ou preenchendo o espacgo de incisdes relaxadoras (GIANLUPI; TRINDADE,
2004).

Os fios ndo absorviveis sdo vistos como nichos de infeccdo e como possibilidade de
corte da fascia a longo prazo que poderiam predispor a hérnias tardias. Por outro lado, desde a
década de 80, os fios monofilamentares absorviveis lentamente tornaram-se o material de
escolha para as suturas continuas, e os multifilamentares foram eleitos para as suturas
interrompidas (RAISER, 1999; MILLIKAN, 2003). Embora os fios absorviveis sejam
adequados as celiorrafias, os fios inabsorviveis ou os fios absorviveis sintéticos sdo
preferiveis para a rafia da linha alba, pois o tecido fibroso necessita da sustentacdo da sutura

por um periodo mais prolongado (RAISER, 1999).

A escolha entre a sutura continua ou interrompida também €é controversa, pois a sutura
continua € mais rapida e distribui a tensdo igualmente ao longo do fechamento, porém muitos
estudos revelam ndo haver diferenca entre as duas técnicas de fechamento (RAISER, 1999;
MILLIKAN, 2003). Os pontos de sutura ndo devem ficar a menos de 5 mm das bordas da
incisdo nos tecidos identificados como mais robustos (RAISER, 1999; SMEAK, 2002).

Fechamento em massa ou em camadas & outra questdo controversa (MILLIKAN,
2003). A rafia da parede abdominal, em cées e gatos, deve ser feita em um plano unico,
envolvendo apenas periténio e bainhas superficial e profunda dos musculos retos do abdémen
que se unem para formas a linha alba, sem incluir as fibras desses musculos. Onde héa inclusdo

das fibras dos masculos, pode-se verificar area adjacentes espessadas ou necroticas. Os pontos
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da linha mediana podem possuir margem suficiente de tecido fibroso sem incluir a massa
muscular (RAISER, 1999).

Pacientes com reparo de hérnias agudas recebem as mesmas prescri¢des de pacientes
de cirurgias abdominais eletivas. O exercicio deve ser restrito no minimo durante duas
semanas, a ferida cirurgica deve ser observada cuidadosamente para encontrar sinais precoces
de infeccdo. Caso haja infeccdo, entdo as suturas de pele e do espaco subcutédneo serdo
removidas para que a ferida fique aberta para drenagem. Nos casos de evisceracdo, a
fluidoterapia serd importante para repor a perda de liquidos, os antibidticos e a drenagem
serdo impotantes para debelar a infeccdo, e a nutricdo sera igualmente importante para
determinar o prognéstico (RAISER, 1999; SMEAK, 2002).

4.1.1 Emergéncia nas hérnias evisceradas e encarceradas

Deve haver a hospitalizacdo e interven¢do cirdrgica imediata nos casos de hérnias
evisceradas. Quando ha peritonite, deve-ser estabilizar o paciente antes de qualquer
procedimento anestésico-cirargico. Deve-se instituir a fluidoterapia com ringer lactato e a
antibioticoteraia parenteral, associando cefalexina ou ampicilina sédica com metronidazole,
até o resultado do antibiograma. A antibioticoterapia deve continuar por mais sete dias de pos-
operatorio por via oral e deve ser prescrito repouso, uso de bandagem e retorno em 10 dias
para avaliacéo e retirada de pontos (RAISER, 1999; SMEAK, 2002).

Quando h& evisceracdo, os Orgdos expostos devem ser cobertos com bandagens
esterilizadas para reduzir a contaminacdo e o0s danos aos tecidos enquanto sdo feitos os
exames vitais e 0 paciente ¢é estabilizado para entrar em cirurgia. Deve-se prestar atencdo para
ndo permitir que o animal se mutile, pois o resultado seré o choque pela perda de sangue e de
liquidos. Quando ocorre a lesdo nas alcas intestinais, podera ocorrer contaminacgao grave da
ferida. A fluidoterapia, a hemoterapia e a antibioticoterapia serdo importantes para a
estabilizacdo do paciente (SMEAK, 2002).

O acesso geralmente é feito sobre a incisdo original. Nas hérnias agudas evisceradas,
se ha suspeita de problemas com a sutura, ela deve ser toda retirada e refeita. O debridamento
das bordas viaveis e sem necrose ndo é necessario e pode diminuir o tempo de recuperacao. O
intestino deve ser inspecionado cuidadosamente para avaliar sua viabilidade e receccdo das
por¢des comprometidas (SMEAK, 2002; FOSSUM, 2005). Havendo necrose das bordas da

ferida, deve-se proceder o reavivamento das bordas, além de remover todos os tecidos
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desvitalizados, as aderéncias, os coagulos, os restos de fios de sutura e as sujidades, utilizando

a curetagem, a excisdo, o debridamento e a irrigacdo (RAISER, 1999).

A cavidade abdominal deve ser lavada copiosamente com solucdo salina estéril
aquecida. Pode-se considerar a possibilidade de deixar um dreno se houver peritonite
generalizada (SMEAK, 2002; FOSSUM, 2005). Porém, é importante considerar que a pressao
negativa da cavidade abdominal dificulta a drenagem e que os drenos sofrem obstrucédo por

fibrina ou pelo omento, ficando viaveis por aproximadamente seis horas (RAISER, 1999).

Nas cirurgias de emergéncia com encarceramento e obstrucdo intestinal, os cirurgides
enfrentam um grande desafio, pois trabalnham em um campo cirdrgico contaminado, com
tecidos edemaciados, inflamados e fridveis. Nessa cirurgia com altas taxas de recorréncia,
deve-se remover a origem da contaminagéo e reconstruir a parede abdominal. Possivelmente
havera a necessidade de resseccao de parte do intestino, o que aumenta ainda mais as chances
de complicages infecciosas no pos-cirurgico. Adicionalmente, mais da metade dos pacientes
com essa afeccdo possui hérnias multiplas ou muito grandes para a utilizacdo das técnicas de
reparo primario (ZAFAR et al, 2012).

4.1.2 Tratamento das hérnias incisionais cronicas

A abertura da ferida cirdrgica de 10 a 21 dias geralmente causa hérnias sem
evisceracdo, pela suficiente for¢a do saco herniario e da pele suprajacente, por isso é possivel
0 tratamento com cirurgia eletiva (SMEAK, 2002; FOSSUM, 2005). O tratamento
conservador de pequenas hérnias assintomaticas pode ser considerado apenas nos casos em
que os proprietarios do animal monitorem seu estado diariamente. Ja, se houver aderéncias a
6rgdos herniados, a indicacdo serd de cirurgia imediata, pois estas podem causar torcdo e
obstrucgéo vascular do tecido retido (SMEAK, 2002).

A abordagem deve ser feita sobre a area da incisdo original. A corre¢do ocorre, na
maioria dos casos por aproximacdo das bordas da ferida com a sutura (MAZZANTI, 2000;
SMEAK, 2002; FOSSUM, 2005). A disseccdo cirurgica e a identificacdo do tecido de
sustentacdo nas margens da hérnia sdo essenciais para um reparo eficaz, pois se o tecido
cicatricial ndo for extensamente excisado, havera recidiva (RAISER, 1999; READ;
BELLENGER, 2002). As bordas musculares podem retrair-se, produzindo uma perda
funcional da parede abdominal. Dessa forma, a tensdo excessiva durante o reparo aumenta o

risco de recorréncia, o que explica que 30% dos casos de recidivas nos reparos de hérnia
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incisional em humanos ocorrem se ndo for utilizado um retalho de prétese (DALECK et al,
1988; SMEAK, 2002; FOSSUM, 2005).

Na cirurgia reconstrutiva, defeitos grandes podem exigir a mobilizagéo de um tecido a
partir de outros locais. Flapes pediculados séo tecidos parcialmente avulsionados, a partir de
um local doador e mobilizados para cobrir um defeito. Podem ser criados para facilitar uma
herniorrafia, recobrir defeitos de tecidos moles, contribuir para circulacdo em fraturas e
combater infecgdes. Na rotina do reparo das hérnias abdominais, pode-se utilizar flapes do
musculo obliquo abdominal (FOSSUM et al., 2005; ALDER; BELLOWS; HELTON, 2006).
Contudo, esta técnica oferece uma significativa morbidade no local de origem do tecido
transferido (ALDER; BELLOWS; HELTON, 2006; AYELE et al, 2010).

Hérnias muito grandes sdo um desafio, pois podem apresentar uma taxa de recorréncia
maior que 50%. O seu tratamento segue as mesmas regras da cirurgia reconstrutiva: oferecer
suporte estrutural para os tecidos locais ou para as proteses e recobri-los com tecido
vascularizado (SUKKAR et al, 2001).

