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Emprego de Tunica albuginea heterdloga ovina como reforco

de parede abdominal em ratos?
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ABSTRACT.- Canellas A.C.C., Moraes TA.,, Araujo PS., Lancetta C.EE, Degani V.A.N. & Ferreira
M.L.G. 2017. [Employment of ovine heterologous Tunic albuginea as abdominal wall re-
inforcement in rats.] Emprego de Tinica albuginea heter6loga ovina como reforco de parede
abdominal em ratos. Pesquisa Veterindria Brasileira 37(10):1108-1112. Programa de P6s-Gra-
duacdo em Clinica e Reprodugio Animal, Universidade Federal Fluminense, Rua Vital Brasil
Filho 64, Santa Rosa, Niter6i, R] 24230-340, Brazil. E-mail: anaclaracanellas@id.uff.br
Hernias are one of the infections that most affect small and large animals, and may have
traumatic origin or not. These conditions usually require a surgical repair as soon as pos-
sible, due to the fact that its consequences can lead the animal to death. Some studies have
evaluated the behavior of the Tunica albuginea as a biomaterial for grafting abdominal wall
reinforcement, obtaining favorable results. This study aims to evaluate the ovine Tunica
albuginea graft behavior in the abdominal wall of rats. We selected 30 Wistar rats, which
were divided into 2 groups of 15 rats, with a control group (C) and a test group (TA) where
the rats received abdominal wall reinforcement with ovine Tunica albuginea. Each group
was divided into three subgroups with five rats that were sacrificed on days 7, 21 and 42.
The collected material was submitted to macroscopic and histopathological analysis to af-
firm the suitability of the material and propose the use of heterologous Tunica albuginea as
grafting material for the reconstruction of the abdominal wall. In the TA group there was a
higher inflammatory infiltration, neovascularization and collagen deposition and fibrosis
than in group control, thus concluding that the ovine Tunica albuginea is a biomaterial that

acts as substrate and promotes precocity of the abdominal wall healing of rats.

INDEX TERMS: Tunica albuginea, abdominal wall, ovine, rats.

RESUMO.- Hérnias sdo umas das afec¢des que mais acome-
tem os pequenos e grandes animais, podendo ter origem
traumatica ou nao. Estas afec¢des, geralmente, necessitam de
um reparo cirurgico o mais rapido possivel, devido ao fato de
suas consequéncias poderem levar o animal ao 6bito. Alguns
estudos tém avaliado o comportamento da tdnica albuginea
como biomaterial de enxertia para refor¢o de parede abdomi-
nal, obtendo resultados favoraveis. O presente trabalho tem
como objetivo avaliar o comportamento do enxerto de ttnica
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albuginea ovina na parede abdominal de ratos. Foram selecio-
nados 30 ratos da raca Wistar, os quais foram divididos em 2
grupos de 15 animais, sendo um grupo controle (C), um grupo
teste (TA), onde os animais receberam refor¢o de parede ab-
dominal com tdnica albuginea ovina. Cada grupo foi dividido
em trés subgrupos contendo cinco animais, que foram subme-
tidos a eutanasia nos dias 7, 21 e 42. O material coletado foi
submetido a analises macroscopicas e histopatoldgicas a fim
de afirmar a aplicabilidade do material e propor a utilizagdo da
tinica albuginea heteréloga como material de enxertia para a
reconstrucdo da parede abdominal. Nos animais do grupo TA
observou-se maior infiltrado inflamatorio, neovascularizacao,
deposicdo de colageno e fibrose do que nos animais do grupo
controle, concluindo assim que a tiinica albuginea ovina é um
biomaterial que funciona como substrato e promove uma pre-
cocidade da cicatrizagdo de parede abdominal de ratos.

TERMOS DE INDEXACAO: Tinica albuginea, parede abdominal,
ovina, ratos.
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INTRODUCAO

As hérnias incisionais, hérnia ventral ou eventragio consis-
tem na protrusdo das visceras através de orificios ou areas
da parede abdominal anormal enfraquecida por trauma ou
incisoes cirurgicas (Fossum 2014).

