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RESUMO

Os defeitos traqueais extensos, nas situacdes onde nao é possivel a
realizacdo da anastomose término-terminal dos cotos proximal e distal de
traqueia (tratamento cirurgico), apresentam resultados ineficientes. A
membrana amnidtica (MA) tem sido usada como reparador tecidual em
varios sistemas do organismo proporcionando uma regeneracgao tecidual. E
€ uma proposta a ser explorada na regeneragao de tecidos assim como no
auxilio desses defeitos. Objetivo: analisar a capacidade de regeneragao
tecidual da traqueia apds o implante de membrana amniética em coelhos
submetidos a traqueostomia e comparar o perimetro e a area das traquéias
no local da traqueostomia, entre os grupos. Método: vinte coelhos machos
da raca Nova Zelandia foram submetidos a traqueostomia e randomizados
em dois grupos: controle(N=10) e MA(N=10). O grupo MA foi submetido ao
implante da MA no local da traqueostomia e o grupo controle apenas foi
realizado o fechamento da ferida operatéria. A anadlise histologica foi
realizada com coloragdo de hematoxilina-eosina (HE) e Movat's e
imunuhistoquimica com o anticorpoanti-aggrecan. Resultados: com relagéo
a variavel perimetro no local do defeito foi identificado que no grupo MA
apresentava 2.07cm e o grupo controle 1.70cm, p=0.006. A area no grupo
MA foi de 0.22cm? e a do grupo controle de 0.15cm?, p=0.012. A andlise
histolégica foi identificada, no local na lesédo traqueal, presenga de tecido
cartilaginoso imaturo e vasos sanguineos no grupo MA e tecido epitelial
pseudoestratificado em ambos os grupos. Conclusao: identificou-se uma

regeneracgao de tecido cartilaginoso imaturo e de vasos sanguineos no grupo



MA e um aumento do perimetro e da area no local da traqueostomia no

grupo MA em relagao ao grupo controle.

Palavras-Chave: membrana amnidtica, enxertos, cirurgia de estenose de

traqueia, regeneracao tecidual.



ABSTRACT

Surgical treatments for tracheal defects, in situations where it is not possible
the realization of termino-terminal anastomosis of proximal and distal stumps
of the trachea, there are inefficient results. The amniotic membrane (MA) has
been used as tissue repair in various systems of the body providing a tissue
regeneration.Objective: to analyze the ability of tracheal tissue regeneration
after implantation of amniotic membrane in rabbits undergoing tracheotomy
and compare the perimeter and the area of the site of the tracheostomies,
between the groups.Methods: Twenty New Zealand breed rabbits underwent
tracheostomy and randomized into two groups: control (N=10) and MA
(N=10). The MA group was submitted to the implant of MA at the site of
tracheostomy and the control group was only held the wound closure.
Histological analysis was performed with hematoxylin-eosin (HE) stain and
Movat's and immunohistochemistry antibody anti-aggrecan. Results: The
site of the perimeter defect was identified that the Group was 2.07cm MA and
the control group 1.70 cm, p=0.006. The area in MA groupwas in between
0.22cm? and 0.15cm? control group, p=0.012. Histological analysis was
identified at the site in tracheal injury, the presence of immature cartilage and
blood vessels in the MA group and pseudostratified epithelial tissue in both
groups.Conclusion: It was identified a immature cartilaginous tissue and
regeneration of blood vessels in the MA group and an increase in the
perimeter and the area at the site of tracheostomy in the MA group compared

to the control group.



Key words: amniotic membrane, grafts, stenosis tracheal surgery, tissue

regeneration.
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Desde o século XIX os defeitos traqueais tém sido alvo de estudos
experimentais e clinicos, com o intuito de restabelecer a viabilidade da via
aérea superior."

Os defeitos traqueais sao decorrentes na grande maioria das vezes
de problemas poés entubacao, traumaticas, compressao por tumores, em
algumas situagdes por alteragdes congénitas, tuberculose, blastomicose e
idiopaticas.®

A aparente simplicidade da substituicdo traqueal encorajou estudos
com a introducédo de préteses similares a condutos tubulares, as quais se
mostraram ineficazes. Atualmente, sabe-se que a traqueia pode ser
diminuida em 50% do seu comprimento em adultos, aproximadamente 1/3
em criangcas pequenas e ser submetida a anastomose primaria término-
terminal, sendo este o padrdo ouro de tratamento.

Porém, nem todas as altergbes traqueais possam ser corrigidas por
este procedimento, principalmente quando o defeito € maior do que os
valores discriminados acima. Além disso, os riscos de infeccdo, extrusao,
obstrucdo, estenose e rejeicdo crbnica permanecem o0s principais desafios
na reparagao e reconstrugao traqueais.(”

Em consequéncia destes problemas tém-se utilizado uma série de
materiais autélogos, heterdlogos e biomateriais para a corregado da estenose
de traquéia, entretanto com resultados nao satisfatérios, ndo sendo possivel
até o presente momento, de se criar um conduto de ar, bioabsorivel, com a

rigidez e a flexibilidade necessarias a esse 6rgao.?
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A traqueia pode ser considerada como um grande e fino tubo de
cartilagem reforgado que conecta a laringe aos brénquios principais. Como
outros tecidos, o epitélio traqueal é altamente reativo as lesdes, induzindo a
proliferagdo de células subjacentes ao iniciar um processo de cicatrizagao de
feridas. Nestas situagdes, ndo ha nenhuma proliferagédo ou regeneragao da
cartilagem, quando esse processo nao € interrompido a tempo, ou quando
ha formacéo de uma cicatriz importante, o lumen sera diminuido assim como
a passagem de ar, ocasionando a estenose da traqueia(3)'

No adulto, as estenoses traqueiais pds intubagdo se originam em
mais de 90% pela isquemia até a necrose da mucosa traqueal e a seguir, da
cartilagem traqueal esmagada pelo balonete de alta pressdo de uma canula
naso ou orotraqueal, ou de uma traqueosotomia. Ja nas criancas, as quais
95% tém estenose subglética, a estenose ndao depende do balonete, mas da
isquemia e necrose produzida pela superficie externa do tubo na laringe,
portanto estio relacionadas com diametro do tubo. Além da lesdo isquémica,
ha também uma reposta anormal do doente, produzindo uma maior
quantidade de fibrose.®® Como ja afirmou Hermes C. Grillo, a traquéia é um
orgao de forma tubular com propriedades de rigidas em sua porgao lateral e
flexivel na sua porgao longitudinal. Portanto, todos os esfor¢os para sua
correcao deveriam observar essa sua caracteristica particular.“)