Nas hérnias extensas, pode ser impossivel a oclusdo priméaria do defeito. Esta condicéo
¢ explicada pelo fendmeno conhecido como “perda de dominio”, que ocorre quando a
cavidade abdominal “acostuma-se” a abrigar um contetido de pequeno volume. Forgar a volta
de todo conteudo abdominal para dentro da cavidade gera, ndo s6 a tensdo excessiva aplicada
a sutura, como também uma disfuncdo pulmonar aguda, consequencia da restricdo dos
movimentos do diafragma (READ; BELLENGER, 2002; FOSSUM, 2005). Nesses casos
utiliza-se adicionalmente técnicas de expansdo de tecido e incisbes de relaxamento
(MILLIKAN, 2003).

4.2 Tratamento das hérnias incisionais com telas

Na década de 70, Liechtenstein, desenvolveu o conceito de diminui¢do da tensdo com
0 uso de tela de polipropileno durante a cirurgia. Nessa época, iniciou a utilizacdo de proteses
com o objetivo de reforcar a parede abdominal (ARAUJO et al, 2010). O uso das telas reduziu
as taxas de recorréncia das hérnias incisionais de 30% a 40% para 5% a 10% (CHEVREL;

RATH, 2000; GIANLUPI; TRINDADE, 2004; ARAUJO et al, 2010).

As telas, ou malhas, podem ser utilizadas de duas maneiras no reparo das hérnias
incisionais. A primeira ocorre durante o reparo primario, a fim de reforgd-lo. Apds o

fechamento fascial, a tela é suturada sobre o muasculo. Dessa forma, a tela fica separada dos
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6rgdos abdominais pela fascia e pelo musculo. A desvantagem desta técnica é a tensdo, a
disseccdo de uma grande area subcutanea (que predispde a formacdo de seroma) e a infeccdo
da tela, caso a ferida cirurgica seja infectada. A segunda forma, na impossibilidade de
aproximacdo das bordas musculares e/ou grande perda tecidual, é a utilizacdo da tela como
um substituto, inserindo-a diretamente no defeito. Essa técnica permite a diminuicdo da
tensdo sobre o reparo, porém havera a possibilidade de deiscéncia das suturas de fixacdo da

tela pela pressdo fisioldgica exercida sobre a mesma (MILLIKAN, 2003).

As controvérsias atuais versam sobre 0 acesso cirlrgico aberto versus a
videolaparoscopia (MILLIKAN, 2003). Ha estimativas que demonstram que 0 acesso Vvia
videolaparoscopia reduz de 15% para 1% a incidéncia de infeccdo do reparo com tela
(MEFIRE; GUIFO, 2011). Algumas outras manobras poderiam aumentar o sucesso do uso de
tela como a difusdo diéria de solucdo antisséptica, a irrigacdo com solugdo antibidtica e a
aspiracdo da secrecdo. Somente a drenagem da ferida j& aumenta para 76% a taxa de sucesso
nos casos de implante de tela de polipropileno (MEFIRE; GUIFO, 2011).

Existem mais de 80 tipos de telas para o reparo das hérnias abdominais. Os materiais
sintéticos inabsorviveis mais utilizados sdo os derivados do polipropileno (Marlex®,
Prolene®, Surgipro®) e os derivados do politetrafluoretileno expandido (Gor-etex®,
Trelex®). Dos materiais sintéticos absorviveis, destacam-se os derivados de acido glicolico
(Dexon®) e da poliglactina (Vicryl®). As telas de polipropileno podem ser monofilamentares
(Marlex®), bifilamentares (Prolene®) ou multifilamentares (Surgipro®). A tela Marlex® foi
a primeira e continua sendo a tela mais utilizada. As telas de politetrafluoretileno expandido
sdo flexiveis e microporosas e vém chamando a atencdo pela minima reacdo inflamatoria e
pela menor quantidade de aderéncias (MILLIKAN, 2003; PUTTINI, 2006). A tela de
polipropileno é o material mais utilizado para esse fim (MILLIKAN, 2003; GIANLUPI;
TRINDADE, 2004; ACAMPORA; JOLI; TRAMONTE, 2006; PUTTINI, 2006; ARAUJO et
al, 2010). E o segundo colocado desse ranking € o politetrafluoretileno (ACAMPORA; JOLI,
TRAMONTE, 2006; PUTTINI, 2006).

As malhas absorviveis (Vicryl® e Dexon®) sdo utilizadas nos casos em que ha grande
risco de infeccdo da tela e o reparo primario ndo é indicado (MILLIKAN, 2003). Ha
contraindicacao do uso de telas na colocagéo intra-abdominal, pois pode haver a formacéo de
aderéncias, fistulas enterocutdneas e até mesmo oclusdo intestinal. O poliéster tem

apresentado uma ocorréncia alta de fistulagéo, infeccéo e recorréncia, quando comparado com
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Marlex®, Prolene® e Gore-Tex®. Assim como o polipropileno, o politetrafluoroetileno
apresenta as menores taxas de complicacdes intestinais (MILLIKAN, 2003; ARAUJO et al,
2010).

Mais recentemente criadas, as telas de dupla composi¢do com a barreira anti-aderéncia
proporcionam adequada forca ténsil aos tecidos sem a formacéo de aderéncias: polipropileno
dupla Composix®, e politetrafluoroetileno (Davol®), politetrafluoroetileno Dual® e
Sepramesh®, Sepra film® e polipropileno (MILLIKAN, 2003; ARAUJO et al, 2010; DOLCE
et al, 2010).As telas de dupla composicdo tém uma face que, em contato com a musculatura,
induz reacdo inflamatdria para manter a forca ténsil dos tecidos e evitar a recidiva da hérnia.
A outra face fica em contato com as visceras e necessita, pelo contrario, evitar a formacéo de
aderéncias (ARAUJO et al, 2010).

As pesquisas sobre a formacdo de aderéncias das diferentes telas necessitam avaliar
ndo apenas 0s materiais que as compdem, como também o didmetro de seus poros, a sua

estrutura tridimensional e o seu peso molecular (ARAUJO et al, 2010).

Ha muitas evidéncias de que a utlizacdo de telas prostéticas permanentes no reparo de
hérnias incisionais reduz o risco de recorréncia (MILLIKAN, 2003; GIANLUPI,
TRINDADE, 2004; ACAMPORA; JOLI; TRAMONTE, 2006; ALDER; BELLOWS;
HELTON, 2006; NGO et al, 2011). As taxas de recidiva de hérnias incisionais variam de 10%
a 50% apds o reparo primario e, de 3% a 17% quando h& utilizagdo de telas ou membranas
(MILLIKAN, 2003; GIANLUPI; TRINDADE, 2004), reforcando a idéia de que o melhor
método de tratamento de hérnias complexas € a utilizacdo de proteses. No entanto, materiais
sintéticos permanentes apresentam um grande potencial de complica¢cdes como a infeccéo,
extrusdo da tela, dor cronica, aderéncia intestinal, obstrugdo e formacéo de fistula, causas de
recorréncia da hérnia (ALDER; BELLOWS; HELTON, 2006; KIM; BRUEN; VARGO,
2006; LIMPERT et al, 2009; NGO et al, 2011).
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5. MEMBRANAS DESCELULARIZADAS

Os biomateriais sdo quaisquer substancias de origem natural ou sintética que podem
ser utilizados, por qualquer periodo de tempo, como a totalidade ou parte de um sistema que
trata, aumenta ou substitui qualquer tecido, 6rgao ou funcdo do corpo. O nome biomaterial €
atribuido apenas pela vontade do cirurgido de impd-lo ao organismo que necessita do

tratamento. Assim, todos os tipo de implantes sdo biomateriais (ROUSH, 2002).

Membranas biolégicas sdo tecidos de origem bioldgica que, ao contréario das telas
sintéticas, ndo estdo suscetiveis a infec¢des agudas ou crénicas e inflamagdes cronicas. Os
enxertos com as membranas bioldgicas podem ser xendgenos ou alégenos. Enquanto o
enxerto alégeno tem origem na mesma espécie animal, o xendgeno tém origem de uma
espécie animal diferente. A nomenclatura utilizada ainda pode ser: xenoenxerto ou aloenxerto
(ALDER; BELLOWS; HELTON, 2006).

Os materiais absorviveis de origem animal, como xenoenxertos ou aloenxertos, sdo
melhores do que os materiais sintéticos, pois induzem a cicatrizacdo pela transformacdo da
matriz celular e ndo pela reacdo de corpo estranho, como as proteses sintéticas fazem. Essa
diferenca do mecanismo de cicatrizacdo é muito importante para diminuir o risco de infeccao
(ARAUJO, 2010), e preservar (em diferentes proporcdes) a estrutura e a funcionalidade
tecidual. O material da tela implantada é importante, pois tem a funcéo de propiciar a reacao
inflamatodria e a posterior fibrose local (ARAUJO, 2010), funcionando como um arcabouco
para o desenvolvimento do novo tecido (BRUN, 2004; GUIMARAES et al 2007). A matriz
extracelular, por sua vez, é importante para a adesdo, o alinhamento e a diferenciagéo celular
(LIAO; ZHOU, 2009).