As hérnias incisionais representam frequente compli-
cacdo das cirurgias abdominais, com incidéncia que varia
de 2 a 20% das laparotomias. Ocorrem como resultado do
excesso de tensdo e da cicatrizacdo inadequada, frequen-
temente associada a infecgdes do sitio cirtargico (Burger et
al. 2006). Segundo Hesselink et al. (1993), a incidéncia de
hérnias incisionais apds laparotomia em humanos pode al-
cancar até 25%.

As recidivas de hérnias incisionais é um dos resultados
mais preocupantes ap6s a herniorrafia, mostrando aumen-
to progressivo de recorréncia apés reparagdes repetidas.
Aproximadamente 31 a 55% de reparagoes feitas sem o uso
de préteses podem causar recidivas (Gaertner et al. 2010).

Diversos estudos tém sido realizados empregando bio-
materiais, sejam estes de natureza sintética ou bioldgica,
com resultados e intercorréncias variadas. Biomateriais
vém sendo utilizados para reparos ou a fim de reforcar te-
cidos traumatizados ou desvitalizados, como os enxertos,
nos casos de laparorrafias e as telas cirurgicas, nos casos
de herniorrafias abdominais, sendo que a tltima apresenta
desvantagens, como a falta de elasticidade, além de pro-
mover reacdo inflamatéria exacerbada quando usada em
locais contaminados, sendo contraindicada nesses casos
(Pundek et al. 2010, Barbosa et al. 2012).

Alguns autores tém relatado o emprego da tunica albu-
ginea como material de enxertia, obtendo resultados favo-
raveis ao uso de materiais sintéticos. O seu uso como um
biomaterial é utilizado por ser de facil obtengao, processa-
mento e utilizacdo (Wefer et al. 2002).

Este estudo tem como objetivo avaliar a cicatrizagao da
parede abdominal e a biocompatibilidade da tunica albu-
ginea de ovinos como material de enxertia em reparos de
parede abdominal de ratos.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo e conservacdo do enxerto. A tinica albuginea
ovina foi obtida de um ovino de aproximadamente um ano de
idade, proveniente da Fazenda Escola da Universidade Federal
Fluminense, apds orquiectomia pela técnica de testiculo desco-
berto e corddo descoberto. Apds a extragdo, a tinica albuginea foi
conservada em soluc¢do de glicerina 98% por, aproximadamente,
120 dias, em temperatura ambiente, a fim de garantir a atenuagdo
imunogénica assim como o seu efeito antimicrobiano.

Selecdo dos animais. Foram selecionados 30 ratos Wis-
tar (Rattus novergicus albinus, Rodentia mammalia), machos, com
peso médio de 600 gramas, provenientes do Nucleo de Animais
de Laboratério (NAL/UFF). Esta pesquisa foi realizada de acordo
com as diretrizes da Comissdo de Bioética CEUA - UFF, ap6s apro-
vagao sob o nimero 532/14.

Os ratos foram mantidos em biotério com condi¢des de tem-
peratura e luminosidade controladas, em caixas individuais com
maravalha e oferta de 4gua e comida a vontade.

Selecao de grupos. Os animais foram divididos em dois gru-
pos com 15 animais cada, sendo um grupo controle (C), em cujos
animais foi realizado o procedimento cirirgico sem colocagdo de

enxertos e um grupo teste (TA), que abrigou os ratos que recebe-
ram o refor¢o de parede abdominal com ttnica albuginea. Cada
grupo foi dividido em trés subgrupos contendo cinco animais, que
foram submetidos a eutandsia nos dias 7, 21 e 42. A técnica cirtr-
gica e o tempo de realizagdo do procedimento foram respeitados
em todos os grupos.

Protocolo anestésico e técnica cirirgica. Os animais foram
submetidos a inducgdo anestésica com os farmacos cetamina e mi-
dazolan, nas doses de 75mg/kg e 10mg/kg, respectivamente, por
via intraperitoneal. Ap6s a indugdo, tricotomia e antissepsia do
campo operatorio, todos os animais foram submetidos a laparo-
tomia longitudinal mediana pré-retro-umbilical, com incisdo de
aproximadamente 3 cm de extensdo. Em seguida, foi realizada a
sutura em padrdo continuo para rafia da parede abdominal com
fio absorvivel de acido poliglicélico 4-0, sendo que os animais
do grupo TA, além disso, receberam refor¢co da parede abdomi-
nal com tdnica albuginea ovina, ap6s sutura junto a laparorrafia
(Fig.1). A sutura de pele foi realizada com fio de nylon 3-0.