Durante esses anos de pesquisa, uma em particular mostrou uma
possibilidade de que essa caracteristica, citada acima, pudesse ser uma
colaboradora quando empregados os métodos de reconstrugédo traqueal:

Uma pesquisa que estudou a imunohistoquimica das traqueias de coelhos.
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Coelhos nao submetido a nenhum procedimento cirurgico, ou endoscépico.
Esse estudo aventou a possiblidade de uma proteoglicana : a aggrecana,
associada ao colageno Il, fossem primariamente responsaveis pela 6tima
flexibilidade dos anéis traquéias. A Aggrecana, em especial, apresenta uma
padrao de distribuicdo que pode ter um papel funcional importante. Por
exemplo, regides de periodicidade de aumento compressivo da sua
integridade, intercalado com regides de maior flexibilidade. Isso pode
promover o esse balango, ja citado por Hermes C. Grillo, entre flexibilidade e
rigidez.("3%

Com esse intuito e com os resultados mostrados em outros érgaos
do corpo de animais de de seres humanos também, o emprego da MA tem
expandido para outras areas da medicina, como na criacdo de curativos
cirurgicos, bem como na reconstrucdo da cavidade oral, bexiga,
timpanoplastia, artroplastia, onfalocele, cirurgias oftalmolégicas e também na
prevencdo de adesado tecidual em cirurgias da cabega, abdébmen, pelve,
vagina e de laringe por apresentar capacidade em reforgar a cicatrizagao,
epitelizagcdo de feridas, grande potencial de absor¢do e elevada
biocompatibilidade. A traqueia, ainda € um 6rgdo onde as pesquisas e
estudos estdo no inicio mas ja com algumas utilizagbes com MA semeadas

com condrdcitos e ndo com MA descelularizadas.®* 4%
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Baseado no fato de que a cirurgia de reconstrugdo da traqueia
apresenta varias complicagdes relacionadas aos procedimentos cirurgicos,
pds cirirgicos e com enxertos além das dificuldades de auto-regeneragéo
tecidual, sera testada a hipotese de que a MA possa auxiliar no tratamento

de lesbes traqueais.
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3.1 Objetivo geral

Analisar a capacidade de regeneracgao tecidual da traqueia apds o

implante de membrana amnidtica em coelhos submetidos a traqueostomia

3.2 Objetivos especificos

* Comparar a presenga de novos tecidos cartilaginosos e vasos
sanguineos no local previamente submetido ao implante da

MA, sessenta dias pos traqueostomia.

e Comparar o perimetro e a area das traqueias no local da
traqueostomia do grupo submetido ao implante de MA com o

seu grupo controle, apds sessenta dias.
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4.1 Defeitos traqueais e seus tratamentos

As reconstrugdes traqueais tém o proposito de reorganizar e
substituir partes do tecido traqueal usando técnicas de implante e
transplante. As indicacbes para a reconstrugado traqueal sdo numerosas:
obstrucdo por tumores, trauma e estenoses congénitas ou pos entubacoes.
A engenharia de tecidos tem tido crédito por ser uma técnica que pode
promover solucdes para defeitos traqueais.(5)

Estenose traqueal é uma condicdo potencialmente fatal. A
traqueostomia e a entubacdo endotraqueal permanecem as causas mais
comuns de estenose benigna, apesar das melhorias no projeto e gestao de
tubos. Estenose pds traqueostomia € a mais frequentemente encontrada
devido ao desempenho anterior da traqueostomia em unidades de cuidados
intensivos, enquanto a incidéncia de estenose pos entubagdo, diminuiu com
a aplicacdo de alto volume e baixa pressdo na ventilagdo mecanica. Em
pacientes sintomaticos, a estenose traqueal benigna tem como padrao-ouro
de tratamento a reconstrugédo cirurgica término-termninal (freqientemente
realizada apos broncoscopia intervencionista).(e)

Implante de stent e outras técnicas estdo sendo testadas e indicadas
nos pacientes com estreitamentos traqueais sintomaticos, onde ha contra-
indicagdo do procedimento cirurgico, devido a razbes locais ou gerais:
estenoses longas, inflamagéo, condigdes respiratorias de dificil controle,
insuficiéncia cardiacas ou problemas neuroldgicos.

Implante de stents da traquéia usando tubos em forma de “T” ou um
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dos varios tipos de stents traqueais sdo as formas alternativas a
reconstrugao cirurgica para estenose pos entubagéo.‘s)

Em um estudo, realizado por Charokopos N., Foroulis C. et col, 11
pacientes com estenose traqueal pds entubacdo, foram submetidos a
implante de stents metalicos auto-expansivel (SEMS). Segundo os autores a
aplicagcao da SEMS em estenoses traqueais pos entubacdo resultou em uma
melhora imediata dos sintomas obstrutivos sem complicagdes peri-
procedimentos significativas, entretanto apresentou riscos potenciais de
migragédo e de formacgéo de tecido de granulagdo no final do stent. Desta
forma, os autores sugeriram que os SEMS devem ser aplicados apenas em
pacientes rigorosamente selecionados com estenose traqueal pos
entubacdo que sao considerados improprios para a realizagdo de cirurgia
corretiva com anastomose término-terminal e com expectativa de vida
limitada.”

Em um estudo utilizando um modelo experimental de estenose de
traqueia, foi retirado um segmento circunferencial de 50 mm de comprimento
da traqueia e um homoenxerto de aorta de 60 mm foi entdo implantado
através de anastomoses proximais e distais com os cotos da traquéia.
Neste mesmo experimento foi implantado um stent de 70 mm, dentro do
homoenxerto, com o objetivo de dar suporte para o desenvolvimento celular.
Entretanto, quando o stent foi retirado, identificaram-se sinais de
insuficiéncia respiratoria (por obstrugao traqueal). Os autores sugeriram que
os homoenxertos aodrticos frescos parecem improprios para substituicdo

traqueal primaria, entretanto visibilizou-se um encurtamento deste enxerto a
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anatomia patoldgica, o que pdde permitir a reconstrugao término-terminal de
grandes defeitos traqueais.”