As membranas bioldgicas se aproximam do conceito de tela ideal por apresentarem
resisténcia a colonizacao bacteriana e a infeccdo cronica; por serem inertes ao sistema imune
e nao serem carcinogénicas; serem atoxicas; terem alta disponibilidade e custos aceitaveis;
terem resisténcia mecanica durante um longo periodo de tempo; ndo causarem dor adicional
apos implante; e por ndo causarem aderéncia as visceras (GAMBA et al, 2002; ROUSH,
2002; ALDER; BELLOWS; HELTON, 2006; SINGH et al, 2008; AYELE et al, 2010;
DOLCE et al, 2010; ZHAO et al, 2011).

A tela ideal necessita ainda prover um suporte fisico adequado para a adesao celular e

uma sinalizacdo adequada para o crescimento e a diferenciagdo celular (GAMBA et al, 2002;
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ALDER; BELLOWS; HELTON, 2006; AYELE et al, 2010; DOLCE et al, 2010). Ao mesmo
tempo, deve degradar-se lentamente, enquanto o novo tecido se fortalece com a deposicéo de
colageno. Assim, a degradacdo e a substiuicdo do enxerto pelo tecido do paciente deve
ocorrer de forma a manter ou aumentar a resisténcia do reparo (ALDER; BELLOWS;
HELTON, 2006; DOLCE et al, 2010). Contudo, se o paciente ndo deposita colageno
adequadamente na membrana, esta ndo se degradard (ALDER; BELLOWS; HELTON, 2006).

A biocompatibilidade de um implante ndo depende apenas de sua composicdo
quimica, mas também da composi¢do quimica e topogréfica de sua superficie, seu tamanho,
forma, energia, elasticidade e método de esterilizagdo. Os testes de biocompatibilidade de
novos materiais desenvolvidos sdo avaliagdes de (1) toxicidade, quando seus componentes
quimicos sdo testados in vitro e in vivo; (2) compatibilidade com componentes sanguineos,
como proteinas do plasma, inducdo de trombos, deterioracdo de elementos sanguineos (3)
estabilidade do material em diferentes solugdes fisioldgicas existentes; (4) testes das
caracteristicas fisicas e quimicas do material (5) testes de resposta dos tecidos in vivo, como

inflamacdo aguda ou crénica, leve ou acentuada (ROUSH, 2002).

O material ideal precisa ainda poder ser prontamente utilizado e ter vida de prateleira
aceitavel (ALDER; BELLOWS; HELTON, 2006). Deve ser de facil esterilizacéo e utilizacéo,
resistente a manipulagéo, hipoalergénico, ndo corrosivo, ndo teratogénico, continuar no corpo
apenas durante a necessidade por ser absorvivel ou retirada sem morbidade (ROUSH, 2002) e

ainda deve ser moldavel para se adaptar ao local de aplicacdo (OLIVEIRA et al, 2009).

Nenhum implante sintético apresenta essas caracteristicas (ALDER; BELLOWS;
HELTON, 2006;). E at¢ o momento, ndo existe membrana que possua todas essas
caracteristicas, j& que ainda ndo foi desenvolvida uma membrana ideal para todas as situacdes
clinicas (ALDER; BELLOWS; HELTON, 2006; PUTTINI, 2006).

5.1 Tipos de membranas mais utilizados

As membranas bioldgicas sdo implantes bioldgicos inertes, compostos quase somente
de colageno, apresentando por isso baixa toxicidade (SINGH et al, 2008; OLIVEIRA et al,
2009). O processo de descelularizagdo remove proteinas nao estruturais (SINGH et al, 2008;
LIAO; ZHOU, 2009). Dessa forma ndo so6 transforma o tecido em acelular como também em
tecido imunologicamente inerte (LIAO; ZHOU, 2009; ZHAO et al, 2011), o que dispensa a
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necessidade de utilizacdo de farmacos imunossupressores durante o periodo trans e pos-
cirargico (BRUN et al, 2004; OLIVEIRA et al, 2009).

Existem aproximadamente dez marcas de membranas biolGgicas comerciais
disponiveis para uso em humanos nos Estados Unidos da América, sendo que apenas dois
deles apresentam dados completos a respeito de fatores de crescimento, potencial de
transmissdo de doencas, resposta celular e imune, crescimento vascular, caracteristicas
bioguimicas, degradacdo e suscetibilidade a infeccbes (ALDER; BELLOWS; HELTON,
2006; DOLCE et al, 2010).

A utilizacdo de membranas biolégicas como material de implante na reparacdo de
6rgdos e tecidos na Veterinaria € realizada no Brasil desde a década de 1960 com o trabalho
pioneiro de Pigossi. Em 1967, Pigossi utilizou dura-mater homdgena, conservada em
glicerina, na substituicdo do segmento dural de cies (GUIMARAES et al 2007; OLIVEIRA et
al, 2008).

Atualmente, dentre as membranas biol6gicas estudadas na Medicina e na Medicina
Veterinaria, destacam-se o centro tendineo diafragmaético, a dura-mater, a fascia lata, o
pericardio e o peritbnio, que constituem-se quase que exclusivamente de colageno
(GUIMARAES et al 2007). Outros tecidos utilizados s&o centro frénico (BRUN et al, 2004),
vélvulas adrticas (STAINKI et al, 2001) corddo umbilical bovino, enxerto vascular, pele
(SINGH et al, 2008; OLIVEIRA et al, 2009), tunica vaginal (AYELE et al, 2010), pele bexiga
e diafragma (SINGH et al, 2008) que podem ser retirados de diversas espécies animais, como
bovinos, suinos, equinos, coelhos, ratos e até mesmo humanos (STAINKI et al, 2001; BRUN
et al, 2004; KIM; BRUEN; VARGO, 2006; GUIMARAES et al 2007; SINGH et al, 2008;
OLIVEIRA et al, 2009; AYELE et al, 2010; NGO et al, 2011; ZHAO et al, 2011).

5.1.1. Peritonio bovino

O peritonio consiste em uma membrana de origem animal, composta em sua maior
parte de colageno, possuindo assim baixa antigenicidade e possibilidade de atuar como
arcabouco para o crescimento e a diferenciacdo celular do animal receptor. Esse material
apresenta baixo custo, facil obtencdo e estocagem, pode ser esterilizado e oferece féacil
manuseio. O peritonio conservado em glicerina 98% por mais de 30 dias tem sua textura,
elasticidade e resisténcia preservadas (OLIVEIRA et al, 2008;).
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5.1.2. Pericéardio bovino

Um estudo retrospectivo verificou a utilizacdo de implante de pericardio bovino
(FIGURA 4) (Veritas collagen matrix da empresa Synovis Life Technologies) em 26

pacientes humanos com hérnias recorrentes de 20 cm? a 600 cm?, sendo 16 recorréncias por

infeccdo. O estudo registrou a diminuicdo da taxa de recorréncia para 19% e a ndo ocorréncia
de fistula (LAMPERT et al, 2009).

Figura 4 - Pericardio bovino, previamente conservado em glicerina a 98 %, sendo reidratado
antes de sua utilizacdo em cirurgia reconstrutiva. Fonte: OLIVEIRA et al, 2009.

5.1.3. Diafragma

Coelhos Nova Zeléandia tiveram suas hérnias experimentais reparadas com diafragma
homologo descelularizado através de processo enzimatico. As membranas apresentaram
migracdo de fibroblastos, coldgeno neoformado e neovascularizagdo. Ndo houve crescimento

de células musculares, porém também nédo houve sinais de necrose (GAMBA et al, 2002).

5.1.4. Matriz dérmica acelular humana

A matriz dérmica acelular humana é uma membrana bioldgica formada de
derme humana separada da epiderme e dos seus constituintes celulares com a utilizacdo de
detergentes enzimaticos. Suas caracteristicas de resisténcia mecéanica e a infec¢do a tornam
uma alternativa para o reparo de hérnias complexas, principalmente quando o paciente
apresenta predisposicdo a hérnia incisional. Também em paciente obesos, com doencas
concomitantes que aumentam o risco de infec¢do no pos-cirargico, e pacientes com infeccoes
cronicas (KIM; BRUEN; VARGO, 2006).
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Os enxertos dérmicos sdo incorporados no tecido do paciente por um mecanismo
bioquimico de absorcdo enzimatica, neovascularizacao e infiltracdo celular. A posterior etapa
de remodelamento necessita da incorporacdo e proliferacdo de fibroblastos no tecido
implantado enquanto ele € reabsorvido (KIM; BRUEN; VARGO, 2006; NGO et al, 2011).
Sua indicacdo para reparos de hérnias infeccionadas ou com alto risco de infeccdo ocorre pela
sua alta tolerdncia a infecgdo sobreposta sem sofrer perdas de resisténcia ou em sua
continuidade. Em um estudo retrospectivo, na Faculdade de Medicina da Universidade de
Utah, dos 29 pacientes humanos que apresentavam a indicagdo para reparo com a matriz
dérmica acelular humana, 26 obtiveram sucesso neste tratamento (KIM; BRUEN; VARGO,
2006).