No pds-operatério imediato, foi realizada a aplica¢do de ri-
fampicina tépica na ferida da laparorrafia e administrada antibio-
ticoterapia a base de enrofloxacino na dosagem de 5mg/kg por 7
dias e antinflamatério como cetoprofeno na dosagem de 5mg/kg
por 3 dias. A analgesia foi feita com dipirona sddica na dosagem
de 100mg/kg por 5 dias. As medicag¢des foram aplicadas por via
subcutanea, sendo os animais mantidos em caixas isoladas, para
que fosse possivel observar aspectos clinicos como apatia, hipore-
xia, isolamento e aspectos inerentes a ferida cirtirgica como deis-
céncia de sutura, infecgdes e formagdo de seroma.

Avaliacdao Macroscopica. As feridas cirtrgicas foram avalia-
das e graduadas durante todo o periodo p6s-operatério (variavel
de acordo com os subgrupos, 7, 21 e 42 dias) quanto ao aspecto
(deiscéncia de sutura, infecgdo e formagdo de seroma) em: satis-
fatorio (ferida sem secregdes e infecgdo ou sinais de deiscéncia)
ou insatisfatorio (ferida com secregdes e infec¢do ou sinais de
deiscéncia).

Eutanasia e necropsia. Todos os animais foram submetidos
a eutanasia por inalagdo de sobredose de isoflurano nos dias ine-
rentes aos seus subgrupos, seguido da obtencio de fragmento da
area operada de aproximadamente 5 cm de extensdo e fixadas em
formalina tamponada a 10%. A avaliagdo microscépica das pegas
cirurgicas foi realizada apés o seu processamento histolégico e
coloragdo pela Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricromico de Gomori
de acordo com a metodologia proposta por Tolosa et al. (2003).

Avaliacdo microscopica. Foram avaliados subjetivamente
pelo mesmo observador os seguintes parametros: infiltrado in-

~ v
Fig.1. Procedimento cirtirgico para aplicagdo de tinica albuginea
ovina como reforco de parede abdominal de ratos. UFE, 2015.
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flamatdrio e sua constituicdo (neutrofilos, eosinéfilos, tecido de
granulacdo, células gigantes, macréfagos e linfécitos), presenca
de neovascularizacdo, presenca de colageno e processo de viabi-
lidade do enxerto, sendo graduados em ausente (-), raros/escas-
sos (+), pequena quantidade (++), quantidade moderada (+++) e
grande quantidade (++++).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados ante-mortem. No pés-operatoério imedia-
to, todos os animais tiveram pleno restabelecimento apds
duas horas, tornando-se ativos e com apetite, demonstran-
do que o protocolo medicamentoso estabelecido e o ma-
nejo empregado foram adequados, da mesma forma que
Kapan et al. (2003) que empregou o mesmo protocolo em
ratos ao comparar diferentes biomateriais no reparo de
hérnias incisionais.

Nao houve nenhum 6bito durante todo o periodo de ex-
perimento, fato esse esperado por se tratar de uma cirurgia
limpa sem manipulagdo visceral, assim como nao foram ob-
servadas alteragdes como apatia, hiporexia, isolamento, ou
outros sinais de dor em nenhum dos animais. Aramayo et
al. (2013) que avaliaram a cicatrizagido da parede abdomi-
nal de coelhos utilizando diferentes biomateriais e Andrade
et al. (2011) que utilizou hemicelulose na reconstrucio de
parede abdominal de ratos, também ndo descrevem a ocor-
réncia de alteragdes clinicas nos animais testados, nem a
formacdo de seroma ou infec¢do. No presente estudo, ndo
foram observadas formagdes de seroma ou infec¢do em ne-
nhum dos animais uma vez que os cuidados com a antissep-
sia durante os procedimentos cirtrgicos foram respeitados.
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Houve deiscéncia de sutura de pele por arrancamento de
pontos de sutura em um animal do grupo TA (21 dias), sen-
do considerada a ferida cirtrgica insatisfatéria, porém essa
intercorréncia ndo influenciou negativamente no processo
cicatricial desse animal, assim como demonstrou Brun et
al. (2004) no experimento que comparou diferentes meios
de conservacado para armazenar centro frénico de caes e en-
xertados em parede abdominal de ratos. Esse fato isolado
pode ter ocorrido devido ao comportamento mais arredio
do individuo, uma vez que apareceu em apenas um ani-
mal durante todo o estudo. Bellon et al. (2005) destacaram
como complicacdo de laparotomias medianas a ocorréncia
de deiscéncia acompanhada por eventragdo ou eviscera-
¢ao, com indices chegado a 16% dos casos em laparotomias
medianas em humanos e 18% em animais de grande porte,
com taxas de mortalidade entre 9% e 44%. Bellén-Carneiro
(2005) e Belldn et al. (2005) relatam ainda, que a implan-
tacdo de biomateriais como reforco da sutura convencional
é uma boa op¢do de minimizar intercorréncias, visto que
no animal supra-citado observou-se, que apesar do rom-
pimento da sutura o enxerto permaneceu integro e evitou
a passagem das visceras pelo orificio. Todos os animais do
grupo controle apresentaram escore satisfatorio no aspecto
da ferida cirdrgica, corroborando com os estudos de Brun et
al. (2004) e Aramayo et al. (2013).