Em outro estudo, utilizaram-se dois materiais compostos de
copolimeros: um copolimero [P(CL/LA)] esponja reforgada com malha de
fibra de acido poliglicélico (PGA) e outros dois incorporando gelatina hidrogel
com e sem fator de crescimento. Um defeito traqueal na parede anterior foi
criado de 4mm de largura e 10mm de comprimento. Os implantes foram
realizados e os resultados sugeriram que a gelatina revestida retardou a
epitelizagdo da traquéia por causa de sua fragilidade. Além disso, o
copolimero bioabsorvivel implantado induziu uma imunorreagdo com a
migragao de células inflamatdrias para esses materiais implantados.(s)

Um estudo com o objetivo de testar se a matriz extracelular da
traquéia do porco (HDTM: Hydrated xenogenic decellularized tracheal
matrix—matriz traqueal xenogénica hidratada descelularizada) serviria como
um enxerto foi realizado. Neste experimento utilizando-se cées, foram
realizados os implantes de enxertos de 20mm a 30mm de comprimento que
foram implantados nos defeitos criados nas traquéias. Este estudo sugeriu
que o HDTM manteve caracteristicas mecanicas necessarias para a funcao
nas condigbes sob carga fisioldégica, mesmo depois de oito semanas apds o
implante. Os enxertos proporcionaram o desenvolvimento do epitétlio
colunar pseudoestratificado ciliado, mas com relagcdo as estruturas de
cartilagem, identificaram-se evidéncias de degradacdo e limitagdo na
formacao de novo tecido cartilaginoso.®

Um outro estudo clinico foi realizado em pacientes com defeitos
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traqueais de 12mm e 23mm de comprimento. Trés destes pacientes
apresentavam defeitos apds a traqueostomia (60%), um apds entubagao
(20%) e um com lesao traumatica (20%). Realizou-se um retalho axial
crondromuscular preliminar em duas etapas, incluindo o musculo esterno-
hiéideo como uma camada receptora bem vascularizada e um enxerto de
cartilagem auricular como tecido doador. Esta técnica foi utilizada porque a
vascularizacdo muscular permite uma sobrevida viavel da prétese auricular,
as caracteristicas biomecanicas dos tecidos substituidos sdo semelhantes
dos tecidos traqueais nativos, a epitelizacdo regenerativa € produzida
espontaneamente, e o material alogénico é evitado. Este estudo sugeriu
outra forma de reconstrugao traqueal, utilizando tecido do préprio paciente
embora causando cicatrizes em outros locais assim como focos de potencial
infeccdo. Apds um ano de seguimento, a fungdo traqueal se recuperou
completamente. Uma imagem endoscopica demonstrou recuperagdo do
epitélio trés meses apds a cirurgia. Segundo os autores este método parece
ser confiavel, porque a vascularizacdo muscular permitiu uma sobrevida
viavel da protese auricular, as caracteristicas biomecanicas dos tecidos
substituidos foram semelhantes aos tecidos traqueais nativos, a fase de
epitelizagdo regenerativa foi produzida espontaneamente, e desta forma o
uso de material alogénico foi evitado.?

Estudos experimentais e clinicos tém demonstrado a viabilidade de
substituicdo traqueal por aortas alogénicas de silicone com stent. Em
ensaios clinicos, no entanto, estes enxertos ndo apresentaram regeneragao

de cartilagem madura, como foi observado em modelos animais. Para
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resolver esse problema, investigou-se a substituicao traqueal por um enxerto
composto com base em uma porgdo de aorta alogénica com apoio de anel
cartilaginoso externo em um modelo de coelho. No grupo de coelhos
submetidos a substituicdo traqueal os resultados anatdomicos foram
caracterizados por uma discrepancia entre a gravidade das lesbes
isquémicas envolvendo aorta alogénica, anéis de cartilagem e
caracteristicas satisfatérias biomecanicas da protese em sete dos dez
animais, provavelmente devido aos depdésitos de calcificagdo de cartilagem
associados com cicatrizes inflamatérias garantindo a rigidez da
construggo.!

Em um outro estudo experimental dez coelhos adultos masculinos,
Nova Zelandia, foram divididos aleatoriamente em dois grupos de cinco
animais cada e submetidos a uma ressecgao traqueal de trés segmentos.
Nos animais do grupo |, os coelhos foram submetidos a anastomose
término-terminal. Os segmentos ressecados foram transplantados para os
coelhos de grupo Il. Os coelhos foram sacrificados no vigésimo dia de pés-
operatdrio, e as traqueais foram removidas. O didmetro lateral e antero-
posterior do lumen foi medido e calculou-se a area de seccao transversal no
local da anastomose. O objetivo da anadlise histopatolégica foi identificar
alteragdes inflamatérias, fibrose e estenose. Secrecbes e aderéncias
fibréticas foram insignificantes e mais comuns no grupo Il, mas o grau de
fibrose e inflamacédo foi o0 mesmo. Nos animais do grupo IlI, houve uma
rejeicao leve. Ambos os procedimentos causaram uma redugao significativa

nos didmetros traqueais (p<0.05). A area de secgéao transversal foi reduzida
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significativamente em ambos os grupos. Entretanto, estas redugbes foram
consideradas como normais. Nem toda estenose provocou manifestagdes
clinicas. Segundo os autores, Hsiehetet al quando a area de secgao
transversal, apds a reconstrucao, € entre 75 a 100%, a estenose é chamada
uma "muito boa estenose" e faz com que nao existam sinais clinicos e
sintomas. Esses estudos acima descritos sugerem a dificuldade de
tratamento defeitos traqueais, principalmente no que se refere a
regeneracao tecidual. Enfatizam a dificuldade do tratamento dos defeitos

traqueais, apesar de trabalhos bem elaborados.!"?

4.2 A membrana amniética (MA)

4.2.1 Histérico

A MA comegou a ser usada no inicio deste século, quando Davis em

1910, utilizou-a como material cirdrgico no transplante de pele.™®

Posteriormente, Sabella em 1913, usou a MA para tratamento de pequenos
defeitos de pele em humanos." Em 1940, De Roth descreveu o transplante
de membrana amnidtica pela primeira vez na reparacdo de simbléfaro e
defeitos conjuntivais.'®

Seis anos depois, Sorby e Symons relataram bons resultados do uso

da membrana amnidtica no tratamento de queimadura quimica aguda.”'®



Revisédo da Literatura 16

4.2.2 Estrutura basica

A membrana fetal € composta por duas camadas principais: o
corion, que é a camada externa da placenta, a qual entra em contato com as
células maternas e a MA, que é a camada mais interna e que esta em
contato intimo com o feto, separados apenas pelo liquido amniético.