5.1.5. Matrigel

Matrigel é extraido de sarcoma de rato e contém vérias proteinas e fatores de
crescimento em concentragdes ainda ndo definidas. Ele pode modificar os genes expressados
pelas células e promove a diferenciacdo em mioblastos. Pode ser usado associado ao colageno
como scaffold em trés dimensGes, mas por causa de sua origem sO € admitido seu uso em

modelos experimentais e ndo no uso clinico (LIAO; ZHOU, 2009).

5.2 SolucgGes de conservacao

Enxertos de tecidos biologicos podem ser produzidos a partir de varios métodos de
fabricacdo e preservacao para ser utilizados como materiais descelularizados que funcionam
como arcaboucos para a repopulacdo celular e revascularizagédo do tecido a ser reparado
(ALDER; BELLOWS; HELTON, 2006). As ténicas de preparacdo e de recuperacdo podem
alterar os resultados do tratamento. Diferencas do processamento podem alterar a
manipulacéo e a performance in vivo como tempo de infiltracdo celular (NGO et al, 2011). As
membranas podem ainda ser preparadas de forma especial para cada paciente com a adi¢éo de
mioblastos ou células-tronco (ALDER; BELLOWS; HELTON, 2006).

Muitos estudos sdo realizados a fim de descobrir o melhor meio de descelularizacéo e
preservacdo das membranas bioldgicas. O meio de conservacdo ideal deve manter a
integridade tecidual; atenuar a acdo antigénica; aumentar a resisténcia a tracdo; atuar por
longo periodo; manter sua assepsia; ter baixo custo e ser de facil utilizacdo (GUIMARAES,
2007; OLIVEIRA et al, 2009). Os implantes naturais nao sao eliminados pelo paciente e sim
substituidos pelo seu tecido. Este padrdo vem sendo verificado apds a implantacdo desses

materiais conservados em diferentes meios como a glicerina, 0 mel ndo processado e as
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solucdes hipersaturadas de sal e de agucar. A manutencdo desses implantes durante os sete
primeiros dias de pds-operatorio demonstram a auséncia de reacdo hiperaguda (BRUN et al,
2004; SILVA et al, 2009). A auséncia de vasculite leucocitaria no implante demonstra nao
haver rejeicdo do tipo humoral, assim como a falta de vasculite linfonuclear demonstra
também ndo haver rejeicdo do tipo celular. Assim pode-se concluir que as solugdes de

conservacdo diminuem a antigenicidade do tecido do implante (BRUN et al, 2004).

A glicerina é o meio mais estudado e utilizado na Medicina Veterinaria (BRUN et al,
2004; GUIMARAES, 2007; OLIVEIRA et al, 2009), enquanto o glutaraldeido é o meio mais
utilizado na Medicina Humana, nas membranas utilizadas comercialmente (OLIVEIRA et al,
2009). Outros meios de conservacdo comumente utilizados sdo: solucdo alcodlica de
tiomersal (1:1000), congelamento, alcool absoluto, vaselina, solucdo supersaturada de agucar
(300%), solucao supersaturada de sal e polivinilpirrolidona a 5% (GUIMARAES, 2007).

As solucdes de glicerina e as solucdes supersaturadas de sal e de aclcar tém acao
antimicrobiana pelo mecanismo de desidratacdo do tecido, sem ter eficacia contra virus e
formas esporuladas de bactérias. Assim como também as membranas conservadas nessas
solucBes devem ser reidratadas antes de sua utilizacio (GUIMARAES, 2007; OLIVEIRA et
al, 2009).

5.2.1 Glicerina

A glicerina preserva o arcabouco tecidual, € de fécil utilizacdo e baixo custo. Seu
poder antisséptico ocorre por sua grande hidrofilia (BRUN et al, 2004; GUIMARAES et al,
2007; OLIVEIRA et al, 2009), resultado de suas ligacbes covalentes com as moléculas de
hidrogénio. O contato da glicerina com a agua das células ocorre porque as moléculas da
glicerina sdo muito pequenas e sdo capazes de entrar nas células pelos poros de suas
membranas (GUIMARAES et al, 2007; OLIVEIRA et al, 2009). Este meio de conservacio
ndo induz a antigenicidade do receptor a membrana nele conservada (BRUN et al, 2004;
GUIMARAES et al, 2007; OLIVEIRA et al, 2009) e ainda permite 0 armazenamento do
material a temperatura ambiente, dessa forma ndo h& formagdo de cristais intra e
extracelulares e nem alteracdes das concentracfes idnicas que alteram as celulas e a matriz
celular (BRUN et al, 2004; OLIVEIRA et al, 2009).

E possivel armazenar pericardio equino em glicerina 98% durante 11 anos em

temperatura ambiente, sem crescimento de fungos e bactérias e sem perda da maleabilidade
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da membrana (OLIVEIRA et al, 2009). O tempo minimo de conservacdo do material na
glicerina é de 30 dias, completamente imerso no meio (GUIMARAES et al, 2007;
OLIVEIRA et al, 2009). Este tempo minimo de conservacdo garante a atenua¢ao imunogénica
e o efeito antimicrobiano, importante para evitar a rejeicdo do enxerto pelo receptor
(OLIVEIRA et al, 2009). A reidratacdo ndo necessita de adi¢do de antimicrobiano e pode ser
realizada entre 15 (BRUN et al, 2004) e 25 minutos (OLIVEIRA et al, 2009). Até o presente,
0s materiais conservadas com sucesso em glicerina 98% foram: centro frénico canino, dura-
mater canina, centro tendineo diafragmatico bovino, corddao umbilical bovino, pericardio
equino (OLIVEIRA et al, 2009) peritdnio, dura-mater e pericardio bovinos (GUIMARAES et
al, 2007, OLIVEIRA et al, 2009).

Na avaliacdo da conservacao de seis membranas naturais (centro tendineo, dura-mater,
fascia lata, pericérdio, periténio e tanica vaginal) em glicerina 98%, todas elas apresentaram a
mesma constituico estrutural original, mesmo apds 90 dias. (GUIMARAES et al, 2007).
Contudo, a conservacao prolongada de tenddes causou uma desidratacdo que ndo pdde se
compensada, mas isso ndo afetou o resultado dos implantes. A musculatura lisa intestinal
conservada com glicerina 98% apresentou danos celulares como a ruptura na membrana

citoplasmatica e nucleos dilatados com desagregacdo da cromatina (OLIVEIRA et al, 2009).

Stainki e colaboradores testaram o0s enxertos de aorta canina e de fascia lata canina,
conservado em glicerina 98% para reconstrucdo de esdfago cervical de ovinos. Nesse
experimento, as membranas vedaram o es6fago e suportaram satisatoriamente a pressdo da
passagem dos alimentos, oferecendo também as condi¢cGes para regeneracdo epitelial
completa do es6fago em 45 dias. Ndo houve deiscéncia de sutura e nem estenose esofagica
(STAINKI et al, 2001).

O implante de centro frénico canino conservado em solucdo hipersaturada de sal na
proporcao de 1,5 g de sal comercial para 1 mL de agua tridestilada apresentou resultados de
capacidade de conservacdo semelhantes a glicerina 98%. Ambas as solu¢fes mostraram
caracteristicas antissépticas e anti-imunogénicas e permitiram que o implante atuasse como
suporte para o tecido em repara¢do muscular de ratos Wistar. Ambos os implantes ndo foram
contaminados por fungos e bactérias, apresentaram 0 mesmo grau de inflamacéo e foram
substituidos por tecido conjuntivo fibroso na mesma velocidade, a partir do 15° dia de p0s-
operatério (BRUN et al, 2004).
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A citoplastia experimental em coelhos, utilizando pericardio bovino conservado em
glicerina a 98% ndo apresentou reacdo de corpo estranho ou sinais de rejeicdo, porém
apresentou aderéncia a estruturas adjacentes e formacdo de calculos vesicais. Apresentou
também intensa reacdo inflamatdria, neovascularizacdo e fibroplastia. No entanto, aos 60 dias
de avaliacdo, o implante j& havia sido substituido pelos tecidos do receptor, com completo
reparo de todas as camadas vesicais, provando ser um bom arcabouco para o desenvolvimento
dos tecidos da bexiga (OLIVEIRA et al, 2008).

5.2.2. Glutaraldeido

O glutaraldeido, utilizado em bioproteses comerciais, tem boa agdo bactericida e
aumenta a resisténcia tecidual, permitindo uma melhor incorporagdo biolégica do tecido.
Contudo, apresenta um processo de calcificacdo, provavelmente por possuir nucleos de
ancoragem de calcio. E econdmico, facilmente encontrado e age rapidamente na preservagio
dos tecidos. As valvulas cardiacas fabricadas a partir de valvulas adrticas suinas e de
pericardio bovino sdo tratadas normalmente com solu¢cdes com baixas concentracdes de
glutaraldeido. O glutaraldeido na concentracdo de 4% é eficiente na conservacdo de
cartilagem auricular de bovino, centro tendineo diafragmatico bovino e enxerto vascular
homologo de equinos (OLIVEIRA et al, 2009).