Resultados post-mortem. Na avaliagio histopatologi-
ca da tanica albuginea conservada em glicerina 98% que
foi implantada observaram-se as caracteristicas histologi-
cas normais das estruturas com preservacdo do aspecto
e distribuicdo do colageno, corroborando com os estudos

I. Grupo Controle aos sete dias pés-operatorios, (A) demonstrando area de decomposigdo do fio de sutura, (B) com quantidade modera-

da de infiltrado inflamatério. HE, obj.40x.

I1. Grupo TA aos sete dias, demonstrando a tinica albuginea, sendo invadida por intenso infiltrado inflamatério. HE, obj.40x.
[1I. Grupo controle aos 21 dias, demonstrando infiltrado inflamatério relacionado a absorg¢do do fio de sutura, cicatrizagdo completada.

HE, 0bj.40x.

IV. Grupo TA aos 21 dias, demonstrando infiltrado inflamatério moderado e absor¢do intensa do enxerto. HE, obj.40x.
V. Grupo controle aos 42 dias, demonstrando reparacdo consolidada e processo de fibrose. Tricromio de Gomori, obj.40x.
VI. Grupo TA aos 42 dias, demonstrando reparagdo completada, ndo sendo mais observada a presenca do enxerto. Tricromio de Gomori, obj.40x.
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realizados por Barbosa et al. (2012) e Wells et al. (2006),
que concluiram que a glicerina é um meio de conservagio
adequado para preservacio de membranas bioldgicas,
mantendo a vitalidade das células, ndo perdendo as carac-
teristicas fundamentais de textura e elasticidade, além de
nao sofrer contaminagao.

Na avaliacdo histopatolégica do grupo TA (7 dias) ob-
servou-se intenso infiltrado inflamatério com presenca de
polimorfonucleares (++++), neovascularizacdo inicial (++),
escassa deposicdo de colageno e fibrose (+), e absorcao insi-
diosa da tanica albuginea (+) (Fig.2-1), ndo havendo parame-
tros de comparacio, uma vez que, ndo ha relatos do uso de
tinica albuginea ovina como biomaterial em reparos de pa-
rede abdominal. BASTOS etal. (2006) ao empregar o pericar-
dio bovino no reparo da hérnia abdominal ventral no mesmo
tempo encontrou resultados similares. Os animais do grupo
controle, no mesmo periodo diferiram do grupo TA por apre-
sentar menos focos de polimorfonucleares, sem caracterizar
inflamagao aguda (Fig 2-11), caracterizando a fase de fibropla-
sia descrita por Sabiston & Lyerly (2014) e Silva (2012).