Na espécie humana, a MA surge sete a oito dias apds a concepgéo,
sua espessura varia de 0,02mm a 0,5mm e nao apresenta vascularizacao e
nem suprimento sanguineo direto.('®

Histologicamente é uma membrana translucida composta por cinco
camadas do meio interno para o externo, assim descritas: o epitélio, que
esta em contato direto com o liquido amnidtico, a membrana basal, a
camada compacta, a camada fibroblastica e a camada esponjosa. Estes
achados foram descritos por John et eDua 2004.(1%'7)

As células amnidticas possuem numerosos microvilos em sua face
apical e processos celulares se estendendo na membrana basal, como
podocitos. Estes processos celulares apresentam jungdes tipo
hemidesmossomos, aderindo a membrana basal aos tonofilamentos. No
citoplasma sédo encontradas muitas vesiculas pinocitéticas, organelas em
abundancia, incluindo reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi.('®
Os nucleos celulares tém sua configuragao irregular e indentagdes

na membrana nuclear, com nucléolos sempre grandes e homogéneos, o que

sugere atividade nucleolar. A ultra-estrutura do epitélio da membrana
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amnidtica tem muitas funcdes especializadas, entre elas destacam-se: como
epitélio de revestimento, como atividade epitelial secretéria e como intenso
transportador transcelular e intercelular. A membrana basal é espessa,
sendo uma das mais espessas encontradas nos tecidos humanos, composta
por colagenos tipos I, Ill, IV, V e VII, elastina, fibronectina e varias outras
integrinas. A membrana basal é conhecida por prevengéo nas cicatrizagées,

e fibrose.('®

4.2.3 Propriedades biolégicas

A MA possui varias propriedades bioldgicas, como reduzir a
quantidade bacteriana e promover a cura de feridas infectadas. Esta
membrana faz parte de um importante grupo peptideo antimicrobiano, os -
defensins, que sdo expressos em superficies de mucosas por células
epiteliais e leucdcitos, sendo parte integrante do sistema imunoldgico

inato.%

O seu efeito bactericida é atribuido a sua capacidade de aderéncia

na superficie de feridas, protecdo da les&o e redugao da dor.?"

O sistema imunolégico inato tem evoluido para eliminar os
microorganismos a partir da entrada nos tecidos, criando antigenos
necessarios para produzir uma resposta imune adaptativa. A auséncia de

leucdcitos no amnion permite a pratica de halo-transplante, por ndo induzir
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rejeicdo. A matriz estromal da membrana amniética contém varios inibidores
de protease, podendo debelar células inflamatdrias e levando-as ao rapido

processo de apoptose.

O efeito antimicrobiano do amnion e do cérion tem sido
demonstrado contra grande numero de bactérias, incluido Estreptococos
Hemolitico do grupo A, Estafilococos aureus, Escherichia coli e

Pseudomonas aeruginosa.®

A MA quando preservada € considerada como um tecido inerte,
com células inviaveis. A habilidade das membranas preservadas
influenciarem na reparacdo da lesdo da-se através dos fatores de
crescimento e citocinas, que podem estar limitados ou inexistentes. Outros
estudos revelaram a presenca de varios fatores de crescimento no epitélio
da membrana, como fator de crescimento epidermal (EGF), fator
transformador de crescimento (TGF), B1, B2, B3, fator de crescimento de
ceratécitos (KGF), fator de crescimento fibroblastico (b-FGF) e fator de
crescimento hepatocito (HGF), que atua facilitando a migragao celular.?®

Bigbie et al.1991 demonstraram a boa capacidade da membrana
amniodtica na supressao do tecido de granulagéo, além de implicar em menor
exsudacao nas feridas tratadas com essa membrana.®¥

De acordo com Solomon et al, a MA suprime a expressao de
células pro-inflamatérias potentes como as citocinas, IL-1a e IL-18.%% Qutra
propriedade Unica € a de nao induzir a rejeigdo imunoldgica apdés o
transplante, pelo fato de ndo expressar os antigenos de histocompatibilidade

HLA-A, B ou DR, o que a torna excelente opcdo como enxerto, entretanto
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esta informagao é questionada por outros autores.??"

Especificamente, a membrana amniética (MA) ganhou importancia
devido a sua capacidade para reduzir a inflamagao em cicatrizes, reforgar
cicatrizacdo de feridas e servir como um arcabouco para proliferacao e

diferenciagao celular, como resultado da sua propriedade antimicrobiana.®®

4.2.4 Propriedades mecanicas

A MA possui grande resisténcia mecanica, o que a torna um
atraente biomaterial a ser utilizado em cirurgias. Esta membrana é capaz de
suportar a carga de pressdo do liquido amnidtico e repetitivas cargas
menores, como as de contragdes de Braxton-Hicks, durante a gestagéao.

Na maioria das vezes ela € capaz de suportar cargas iguais ou
proximas dos niveis fisiolégicos, logo apds o transplante, a fim de assegurar
a sua estabilidade. Além disso, sinais mecanicos podem ser importantes
mediadores de diferenciacdo para algumas células progenitoras, de forma
que a MA cria um ambiente adequado em todo local do novo tecido
transplantado, podendo aumentar a forca do enxerto com altos niveis de
rigidez para resistir ao estresse induzido durante o crescimento tecidual.

Outras propriedades biomecanicas da matriz amniética, como a
elasticidade, rigidez e viscoelasticidade, dependerdo do tipo de colageno,

proteoglicanas e elastina presentes, que sao propriedades importantes e que
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na falta delas, pode haver hiperplasia da camada intima e oclusdo das
artérias.®

Com essas carateristicas ja determinadas e provadas da MA, € que
nosso estudo prossegue e persegue seus objetivos. Principalmente o de que
podemos obter auxilio nessas lesdes traqueias onde o tratamento por

enxerto ou cirurgico nao foi eficaz até o momento.



5 MATERIAL E METODO
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Os experimentos foram realizados seguindo as normas e principios
éticos do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA). O projeto
foi encaminhado ao Comité de ética em pesquisa de animais (CEUA) e

aprovado sob o numero 640.

5.1 Modelo Experimental

Foram incluidos 20 coelhos brancos machos, da raga Nova
Zelandia, com peso meédio de 3,66 Kg, selecionados para o estudo no
laboratério experimental de técnica operatéria da PUCPR.

Os animais foram randomizados por sorteio e divididos em dois
grupos:

* Controle (n=10): submetidos a traqueostomia somente
* Membrana Amnidtica (n=10): submetidos a traqueostomia e
posteriormente ao implante de MA no local da traqueostomia

Os animais foram mantidos em jejum de 12 horas e foram pré-
anestesiados com xilasina (1,0mg kg), ketamina (20 mg kg) e maleato de
acepromazina 1% (0,05mg kg—1), por via intramuscular (IM) e receberam
antibidtico profilatico, sulfato de gentamicina (5mg kg-1) via intravenosa, 30
minutos antes do inicio da intervencao.