Em estudo de hernioplastia em coelhos, com cartilagem auricular bovina, conservada
em glutaraldeido a 4%, durante 30 dias, foi possivel verificar a manutencdo histomorfoldgica
da cartilagem. O material implantado mostrou boa integragdo tecidual, sem a ocorréncia da
eliminacdo do implante. Também foi possivel verificar neovascularizacdo e intensa

proliferacdo fibroblastica, indicando evolucao cicatricial (SILVA et al, 2009).

5.2.3. Solugdo supersaturada de agtcar

A solucdo de acucar a 300% - 300 g de acucar cristalizado para 100 mL de agua
tridestilada — mantém a resisténcia e as estruturas morfoldgicas do tecido, sem sinais de
infeccdo ou rejeicdo (OLIVEIRA et al, 2009). O acucar atua na solucdo diminuindo sua
atividade de &gua, o que inibe o crescimento bacteriano (BRUN et al, 2002). A solugdo pode
armazenar membranas por 45 dias em temperatura ambiente, desde que seja trocada a cada

dois dias.
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5.2.4. Solugéo supersaturada de sal

A solucdo supersaturada de sal tem acdo antibacteriana e antifingica, baseada na
diminuicdo da atividade de agua, porém ha possibilidade de que o iodo, encontrado no sal
comercial, tenha também alguma acdo conservante (BRUN et al, 2002; OLIVEIRA et al,
2009). Provavelmente a solucdo apresente propriedades antiimunogénicas como a glicerina,

descartando a necessidade de uso de imunossupressores (BRUN et al, 2002).

Essa solucdo permite a conservacdo de membranas por 30 dias, a temperatura
ambiente. As membranas conservadas nessa solu¢do permanecem maledveis e ndo apresentam
reacdo de corpo estranho, nem eliminagdo da membrana por parte do receptor do implante
(OLIVEIRA et al, 2009).

O pericéardio canino conservado em solucdo supersaturada de sal por 90 dias para
reparo do musculo reto abdominal de ratos Wistar manteve as caracteristicas estruturais do
tecido e mostrou propriedade anti-sétpicas. Ndo apresentou rea¢des do tipo corpo estranho ou
a eliminagdo do implante. Manteve-se maleavel e permitiu a neovascularizagdo e a sua

substituicdo por tecido fibroso aos 30 dias de p6s-cirdrgico (BRUN et al, 2002).

5.2.5. Solucéo de polivinilpirrolidona

A solucdo de polivinilpirrolidona tem excelente acdo antimicrobiana e permite o
armazenamento das membranas durante 45 dias, contudo observa-se a ruptura das células e a

destruicdo dos seus nlcleos, com o extravazamento da cromatina (OLIVEIRA et al, 2009).

5.2.6. Preservacdo por congelamento

O congelamento a -16° por 45 dias do material imerso em solucdo fisiol6gica, com ou
sem antimicrobiano ndo é um bom método de conservacao. O congelamento causa lise celular
com acentuado aumento do espaco intersticial, causando grande alteracdo nos tecidos
(OLIVEIRA et al, 2009).

5.2.7. Processo enzimatico

A vantagem deste processo € ser relativamente rapido, levando apenas algumas horas
com a extracao das proteinas antigénicas do tecido, quase que eliminando a possibilidade de
inflamacdo exacerbada e de rejeicdo (GAMBA et al, 2002; SINGH et al, 2008; ZHAO et al,
2011). No entanto, partes do diafragma de coelho, que GAMBA e colaboradores (2002)

utilizaram no processamento detergente-enzimatico, apresentaram lacunas de células na
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histologia e uma estrutura menos compacta do que a existente no tecido original. Ainda,
alguns detergentes ndo iénicos, utilizados em membranas disponiveis comercialmente, podem

causar uma reacgdo alérgica (ZHAO et al, 2011).

Estudos que utilizam membranas bioldgicas reportaram a reducdo da dor no pos-
cirurgico, reducdo do tempo de recuperacdo e do numero de recorréncias e transformacédo da
membrana estudada em tecido fibroso dos animais pesquisados. Contudo, sem obter
recuperacdo do tecido muscular, principal componente da parede abdominal, ou uma cicatriz
resistente. Para este propésito ha necessidade de adicionar aos scaffolds bioldgicos células-

satélites (AYELE et al, 2010), como por exemplo, as células-tronco mesenquimais.
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6. CELULAS-TRONCO

As células-tronco sdo um tipo especial de célula que possui capacidade de
proliferacdo, auto-renovacdo, producdo de diferentes linhagens celulares e regeneracdo de
tecidos (CIRNE-LIMA, 2007; OKAMOTO e YARAK, 2010; PIGNONE, 2011). Apresentam
uma divisdo assimétrica, em que a célula-mde produz duas células. Uma delas sera
indiferenciada como a célula-mae enquanto a outra sofrera um processo de diferenciacéo,
perdendo sua capacidade de plasticidade para passar a apresentar o funcionamento especifico
do tipo celular em que se transformou (FIGURA 5). Este mecanismo permite explicar a
existéncia de células-tronco em tecidos adultos (CIRNE-LIMA, 2007; OKAMOTO e
YARAK, 2010; PIGNONE, 2011). Sdo responsaveis pela homeostase, repondo as células
perdidas na maturacdo, no envelhecimento ou no trauma. (OKAMOTO; YARAK, 2010).

Pool de Células-Tronco

{;7 Fa Assimotrica

Q

4? ig’ caluia®

Células-Tronco . Restrita

S

Células
Diferenciadas

Figura 5 - Desenho ilustrativo da propriedade fundamental de divisdo assimétrica das células-
tronco. Fonte: ZAGO & COVAS, 2006.

Quanto a sua origem, podem ser embriondrias ou adultas (CIRNE-LIMA, 2007;
OKAMOTO; YARAK, 2010; GIANOTTI, 2011; PIGNONE, 2011). De acordo com sua
plasticidade, as células-tronco séo classificadas em totipotentes, pluripotentes e multipotentes.
As células totipotentes sdo células indiferenciadas capazes de gerar um novo organismo.
Correspondem a fase do embrido recém formado e podem gerar tanto os tecidos
embrionarios, como os extra-embrionarios. Células-tronco pluripotentes podem gerar todos 0s

tipos de células de um individuo adulto, ou seja de todos os trés folhetos embrionarios:
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ectoderma (tecidos epidérmicos e nervosos), mesoderma (musculos, 0ssos e sangue) e
endoderma (figado, pancreas, trato gastrointestinal e pulmdes). Contudo, células pluripotentes
ndo formam tecidos embrionarios, ndo tendo entdo a capacidade de gerar um individuo
completo. Células multipotentes apresentam menor plasticidade, sendo capazes de gerar uma
quantidade limitada de tipos de células (CIRNE-LIMA, 2007; OKAMOTO e YARAK, 2010;
GIANOTTI, 2011).

As células-tronco adultas mais estudadas sdo as células-tronco hematopoiéticas, que,
correspondendo a 0,1-1% do total de células da medula 6ssea. Sdo encontradas no sangue
periférico e no sangue de corddo umbilical e expressam proteinas de membrana especificas
como CD34 e CD133. Outro tipo de celula-tronco multipotente, as células-tronco
mesenquimais, sdo capazes de se diferenciar em condroblastos, fibroblastos, condrocitos,
adipdcitos, midcitos e osteoblastos (JAISWAL et al., 1997; ZAGO; COVAS, 2006).

Em laboratdrio, as células-tronco fetais e adultas ndo apresentam cultivo permanente,
pois tendem a morrer ap6s alguns repiques ou a diferenciar-se em linhagens celulares
especificas de acordo com sua origem. Alguns tipos de células-tronco adultas, como as células
mesenquimais, no entando, podem ser mantidas em cultura durante longo periodo, mantendo
sua indiferenciacdo (GIANOTTI, 2011; CIRNE-LIMA, 2007). Diversos orgdos e tecidos
possuem o seu compartimento de células-tronco mesenquimais, podendo ser isoladas da
medula dssea, do tecido adiposo, rim, figado, baco, pulmao, pancreas, tenddes, membrana
sinovial, fluido amniotico, placenta, corddo umbilical e poupa dentaria (NARDI,;
MEIRELLES, 2006; SEONG et al.,, 2010). In vitro, estas células crescem aderidas a
superficie do frasco de cultura, expressam antigenos especificos como CD29, CD44, CD73,
CD90, CD105 e ndo expressam antigenos hematopoiéticos ou leucocitarios, como CD34,
CD14 e CD45 (OKAMOTO e CAMPQS, 2004; CIRNE-LIMA, 2007, CHEN et al, 2012). As
células-tronco mesenquimais aderem as placas de cultivo, semelhantemente a fibroblastos, e
formam col6nias ap6s um tempo. Todas as células diferenciadas do cultivo morrem e as
aderentes que sobrevivem sdo as células-tronco mesenquimais (OKAMOTO; CAMPOS,
2004; CIRNE-LIMA, 2007; PHINNEY, 1999; PIGNONE, 2011; GIANOTTI, 2011).