Nos animais do grupo TA, aos 21 dias pds-operatorios,
observa-se a presenca de infiltrado inflamatério moderado
(+++), com proliferacdo fibrocelular densa, neovasculariza-
¢do moderada (+++), deposicdo de colageno e fibrose mo-
derada (+++), absorc¢ao intensa do enxerto (++++) (Fig.2-
-1I1), estando este ainda viavel e em pequena quantidade,
ndo havendo relato comparativo até o presente. No grupo
controle no mesmo periodo observou-se a presenca de in-
filtrado inflamatoério menor que o do grupo TA, relacionado
apenas a absor¢ao dos fios de sutura, tendo a sua cicatri-
zagdo completada (Fig.2-1V). Sabiston & Lyerly (2014) e
Cotran et al. (2005) ao descreverem o processo de cicatri-
zacdo explicam os achados observados na avalia¢ao histo-
patolégica realizada no 212 dia de pés-operatoério nos ani-
mais do grupo controle.

Nos animais do grupo TA, aos 42 dias pds-operatoérios,
havia a reparacdo completada e organizada, ndo observan-
do mais a presenca do enxerto (++++) (Fig.2-V), ndo ha-
vendo relatos na literatura para comparac¢io. Na avaliacio
histopatolégica dos fragmentos extraidos da parede abdo-
minal com 42 dias de pds-operatdrio no grupo controle fo-
ram observadas caracteristicas de reparagio ja consolida-
da e processo de fibrose (Fig. 2-VI), conforme Silva (2012)
e Cotran et al. (2005).

Logman et al. (2004) ao implantarem a tunica vaginal
na herniorrafia diafragmatica em caes, observaram que o
enxerto se incorporou ao tecido receptor com crescimen-
to de fibra muscular jovem e formagio de neovasculariza-
¢do volumosa entre o tecido fibroso, de acordo com nossos
achados.

Os quadros 1 e 2 demonstram a avaliacdo de frequéncia
do grau de inflamacdo, neovascularizagao, fibrose e absor-
¢do do enxerto nos grupos TA e controle, respectivamente.

O uso de biomateriais heterdlogos tem suas vantagens
porque podem ser empregados nos animais sem danos ao
paciente, ndo havendo risco de rejeicdo e baixo custo de
preparacdo e conservacgao. Vale ressaltar que a escolha do
animal doador e a diminui¢ao da antigenicidade desempe-
nham um papel central no emprego de heteroenxertos. A

Quadro 1. Avaliacio da frequéncia, do grau de inflamacgio,
neovascularizacgao, fibrose e absorc¢iao do enxerto dos
animais do grupo TA nos dias 7, 21 e 42
poés-operatorios. UFF, 2015

Grupo TA Infiltrado Neovascularizagdo Fibrose Absorgao
inflamatério do enxerto
7 dias 4 ++ + +
21 dias +++ +++ +++ +++
42 dias + + ++++ o+t

- Ausentes, + escassos/raros, ++ pequena quantidade, +++ quantidade
moderada, ++++ grande quantidade.

Quadro 2. Avaliacdo da frequéncia, do grau de inflamacao,
neovascularizacao, fibrose e absorc¢iao do enxerto dos
animais do grupo controle nos dias 7, 21 e 42
poés-operatorios. UFF, 2015

Grupo Infiltrado Neovascularizagdo Fibrose Absorgao
Controle inflamatério do enxerto
7 dias ++ + + -
21 dias + ++ +++ -
42 dias + + +++ -

- Ausentes, + escassos/raros, ++ pequena quantidade, +++ quantidade
moderada, ++++ grande quantidade.

tunica albuginea ovina pode ser aplicada como biomate-
rial com vantagens sobre outros materiais especialmente
pelo menor custo e facil obteng¢ao. Conforme Barbosa et al.
(2012) os materiais biolégicos oriundos de ovinos mantém
a sua caracteristica a fresco e conservado, trazendo respos-
ta cicatricial satisfatoria, viabilizando o seu emprego em
maior escala.

Muitas informacées sobre a cicatrizacdo e o compor-
tamento do enxerto de tunica albuginea ovina conservada
precisa ser melhor elucidada devendo-se realizar mais es-
tudos que nos tragam informagdes sobre o seu emprego,
uma vez que 0 nosso parece ser pioneiro neste campo.

CONCLUSOES

No estudo realizado pode-se concluir que a tdnica albu-
ginea ovina é um biomaterial de facil obtencdo e utilizagao,
servindo como excelente substrato no reparo de parede ab-
dominal em ratos.

O enxerto de tinica albuginea como refor¢o da parede
abdominal em ratos serve como arcabouc¢o e promove a
precocidade da cicatrizacgao.
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