Os animais forma posicionados em decubito dorsal horizontal. Em
seguida, foi cateterizada veia na orelha com dispositivo de polietileno de

calibre n° 20 (Angiocath, Becton e Dickinson,) e instalada monitorizagéo de
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eletrocardiografia em duas derivagdes. Logo apds a monitorizagdo, seguiu-
se a desnitrogenizagdo com oxigénio a 100% e indugado anestésica realizada
com propofol em dose de 5 mg.kg™.

A cirurgia teve inicio com antissepsia da regiao cervical com PVPI
tépico, colocacdo de campos estéreis, anestesia local com lidocaina 2%,
sem vasoconstritor, na regiao cervical.

Foram realizadas cervicotomias medianas (longitudinais), apos
disseccao da traqueia, preservando sua porcao lateral, responsavel pela
vascularizacdo. Foi realizada uma traqueostomia na porgcdo anterior da
traqueia com ressecgado de um retangulo de 10mm de largura por 20mm de
comprimento (Figura 1).

Imediatamente apds, os animais do grupo MA foram submetidos ao
implante de uma porcdo da membrana amnidtica sobre o defeito traqueal
criado. A sutura foi apoiada em quatro pontos de reparo nas extremidades
do retédngulo com fio de polipropileno numero 4.0 agulhado (Figuras 2 e 3).
Apds o término da sutura, os musculos pré traqueias foram aproximados por
sutura continua com fio de algoddo numero 0 agulhado (Figura 4).

Os animais do grupo controle foram apenas submetidos a
traqueostomia e o conduto foi mantido aberto para cicatrizagéo por segunda
intencdo. Posteriormente, foi realizada a aproximagao dos musculos pré-
traqueais e fechamento do tecido celular subcutaneo e pele.

A analgesia po6s operatéria foi realizada utilizando-se anti-

inflamatorio n&o esteroidal, (caprofen) Sterile Injectable Solution 5-9 mg/mL
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Pfizer Animal Health,(Food and Drug Administration Center for Veterinary

Medicine - FDA CVM, 2009).
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Figura 2: Enxerto de membrana amniética

Figura 3: Fixacdo da membrana amniética no defeito traqueal, através de
quatro pontos suturados nas extremidades do retangulo
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Figura 4: Aspecto da ferida operatéria apos o término da cirurgia

5.2 Preparo da Membrana Amnidtica

5.21 Triagem das Membranas

As membranas amnibticas foram provenientes de doacdes
voluntérias de gestantes a termo e que preencheram os seguintes critérios
de incluséao:

* idade entre 20 — 30 anos

* sem antecedentes de co-morbidades

e sem  histéria de intercorréncias clinicas durante a
gestacaoterem sido submetidas a cesariana com fetos normais

* exames sorologicos negativos para HIV, Virus da hepatite B e

C e sifilis.
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As membranas foram coletadas de forma estéril, imediatamente
apos a dequitacéo placentaria, ainda em ambiente cirurgico. Com manobra
digitiforme e com a utilizagdo de tesoura e pinga estéreis, o amnio foi
separado do cérion e em seguida, foi estendido sobre um filtro de
nitrocelulose estéril (Millipore, Bedfort, MA, EUA) com a face epitelial para
cima (Figuras 5 A/B). Transportou-se o material para o laboratério e, a partir
deste instante, todo manuseio ocorreu dentro da protecédo do fluxo laminar.
Removido os residuos remanescentes, as membranas foram condicionadas
em solugdo tampéao fosfato contendo solugdo de dioxido de cloro (ClOy)
estabilizado em solugdo aquosa (8%) na concentragdo de 100 ppm, e
mantidas sob agitacdo em temperatura ambiente por 20 minutos.
Transcorrido este intervalo, efetuou-se a troca da solucdo por outra de
solucado tampao PBS 7,2. Posteriormente as membranas foram colocadas
em papel filtro, com a porcéo epitelial voltada para cima e recortadas em
fragmentos de aproximadamente 100mmx100mm, seguido de coleta de

amostras para analises microbioldgicas.

Figura5: Manobra digitiforme de separagdo do amnion do cdérion (A).
Lavagem da membrana para retirada dos residuos de sangue e corion (B)
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5.2.2 Processo de descelularizagao da membrana amniética

Todo o processo descelularizacio foi realizado em uma em cabine
de seguranga biolégica classe Il BioSAFE (Veco®) e com técnica asséptica.
Os fragmentos de membrana foram retiradas do meio (PBS) tampao fosfato
pH 7.2 (Gibbco) e tratados com solugdo de SDS (dodecil sulfato de sédio,
Calbiochem,Beeston, UK) a 0,01% e SD (desoxicolato de sddio,
Calbiochem, Beeston, UK) a 0,01% por 24 horas a 37° C, com auxilio de
agitador mecanico (Mesa agitadora 109M, Nova Etica Ltda). Em seguida
foram conservadas em PBS a 4°C.(Figuras 6 A/B)

A efetividade do processo de descelularizagao pdde ser comprovada
por amostragem em analise histolégica com coloragdo HE (Hematoxilina e

eosina) e MEV (microscopia de varredura).

Figuras 6: Processo de descelularizagdo sob agitacdo da membrana (A).
Membrana descelularizada (B).
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Analise de microscépio eletrénico de varredura (MEV)

As membranas foram lavadas trés vezes com PBS, fixadas em 2
paraformaldeido, glutaraldeido 2,5 em um tampao de fosfato 0,1M por 15
minutos e sentiu-se novamente por vezes em agua destilada. Desidratagéo
foi realizada em uma série de solugdes de alcool etilico em concentragdes
crescentes (50, 70, 90 e duas vezes em 100), com um tratamento de
desidratacdo de 5 minutos em cada solucdo. As amostras desidratadas
foram mantidas durante a noite na estufa em vacuo a 25° C, depois de cada
vez elas eram revestido em um suporte com ouro e examinados com A
JEOL 6360LV SEM, Japao, operacao de Toquio, no Japdo em 30 kV tensao
de aceleragcdao. O experimento foi repetido quatro vezes e respectivas

fotografias foram tiradas cinco vezes.

5.2.3 Avaliagao microbiolégica das membranas

As membranas foram preparadas no Hospital Pequeno Principe de
Curitiba-PR (Brasil), Instituto Pelé.

Em um total de 12 amostras, dois fragmentos de cada amostra
foram tratados com antibiético contendo 1000U/ml de penicilina, 20mug/ml
de estreptomicina e 2,5 mug/ml de anfotericina B e outro com diéxido de
cloro estabilizado 100 ppm. Posteriormente estes fragmentos foram

inoculados em 2 ml de BHI e 4 ml de tioglicolato, em diferentes tempos.
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Todo procedimento foi realizado com material estéril. Apds a
colocagcdo em meio de cultivo liquido, as amostras foram incubadas em
estufa a 37°C por até sete dias. Quando observado crescimento de
microrganismos, as solugdes foram replicadas em placas de agar sangue e
Sabouraud para cultivo dos microrganismos. Caso n&o houvesse
crescimento as solugdes eram desprezadas apds sete dias. Métodos
habituais de laboratério foram utilizados para identificacdo das colénias de

microrganismos aerobios e anaerdbios.