Consideradas promissoras para aplicacdo em terapia celular, as ceélulas-tronco
mesenquimais, preenchem diversos requisitos para essa utilizacdo: (1) sdo de facil obtencéo;
(2) podem ser obtidas a partir do prdprio paciente; (3) possuem alta capacidade de
multiplicacdo in vitro; (4) sdo capazes de diferenciagdo celular multipotente; (5) s&o
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facilmente manipuladas em laboratério; (6) sdo pouco imunogénicas; (7) apresentam
habilidade de integracdo no tecido do hospedeiro e interacdo com o tecido circunjacente
(OKAMOTO; CAMPOS, 2004; CIRNE-LIMA, 2007; PHINNEY, 1999). No entanto, é
necessario ainda conhecer os fatores envolvidos no controle de autorrenovacdo e
diferenciagdo celular e os efeitos crénico in vivo decorrentes da sua administragao
(OKAMOTO; CAMPQOS, 2004). Assim, segundo Schuster (2008), as células-tronco
mesenquimais sdo a modalidade clinica inicial mais provavel para aplicacdo em terapia

celular.

O tecido adiposo tem sido apontado como uma fonte alternativa de células-tronco.
Estas células tém sido citadas em experimentos que visam desenvolver tratamento para
doengas cronicas degenerativas, reconstrugdes cirurgicas, de origem traumatica ou néo,
lipoatrofias congénitas ou adquiridas, entre outras. Parecem ser uma fonte abundante de
células para transplantes aut6logos, facilmente obtidas por lipoaspiracao, método mais barato
e menos invasivo do que a puncdo da medula dssea. Além disso, sua viabilidade parece néo

ser alterada apos a criopreservacdo do material aspirado (OKAMOTO e YARAK, 2010).

Recentemente, os cientistas sugeriram a idade como fator limitante para a utilizagao
das células-tronco mesenquimais. Acredita-se que, com 0 avanco da idade, a senescéncia e a
apoptose, mecanismos responsaveis pela supressdo do desenvolvimento dos canceres, podem
induzir o declinio da funcdo multiplicativa das células-tronco (OKAMOTO e YARAK,
2010).

Ainda ha pouco conhecimento a respeito dos mecanismos de acdo e dos beneficios do
transplante de células-tronco na regeneracdo, especialmente muscular. Muitos trabalhos de
bioengenharia focam-se em determinar o mecanismo de acdo in vivo das células-tronco na
regeneracdo de tecidos lesionados (CIRNE-LIMA, 2007). De fato, trés mecanismos possiveis
tem sido investigados: a secrecdo de fatores de crescimento e citocinas importantes para a
regeneracdo tecidual, a transdiferenciacdo (principalmente em miofibroblastos e
queratindcitos) e consequente integracdo no tecido lesado (GIANOTTI, 2011) e a fusdo das
células do doador com as do receptor, mantendo o nimero correto de cromossomos (CIRNE-
LIMA, 2007).

No processo de reparo induzido pela acdo paracrina, acredita-se que ocorra a
sinalizacdo celular através de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento alterando as
caracteristicas do nicho em que sdo transplantadas (CIRNE-LIMA, 2007; CRISOSTOMO,
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2008). Através dessa sinalizacdo celular, (1) a angiogénese do tecido isquémico e a
consequente perfusdo local da inflamacdo sdo incrementadas; (2) ocorre uma regulacdo dos
niveis de citocinas pro-inflamatorias, modulando a inflamacdo para reduzir a lesdo e a
extensdo do infarto tecidual. (3) A expressao de genes de reparo do DNA e de secrecdo de
enzimas anti-oxidantes aumentam a multiplicacdo e reduzem a apoptose celular. (4) Essa
sinalizacdo age ainda na matriz celular, favorecendo o remodelamento do tecido e a
resisténcia da cicatriz; (5) Além disso, induz a atividade das células-tronco dos tecidos
vizinhos no local da inflamagéo (CRISOSTOMO, 2008).

Nos processos de transdiferenciagdo, acredita-se que, a célula-tronco poderia
diferenciar-se em um tipo especifico de célula em resposta aos sinais do microambiente e os
fatores produzidos no local da lesdo. De qualquer forma, o microambiente que define a
autorrenovacdo e a diferenciacdo celular das células-tronco por meio de sinais transmitidos
por mediadores celulares e ndo celulares é denominado nicho. Esses fatores circunjacentes as
celulas-tronco (fatores internos e externos) sdo extremamente importantes para a sua
manutencdo, porém até o momento, os cientistas desconhecem 0s mecanismos exatos que
estabelecem os nichos (OKAMOTO e YARAK, 2010).

No modelo de fusdo proposto em alguns experimentos, as células regeneradas
apresentaram, ao mesmo tempo, marcadores do receptor e do doador, sugerindo assim que as
células-tronco do doador poderiam se fundir com as do receptor. No entanto as células
mantém o numero correto de cromossomos da espécie 0 que contraria a possibilidade de
ocorréncia de fusdo celular. Assim, ndo ha consenso sobre este mecanismo de funcionamento,
mas também ndo ha registro de resultado negativo ou deletério (CIRNE-LIMA, 2007). Sabe-
se apenas que deve ser estabelecido um protocolo de tratamento adequado para cada
doenca/situacdo levando-se em consideracdo as possiveis vias de agdo estudadas até o

momento.

As células-tronco mesenquimais possuem caracteristicas imunomoduladoras e
imunossupressoras, que ampliam as possibilidades de utilizagdo terapéutica. Elas secretam
uma grande variedade de citocinas pré e antiinflamatorias e fatores de crescimento. Por meio
dessas moléculas bioativas, proporcionam a modulacdo da resposta inflamatoria, o
restabelecimento do suprimento vascular e a reparacdo adequada do tecido, contribuindo para
a homeostasia tissular e imunoldgica. Sdo, ainda, capazes de inibir alguns tipos de linfocitos-
T e lhes falta certas moléculas co-estimuladoras, como antigenos de compatibilidade classe II,
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CD40 e CTLA-419, provavelmente pela secrecdo paracrina de fatores como fator de
crescimento tumoral-beta (TGF-beta) ou fator de crescimento de hepatécitos (HGF),
diminuindo o nimero de componentes de imunorreconhecimento no nivel celular. Dessa
forma, possibilitam a administracdo de um produto alogénico sem a necessidade de terapia
supressora. Em consequéncia disso, poderia ser criado um banco de células de doadores
jovens e saudaveis, caracterizadas e processadas de forma uniforme e validadas quanto a sua
poténcia e seguranca. Para atingir esse objetivo, € importante direcionar as pesquisas para a
homogeneidade e a reprodutibilidade lote a lote (SCHUSTER, 2008).

Para compreender melhor a utilizacdo de células-tronco na reparagdo de tecidos, é
preciso ainda estudar o funcionamento das células-tronco in-vivo. Os métodos utilizados até o
momento incluem a marcacdo celular com a utilizacdo de nanoparticulas ultramagnéticas,
marcadores radioativos, marcador organico carreado pela célula e proteinas fluorescentes
expressas pelas células. Porém a estabilidade desses marcadores ainda € comprometida por
reacdes quimicas e metabdlicas. Outra alternativa em estudo para a localizacao e verificacdo
das células transplantadas durante os experimentos é a utilizacdo de células-tronco de um
doador macho, que apresentard& um cromossomo Y, no tratamento de fémeas, cujos
cromossomos sao XX (GIANOTTI, 2011).
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7. MIOBLASTOS

O sucesso da regeneracdo depende da extensdo e da natureza da lesdo. No entanto, em
todas as situacBes 0 processo envolve: revascularizagdo; infiltracdo de células inflamatorias;
remocao dos componentes celulares através da fagocitose; proliferacdo, em seguida de fusdo
das células satélites para a formagdo de novos miotubulos e fibras musculares; e finalmente a
reinervacdo e a recuperacdo da funcdo muscular (FOSCHINI; RAMALHO; BICAS, 2004;
MOURA; RICCI, 2006).

As células-satélites, células responsaveis pela regeneragdo muscular, s&o
mononucleadas e fusiformes e estdo dispostas paralelamente as fibras musculares, dentro da
lamina basal que as envolve. Consideradas mioblastos inativos, ap6s uma lesdo ou outro
estimulo como crescimento ou remodelamento, as células-satélites tornam-se ativas,
proliferam por divisdo mitética e expressam marcadores da linhagem miogénica. Estas
também entram em mitose, quando o musculo é submetido a exercicio intenso, neste caso elas
se fundem com as fibras musculares preexistentes, contribuindo para a hipertrofia do musculo
(BISCHOFF, 1990; GROUNDS et al, 2002; MONTARRAS, 2005).

Nos mamiferos, as células-satélites constituem cerca de 30% dos nucleos no masculo
do neonato e decrescem para cerca de 4% no adulto e 2% no idoso. Com o envelhecimento
ocorre aumento do numero de mionucleos e decréscimo no nimero de células-satélites, sendo
que este nimero também depende da espécie e do tipo de fibra muscular (GROUNDS, 2002;
FOSCHINI; RAMALHO; BICAS, 2004). Em animais velhos, ocorre diminuicdo da
capacidade de cicatrizagdo das fibras musculares, demonstrando que existe uma diminuicdo
do potencial de regeneracdo com o avango da idade (MONTARRAS, 2005; SHI; GARRY,
2006; JACKSON; NESTI; TUAN, 2010).

Além das células-satélites, o musculo estriado esquelético possui outra populacao de
células-tronco que é capaz de gerar midcitos ou células-satélites apoOs transplante
intramuscular, mas ndo conseguem fazé-lo in vitro. Esta hipotese é sustentada primeiramente
pela capacidade de formacdo de musculo, apo6s transplante de células-tronco musculo-
derivadas em camundongos. Além disto, estas células se encontram em posicdes de células-
satélites nas fibras musculares receptoras. Sdo denominadas células periféricas, expressam um
marcador de células-tronco hematopoiéticas, e apds serem transplantadas podem se

diferenciar em fibras musculares, células hematopoiéticas ou células satélites, participando
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desta forma da regeneragdo muscular (ASAKURA, 2002; ZAMMIT et al., 2004; SHI;
GARRY, 2006; JACKSON; NESTI;TUAN, 2010).

Pelo seu importante papel na regeneragdo muscular, os mioblastos sdo isolados,
cultivados e transplantados in vivo para tratamento de grandes defeitos musculares. Essas
células precursoras também estdo sendo utilizadas na engenharia de tecidos para construgdo

de musculos artificiais ex vivo, com o objetivo de transplanta-los (GROUNDS et al., 2002).

Ha& duas formas de condugdo dos estudos na engenharia de tecido muscular. Na
primeira, as células-satélite autélogas sao recolhidas por bidpsia, expandidas e diferenciadas
em um ambiente com trés dimensbes in vitro, em um biorreator artificial e, apds a
diferenciacdo, sdo reimplantadas no novo tecido (engenharia de tecido in vitro) (LIAO;
ZHOU, 2009). A segunda forma gera e expande as células-satélites in vitro e as recoloca no
organismo em uma matriz de transporte que permitira a diferenciacdo em miottbulos in vivo
(terapia de transferéncia de mioblastos) (LIAO; ZHOU, 2009; AYELE et al, 2010).

O processo de formagdo da nova musculatura requer que os mioblastos tornem-se
ativos, proliferem, diferenciem-se e fundam-se para formar as novas células musculares
multinucleadas, chamadas miotubulos. Por sua vez, os miotubulos vdo sofrer uma nova

diferenciacéo e, ao serem inervados formardo o musculo funcional (GROUNDS et al, 2002).
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8. MEMBRANAS BIOLOGICAS DESCELULARIZADAS ASSOCIADAS A
TERAPIA CELULAR

A engenharia de tecidos € uma area cientifica multidisciplinar que pretende mimetizar
a geracao de o6rgdos, utilizando a cultura de células para a reconstrucdo da estrutura de um
tecido (LIAO; ZHOU, 2009; AYELE et al, 2010). Doengas como a distrofia muscular, assim
como lesdes traumaticas, ablagdes agressivas de tumores, atrofias musculares espinais e
denervac6es prolongadas resultam em grande perda muscular e a consequente necessidade de
reconstrucdo cirurgica (ALDER; BELLOWS; HELTON, 2006; LIAO; ZHOU, 2009; AYELE
et al, 2010). Enquanto a restauragdo de tecidos como pele, cartilagem e 0sso ja é utilizada na
pratica clinica, a criacdo de tecido muscular promete ser uma realidade futura (LIAO; ZHOU,
2009) e constitui uma alternativa para o tratamento de uma grande variedade de afecgOes

deste tecido.

Para o desenvolvimento do tecido muscular, é necessario respeitar caracteristicas
estruturais e funcionais deste tecido, como alinhamento paralelo das miofibrilas com
filamentos de miosina e actina, armazenamento celular de célcio e receptores de acetilcolina,
que sdo necessarios para criar forca direcionada e funcionalidade. O novo tecido deve ser
biocompativel, integrar e regenerar o tecido perdido e deve ser inervado e vascularizado
(LIAO; ZHOU, 2009).

Assim, é possivel utilizar vérias fontes de células precursoras da musculatura como (1)
células-satélites de miofibras; (2) varios tipos de células de origem externa a miofibra, como
as celulas-tronco mesenquimais; (3) miontcleos “pds-mitdticos” do interior do sarcoplasma
de miofibras que entrardo novamente no ciclo da célula (FIGURA 6) (GROUNDS, 2002).

= 2. células-tronco
1. células-satelite

3. mionucleos

_ (. ®»ssal
%@ @&y Es
miofibras mioblastos == miotubulos

Figura 6 - Origens alternativas de mioblastos no tecido muscular. Fonte: GROUNDS, 2002.
(Adaptado por VIDOR, S. B., 2012)
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Um dos grandes obstaculos para a formacdo do novo tecido muscular é a falta de um
suporte adequado para as células expandidas. Um ponto critico na engenharia do musculo
esquelético é a identificacdo desse arcabouco 6timo, capaz de promover a diferenciacédo e a
maturacdo dos mioblastos em miotdbulos e em miofibras. Para solucionar este problema,
varias pesquisas tentam desenvolver suportes sintéticos ou biol6gicos para as células
implantadas (CONCONI et al, 2004).

Materiais sintéticos, como o politetrafluoretileno, sdo utilizados na rotina de reparo da
parede abdominal. Contudo, esses materiais ndo permitem o crescimento celular e, nos casos
de falhas congénitas, ndo seguem o crescimento dos pacientes. Por outro lado, as evidéncias
comprovam que os materiais bioldgicos podem servir como suporte in vivo e in vitro para a
adesdo e a proliferacdo das células (CONCONI et al, 2004).

Varios estudos avaliam a utilizacdo de membranas bioldgicas no reparo de defeitos da
parede abdominal relatando resultados interessantes, como: diminuicdo da dor no pos-
operatério, do tempo de recuperacdo e da taxa de recorréncia. Estas membranas também
possibilitam a substituicdo do implante por tecido fibroso, contudo sem haver regeneragéo do
tecido muscular. Para isto, é necessario contar com a tecnologia da engenharia de tecidos, ou
seja, possibilitar a regeneracdo do musculo esquelético, combinando células precursoras,
como as celulas-satélites, os mioblastos e as células-tronco com os arcabougos naturais
(AYELE et al, 2010).

8.1 Membranas bioldgicas associadas a mioblastos

8.1.1 Tunica vaginal bovina com mioblastos

Ayele e colaboradores (2010) utilizaram mioblastos associados a tinica vaginal bovina
para reparo da parede abdominal de coelhos. As membranas foram descelularizadas com
processo de congelamento, a -800 C e a -40 o C, e posteriormente esterilizada por raios gama.
Os mioblastos utilizados foram marcados com vermelho fluorescente PKH26 (Sigma, EUA) e
cultivados in vitro com tanica vaginal bovina durante cinco dias.Para ter certeza do sucesso
do co-cultivo, os mioblastos foram escaneados no 1°, 3° e 5° dias deste processo (AYELE et
al, 2010).

O grupo tratado com mioblastos apresentou neoperitonializacdo mais cedo que o
grupo controle, neovascularizagdo muito superior e melhores propriedades mecénicas da

parede abdominal. Ndo houve aderéncia nas membranas do grupo de tratamento, o que
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poderia ser explicado pela répida peritonializacdo. A resposta inflamatéria foi grande nos
primeiros sete dias, correspondendo a fase inflamatoria da regeneracdo muscular. Apds este
tempo, a reacdo inflamatoria diminui progressivamente. Também ndo houve reacdo de corpo
estranho no grupo tratado, o que sugere a biocompatibilidade do implante (AYELE et al,
2010).

Os mioblastos marcados foram encontrados em toda superficie do implante aos sete
dias de pds-operatorio. No 14° dia, foram detectados miottbulos multinucleados e no 30° dia,
foi encontrado o dobro de células marcadas, o que demonstra que houve desenvolvimento dos

mioblastos semeados no implante in vivo (AYELE et al, 2010).