53 Eutanasia

Apos sessenta dias, foram realizados as eutanasias dos animais com

dose letal de fentobarbital (100mg/kg/peso).
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5.4 Analise Histologica

Apos a eutanasia dos animais, foram dissecadas as traqueias e as
mesmas retiradas até dois centimetros da Carina Principal, para analise

histopatolégica pds-implante.

Os fragmentos das traqueiasforam preservados em frascos contendo
formol 10% durante 72 horas. Apds este periodo as traquéias foram clivadas
em partes iguais Foi realizada a desidratagdo dos cortes, sendo estes
submetidos a banhos sucessivos em alcool 70%, 80%, 90%, trés banhos em
alcool 100% no (Leica modelo TP1020), durante uma hora.Logo apés foi
impregnada parafina liquida nos cortes através de dois banhos a 65°C no
mesmo aparelho. Os fragmentos foram emblocados em parafina e apds o
resfriamento foram cortados no microtomo (Leica modelo RM2145) com
espessura de 5um. Os cortes histologicos foram montados em laminas e
corados com solugdo de hematoxilina-eosina (HE) e Movat’s.A Colocragao
em Movat’s mostra a cartilagem em azul e a neocartilagem azul mais claro.
Além disso, foram realizadas fotos macro das laminas para que fosse
possivel analisar também o perimetro e a area das luzes das traqueias.

Através do programa IMAGE PRO-PLUS ® 4.5, midia Cybernetics, foi
realizada , pelo mesmo avaliador, trés vezes de modo manual, das fotos em
“‘macro”, a medida a luz traqueal dos dois grupos, e a partir dessas trés
medidas, foi realizada uma média, a qual foi utilizada como padrdao e

aplicada a analise estatistica.
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Realizaram-se as medidas dos perimetros e das areas das imagens
das laminas tiradas em “macro”.

Todas as fotos continham a mesma régua ao lado, de forma que foi
possivel identificar o perimetro e area da luz das traqueias e, por uma escala
numeérica, proporcionalmente transformar esta medida em centimetros.

Foi realizada também analise por imunohistoquimica, com o seguinte
anticorpo: Anti-AggrecanARGxx mouse monoclonal (BC-3) (ab3773) —
Abcam Inc. Kendall Square Suite B2304, Cambridge, MA02139-1517 USA. A

titulacéo utilizada foi de 1:200.



6 ANALISE ESTATISTICA
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Os resultados obtidos das medidas do perimetro e da area da luz
traqueal, nas traquéias submetidas ao defeito, foram descritos por médias,
medianas, valores minimos, valores maximos e desvios padrdes.

Para a comparacgao entre os grupos (analise inter grupo) em relagao
ao perimetro e a area foi considerado o teste t de Student para amostras
independentes. A condigao de normalidade das variaveis foi avaliada pelo
teste de Shapiro-Wilks. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica.

Os dados foram analisados com o programa computacional Statistica v.8.0.



7 RESULTADOS
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71 Seguimento pés-operatorio

Os dois grupos foram mantidos por sessenta dias apds os
procedimentos cirurgicos no Biotério da PUCPR, antes do sacrificio.

Nos animais do grupo MA houve apenas um obito, por insuficiéncia
respiratdria apresentando sinais clinicos evidentes de estridor, taquipnéia, e
baixa perfusdo tecidual no pds-operatério imediato. Dois animais do grupo
MA apresentaram abscesso encapsulado no local da cirurgia. Estes
abscessos envolviam os planos musculares pré-traqueais e foram removidas
no dia do sacrificio, antes da remogao da peca cirurgica.

Nos animais do grupo controle identificaram-se dois Obitos pelos

mesmos motivos acima descritos, relacionados a insuficiéncia respiratoria.

7.2 Avaliagao microbiolégica das membranas

Do total de doze amostras de MA colhidas seis apresentaram
crescimento bacteriano. A bactéria mais prevalente foi o Staphylococcus
coagulase negativo, seguido pelo Stapylococcus aureus, Streptococcus
viridans, Enterobacter sp. E Neisseria sp.

As amostras contaminadas foram excluidas do estudo.
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7.3 Processo de descelularizagdao da Membrana Amnioética

7.3.1 Analise histolégica

Foi realizada a analise da MA ao microscopio Optico, onde foi
visibilizado que a MA apresentava-se intacta (Figura 7A) e apds o processo
de descelularizacdo com auséncia de células epiteliais e destruicdo da

estrutura colagena em algumas camadas (Figura 7B).

A HE 10x B HE10x

Figura7: (A) representa MA intacta. (B) MA descelularizada: Nota-se a
auséncia completa de células epiteliais, porém com destruicao
da estrutura coldgena em algumas camadas (coloragdo HE,
aumento na objetiva 10x).

A andlise por microscopio de varredura identificou-se a membrana

amniodtica antes a apds o processo de descelularizagao (Figuras 8 A/B/C/D)
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%308 S5Bmm n #1085 B6d Lrm

Figura 8: Membrana intacta A e B. Membrana descelularizada C e D.
Microscopia de varredura. (Fig. C 300X/ Fig. D 10.000X-
relacionado com a escala logo na porgéao inferior das figuras)
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7.4 Medidas do Perimetro e Area da Traqueia

Todas as traqueias foram retiradas desde a laringe até dois
centimetrosdaCarina Principal da arvore brénquica, como pode ser

observado na Figura 9.

Figura 9: Traqueia retirada apds a eutanasia a dois centimetros da Carina
Principal

7.5 Analise Histologica

7.5.1 Analise Macroscépica

Foram realizadas as medidas das traqueias, como segue abaixo

(Figura 10).
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Figura 10: Analise macroscopica do local da leséo da traquéia, onde foram
realizadas as medidas da area e do perimetro, pelo programa

IMAGE PRO-PLUS® 4.5.

7.5.2 Analise dos resultados de Perimetro e Area

Para cada uma das medidas da luz das traqueias avaliadas
(perimetro e area) foram feitas as comparacdes entre os grupos controle e
MA no local da lesao traqueal. Os resultados sdo apresentados nas Tabelas

1e2enas Figuras 11 e 12.