8.1.2 Matriz muscular descelularizada com mioblastos

J& que a matriz muscular descelularizada ja suporta o crescimento e a diferenciacao de
mioblastos in vitro, Conconi e colaboradores testaram esta membrana enzimaticamente
descelularizada, semeada com mioblastos e posicionada entre os musculos abdominais
obliquos de ratos de um dia de idade. Trinta dias ap0s as cirurgias, as membranas haviam sido
completamente substituidas por tecido fibroso in vivo, com neovascularizacdo e formacéo de
miotUbulos com atividade elétrica, semelhantemente a Ayele et al (2010) e Zhao et al (2011).
Até os 60 dias de pos-cirargico, a estrutura de mioblastos semeados manteve-se e muitas
células multinucleadas foram observadas. Além disso, a presenca de unidades motoras,
isoladas ou agrupadas, responsivas a descargas elétricas, pode sugerir o desenvolvimento de
miofibras (CONCONI et al, 2004).

No terceiro més, contudo, houve uma perda das fibras contrateis e o arranjo funcional
e morfologico das células implantadas involuiram, indicando uma provavel perda de
miofibras. Essas alteragdes podem ser explicadas por varios fatores. O muasculo é um tecido
muito bem organizado, composto por longos feixes de fibras densas e orientadas. Apresenta
uma rede de capilares muito rica e muito importante para o suprimento de oxigénio e de

nutrientes, fundamentais para o metabolismo das miofibras (CONCONI et al, 2004).

Outros autores ja haviam relatado que, com o aumento da densidade celular e do
tamanho das células, a taxa de consumo de oxigénio do novo tecido aumenta, enquanto a
difusdo do oxigénio ndo acompanha esse crescimento. Serm o suprimento adicional pela rede
de capilares, o resultado deste processo é a necrose de areas do novo tecido. Assim Conconi e

colaboradores atribuem a perda de tecido muscular, aos 90 dias de pds-cirdrgico, ao
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insuficiente crescimento da rede de capilares sanguineos. Outra hipétese levantada grupo de
pesquisa seria a regeneracdo inadequada do tecido nervoso e consequente atrofia das novas
miofibras (CONCONI, 2002).

8.2 Membranas bioldgicas associadas a células-tronco mesenquimais

8.2.1 Pele descelularizada com células-tronco mesenquimais

Como as telas sintéticas podem ser facilmente infectadas, ndo se constituem em um
bom ambiente para crescimento celular e estdo associadas a altas taxas de recorréncia. Assim,
ZHAO e colaboradores optaram pela utilizacdo de um biomaterial absorvivel que vem sendo
testado na Medicina humana, a pele descelularizada, no reparo de hérnia abdominal induzida
em coelhos (ZHAO et al, 2011).

Figura 7 - Implante de membrana de pele descelularizada com células-tronco. (a) defeito
realizado cirurgicamente (2 cm X 3 cm); (b) implante de pele descelularizada posicionado; (c)
implante suturado com padrao simpls continuo. Fonte: ZHAO et al, 2011.

O grupo de pesquisa optou por associar célules-tronco mesenquimais a pele
descelularizada, porque os estudos indicam a melhor regeneracdo do tecido quando estas
celulas sdo adicionadas ao implante natural. J& que células-tronco mesenquimais apresentam
uma grande capacidade de replicagdo e sdo capazes de diferenciar-se em varios fendtipos
como 0sso, cartilagem, masculo e outros tecidos conectivos, podem auxiliar no processo de

regeneracdo proposto (ZHAO et al, 2011).

A descelularizacdo das membranas, assim como Ayele e colaboradores, foi realizada
com congelamento a -80o0 C, com adicional tratamento enzimatico e liofilizacdo. As
membranas foram co-cultivadas com as células-tronco mesenquimais durante sete dias. As

celulas foram adicionadas as membranas em trés momentos diferentes (ZHAO et al, 2011).

Aos 60 dias, nenhum dos animais que recebeu o implante com células-tronco

apresentou herniagéo, ao contrario de todos 0s animais do grupo controle. Como em estudo de
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Ayele e colaboradores (2010), os animais do grupo de tratamento também apresentaram
menos aderéncias entre a parede abdominal e a pele e entre 0 implante e as visceras. Enquanto
0 grupo controle apresentou aderéncia de toda superficie do implante. A resisténcia mecanica
foi menor do que a musculatura normal da parede abdominal, porém foi maior que a do

implante do grupo sem células (ZHAO et al, 2011).

No grupo com células, o peritdbnio mostrou-se totalmente regenerado aos 60 dias,
enquanto o grupo sem células apresentou uma formacdo peritonial pobre. No grupo com
células houve regeneracdo e infiltragdo das células-tronco no implante e adicionalmente foi
registrada a formagdo de feixes musculares. Assim como Ayele e colaboradores, a
neovascularizacao foi significativamente maior no grupo de tratamento e as células marcadas

foram encontradas do tecido regenerado até dois meses ap6s o implante (ZHAO et al, 2011).

A membrana construida apresentou boa compatibilidade e propriedades biomecanicas
com regeneracdo tecidual, ndo havendo ocorréncia de hérnia. Ndo houve complicagdes, como
as relacionadas a utilizacdo de telas sintéticas: infeccdo, fistulacdo, falha do reparo, aderéncia
ou fibrose acentuada. A ndo ocorréncia de reacdo de corpo estranho comprova que

descelularizacdo ocorreu eficientemente (ZHAO et al, 2011).

Parece ser consenso que as membranas naturais apresentam biocompatibilidade com o
organismo dos animais que recebem os implantes, porém essas mostram-se incapazes de
estimular a proliferacdo celular suficiente para a regeneragdo do tecido muscular. A adigéo de
células precursoras a esses implantes bioldgicos vem completar a sua funcionalidade,
contribuindo positivamente na proliferacdo das células musculares. Assim, os resultados
apontam para a necessidade de continuidade com esses estudos, a fim de compreender e
desenvolver novos tratamentos que possam ser utilizados na reparacdo de grandes perdas

musculares.
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9. CONCLUSAO

As hérnias incisionais sdo afeccBes importantes tanto pela dificuldade de seu
tratamento, com altas taxas de insucesso, quanto pela incapacitacdo imposta aos pacientes. O
uso de telas ou proteses pode diminuir a taxa de recorréncia dos reparos das hérnias
incisionais. No entanto, a utilizacdo de materiais sintéticos é passivel de complica¢cGes como a
formacdo de aderéncias, dor e infecgdes cronicas. A utilizacdo alternativa de implantes
compostos de membranas naturais pode diminuir estas complicacdes. Porém, este tratamento
ndo é suficiente para alcancar a regeneracdao muscular, causando apenas a cicatrizagdo pela

deposicéo de tecido conjuntivo fibroso.

As células-tronco mesenquimais, por sua natureza multipotente, sua plasticidade e a
sua caracteristica anti-imunogénica sdo capazes de reduzir a reacdo inflamatdria ao implante e
subsequentemente todas as consequéncias da inflamagdo exacerbada, como a aderéncia, a

fibrose e a dor p6s-operatdria.

A multiplicacdo e a diferenciacdo das células adicionadas aos implantes, sejam elas
mioblastos ou células-tronco mesenquimais, torna real a possibilidade de obtermos nos
préximos anos uma reconstrugdo muscular efetiva. Ainda, a potencializacdo da atividade
angiogénica, também induzida pelas células-tronco, permite a eficiente remocao dos debris
celulares, a oxigenacéo e a nutricdo do novo tecido e a eficiente infiltracdo das células de

defesa para prevencao de infecgéo.

A engenharia de tecidos, com a utilizacdo de membranas bioldgicas associadas a
células-tronco, demonstra ser capaz de criar no futuro um implante absorvivel com um grande
numero de células com capacidade regenerativa. E dessa forma, possibilitar o tratamento mais
apurado das hérnias e de outras doencas ou lesdes traumaticas que apresentem grande perda

de massa muscular.

Para atingir esses objetivos, ainda sdo necessarias novas investigacdes e padronizacdo
na experimentagdo com esses biomateriais, a fim de definirmos, quem sabe, um padrdo de
protocolos de descelularizacdo das membranas, de deteccdo das células implantadas e dos
tipos de membranas testadas. Ainda, apesar de haverem diversos estudos sobre a terapia
celular, principalmente quando se refere as doencgas sem ou de dificil tratamento, o problema

de pesquisa é amplo e envolve muitas varidveis como a origem e o tipo de células da terapia, a
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quantidade, os mecanismos de ac¢do envolvidos, os cenarios clinicos ideais e as complicacdes

a longo prazo.

Ainda néo sdo conhecidos todos os fatores envolvidos no controle da autorrenovagéo e
da diferenciacdo celular e seus efeitos cronicos in vivo. Desta forma, é importante investir na
experimentacao animal exaustiva para atingir segurancga e eficacia dos procedimentos clinicos

futuros na medicina e na medicina veterinaria.
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