Tabela1. Variavel: Perimetro no defeito (analise inter grupo)

Grupo n Média Mediana Minimo Maximo Desvio padrdo Valor de p*
Controle 8 1,70 1,70 1,34 2,00 0,23
Membrana 9 2,07 1,98 1,81 2,52 0,25 0,006

*Teste t de Student para amostras pareadas, p<0,05
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Os resultados

significativa entre os grupos em

indicam que existe diferenga estatisticamente

relagio a média do perimetro.

Considerando-se os resultados obtidos pode-se afirmar que, em média, o

perimetro do defeito no grupo controle é 18% menor do que este perimetro

no grupo MA.
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Figura 11: Perimetro no defeito dos grupos controle e MA

Tabela 2. Variavel: area no defeito (analise inter grupo)

Grupo n Média Mediana Minimo Maximo Desvio padrdo Valor de p*
Controle 8 0,15 0,15 0,09 0,20 0,04

Membrana 9 0,22 0,20 0,17 0,35 0,06 0,012

*Teste t de Student para amostras pareadas, p<0,05
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Em relagdo a area no defeito, foi identificada diferenga significativa
entre os grupos. Em média, a area do defeito no grupo controle é 32%

menor do que a area do defeito no grupo MA.
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Figura 12. Area no defeito dos grupos controle e MA
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7.6 Analise Microscépica

Foram realizadas as analises com Hematoxilina-Eosina (HE) e

Movat’s.

Figura 13 Figura 14

Figura13: Lamina do grupo MA no local do defeito. HE (4x), onde se
identifica:

* (: Tecido cartilaginoso maduro

» = :Tecido epitelial pseudoestratificado ciliado

1 : Tecido conjuntivo
« /\ :Vasos sanguineos

. *:Tecido cartilaginoso Imaturo (ilhas)

Figura 14: Lamina do grupo MA no local do defeito. (HE) (20x), onde

identifica:

° ﬁ//\( :Tecido cartilaginoso Imaturo (ilha)
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Através das imagens das laminas acima, pode-se perceber que em
sessenta dias ja aparece a epitelzagdo do tecido endotraqueal. Essas
ldminas mostram areas do defeito criado, onde o enxerto com MA foi fixado.
Pode-se perceber a presenga de tecido cartilaginoso imaturo, o que
posteriormente ndo sera possivel de ser visto nas laminas do grupo controle.
A neovascularizagdo também é evidente nas laminas do grupo submetido ao
enxerto.

O tecido conjuntivo € mais abundante e ndo totalmente organizado,
visto que a eutanasia foi feita apos sessenta dias. Talvez essa modelacao
possa ocorrer de forma diferente dessa que se apresentada, embora nao
seja significativamente importante neste estudo. No maior aumento, é
possivel ter uma clara visdo de uma “ilha” de cartilagem imatura, onde os
nucleos celulares sdo mais alongados do que na cartilagem madura, néo
tem uma coloracéo tdo exuberante como na cartilagem madura na coloragao

por HE.

Figura 15 Figura 16
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Figura 15: Ladmina do grupo MA no local do defeito. Movat’s (4x)

. * :Tecido Cartilaginoso imaturo
« = :Tecido Epitelial pseudoestratificadociliado

Figura 16: Lamina do grupo MA no local do defeito. Movat’s (20x)

As figuras 15 e 16, também s&o imagens microscépicas, do grupo
MA. Essas laminas submetidas a coloracdo de Movat’s, onde o tecido
cartilaginoso se apresenta na coloragao azul, como pode-se observar nas
imagens acima. Na Figura 15, onde onde se tem um vis&do panoramica do
local do defeito, ratifica-se a presenca de tecido epitelial pseudoestratificado
ciliado, assim observou-se também na coloracdo HE. Essa coloracio
também foi utilizada no grupo controle e o contraste fica claro pelas

imagens.

Figura 17 Figura 18

Figura 17: Lamina do grupo controle. HE (4x)

Figura 18: Lamina do grupo controle. Movat’s (4x)
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. * : Tecido cartilaginoso imaturo
* — : Tecido epitelial pseudoestratificado ciliado
e [ : Tecido conjuntivo

v Nota-se que ndo ha vasos sanguineos nas laminas do grupo controle

Nessas duas laminas acima, sao especificadas caracteristicas
do grupo controle, ou seja, onde so feita a traqueostomia e o fechamento
dos musculos pré traqueais e pele.

A primeira imagem (figura 17) esta corada em HE. Mostra um
detalhe importante, ha nas bordas do defeito pequena quantidade de tecido
cartilaginoso imaturo. Mostra uma tentativa do organismo em fechar o
defeito e repara-lo da forma como o era anteriormente ao trauma, embora
isso ndo seja visto completamente. A cicatrizagdo nas suas diferentes fases,
“fecha” o defeito com fibrose / tecido conjuntivo, o mais rapido possivel: o
que pudemos perceber nesses sessenta dias em todas as laminas. A
epitelizagdo endotraqueal ja se mostra completa com tecido

pseudoestratificado ciliado.

7.7 Analise Imunohistoquimica

A andlise imunohistoquimica foi realizada com o anticorpo anti-

agreccana e os cortes histolégicos seguem abaixo:
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Figura 19 Figura 20

Figura 19 e 20: Lamina corada com técnica de imunohistoquimica

com anticorpoanti-aggrecan (grupo MA)

Com o intuito de comprovar a presenga de tecido cartilaginoso,
realizamos testes de imunohistoquimica para anticorpo anti-aggrecana,
comprovando a presenga de ilhas de cartilagem e a presenca de completa

epitelizacdo da luz traqueal com tecido epitelial pseudoestratificado ciliado.
Fig. 20 (4x) e Fig. 21 (20x)

. * : llha de Cartilagem imatura

* —> : Tecido Epitelial pseudo estratificado ciliado
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Figura 21

Figura

22

Figura 21 e 22: Lamina corada com técnica de imunohistoquimica com

anticorpo anti-aggrecan (grupo controle)

e como nao ha cartlagem , ha apenas tecidos conjuntivo e de

cicatrizagao.

A fixacao dessas laminas e sua coloracdo foi um processo de dificil

execugao, pois, havia pouca quantidade de cartilagem e essa ndo se podia

fixar facilmente, se descolava da lamina, deixando um aspecto bem pouco

organizado. Na primira imagem (figura 21), ainda consegue-se evidenciar a

presenca de tecido epitelial pseudoestratificado ciliado, j4 na segunda

imagem (figura 22), ndo €& possivel observar muito, mas é evidente a

auséncia de tecido cartilaginoso imaturo ou neovascularizagéo, ja que essas

ldaminas sao provenientes das traqueias do grupo controle, onde ndo houve

enxerto de MA.
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Figura 23 Figura 24

Figura 23 e 24: Lamina corada com técnica de imunohistoquimica com
anticorpo anti-aggrecan (mostra o padrdo em colunas do

anticorpo anti-aggrecan)

Fig. 22 (4x) e Fig. 23 (10x).

. O: cartilagem hialina — padrao caracteristico do aggrecan

* —>: tecido epitelial pseudoestratificado ciliado

Foi utilizado o anticorpo anti-anggregana, como comprovagao da
imunohistoquimica pelo seu padrdo na cartilagem hialina da traqueia. Ela
exibe, quando corada pela imunohistoquimica, um efeito onde ha muita
aggreacana e outros locais onde ndo ha essa mesma quantidade. Também,
dentro do corpo traqueal da cartilagem observou-se um efeito listrado onde
havia areas exibindo uma forte coloragdo onde havia aggrecana. Isto foi

observado ao longo de todas as sec¢des da cartilagem traqueal, em fatias de
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multiplos e de todas as espécies animais observadas. Havia também
algumas aggrecanas na coloragao dos tecidos circundantes fora do anel de

cartilagem.
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8 DISCUSSAO
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Um problema cada vez mais frequente identificado no sistema
respiratério sdo as estenoses das vias aéreas superiores com um
significativo aumento da morbimortalidade, sendo uma questdo desafiadora,
principalmente devido a complexidade relacionada as suas causas.

A membrana amnidtica tem se mostrado um excelente curativo
biolégico e seu uso na medicina regenerativa vem aumentando, na medida
em que aumenta o uso de biomateriais como curativos em tecidos
lesionados ou doentes, devido a sua citoarquitetura e suas caracteristicas
regenerativas como: efeito antiadesivo, antibacteriano, proteg¢do de feridas,
reducao da dor e reepitelizagao por facilitar a adesao e migragéo das células
epiteliais basais, prevenir a apoptose e restaurar o fenétipo epitelial.(‘”

A MA tem sido utilizada como curativo na reconstrugao da superficie
ocular substituindo o tecido conjuntival nas doengas cicatriciais da cornea e
conjuntiva. O seu emprego tem se estendido a outras areas da medicina
como na reparacido de queimaduras de pele, onfalocele e na prevengao de
ades3o tecidual em cirurgias da cabeca, abdome, pélvis, vagina e laringe.

Existem diversas formas de tratamento de estenose de traquéia,
porém nenhuma delas atinge um resultado suficientemente satisfatério, o
tratamento cirurgico, embora sendo o tratamento de escolha para a estenose
de traqueia ainda ndo assegura eficacia satisfatoria. Existe a possibilidade
de reestenose, presenca de infeccdo, deiscéncia de sutura e nesse caso o
obito pode ser em minutos.

Ainda existem complicagdes nao relacionadas com a cirurgia

propriamente dita, da traqueia: 1. Cardiogénicas: muitas das estenoses
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traqueais se originam no pdés operatério de uma cirurgia cardiaca,
geralmente, uma revascularizagdo miocardica e por isso os doentes podem
ter varias alteragdes cardiacas. 2. Neurogénicas: Muitos doentes,
principalmente os jovens, tem sequelas do trauma cranioencefalico que
podem se acentuar durante a cirurgia traqueal se ocorrer hipotenséo arterial
ou hipéxia grave. No intuito de obter técnicas ou fatores que propiciem uma
reducdo na incidéncia de estenoses trageuais, utilizando diferentes tipos de
stents ou orteses.®>1:32)

Com isso, os métodos de engenharia tecidual estdo ganhando
importancia na criagao e confeccdo de novas proteses traqueais. O conceito
da engenharia tecidual € baseado na ressemeadura “in vitro” de estruturas
bioldgicas ou artificiais com células autélogas.®?

Por isso, uso da MA como matriz extracelular descelularizada neste
estudo teve como objetivo ndo apenas servir para que as células, como os
condrocitos dos préprios animais, colonizassem este membrana, mas
também testar a sua capacidade em evitar a estenose de traqueia.

A membrana amnidtica descelularizada atua como arcabouco,
membrana basal que suporta o crescimento do epitélio e facilita a migragéo
de condrdcitos. Sua camada basal possui colageno tipo IV, laminina-1,
laminina-5 e fibronectina, que desempenham papel importante na adesao
celular que promovem diferenciagao e previne a apoptose epitelial.(34)

Muito tem sido pesquisado no intuito de se encontrar uma estratégia

que crie uma protese biocompativel e resistente em longo prazo.
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Evidéncias anteriores apontam que a descelularizagcdo em
biomateriais torna o tecido menos antigénico, induzindo menor resposta
inflamatoria e menor degeneraco tecidual.®®

Um processo de descelularizagao implicaria na remogao completa
de componentes celulares e simultdnea manutengao da matriz extracelular
com minima influencia na matriz de montagem. Se a matriz celular diminui a
imunogenicidade do enxerto, é esperado que uma o6tima preservagao dos
componentes da matriz extracelular resultaria na manutencdo das
propriedades biomecanicas da estrutura.®®

Embora n&do haja consenso na literatura, preferimos pela completa
remocao das células epiteliais devido ao fato de muitos autores indicarem
bons resultados com culturas celulares em membranas descelularizadas em
comparagao com aquelas sobre epitélio integro ou parcialmente removido.

Tudorache | et al. em 2007 publicaram um estudo comparando trés
diferentes protocolos de descelularizagcdo das valvas pulmonares porcinas e
as suas influéncias nas propriedades morfolégicas e biomecanicas.
Utilizaram separadamente desoxicolato de sodio (SD) a 1%, duodecil sulfato
de sédio (SDS) a 1% e tripsina a 0,05% / acido etilenodiaminotetra-acético
(EDTA) a 0,02%. Os autores verificaram que a integridade morfologica e
biomecanica, assim como a preservacdo das proteinas da matriz
extracelular, foram claramente superiores nos grupos tratados com os
detergentes, enquanto que o grupo tratado com enzima resultou em

destruicdo da membrana basal.
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Neste trabalho utilizamos as duas primeiras substancias juntas,
porém em menor concentragcao, e obtivemos satisfatéria descelularizagao
das membranas amnidticas e sem interagdo com o processo quimico de
descontaminagao demonstrada pela analise de microscopia eletronica.

Relatos na literatura atual descrevem que o processo de
descelularizacao ndao remove os fatores de crescimento intrinsecos e outras
proteinas funcionais que propiciam o alinhamento das fibras de colageno
mantendo a forga de estrutura, responsaveis pela regeneragao celular no
local do seu implante.®®

O processo ideal de descelularizacao deve remover todas as células
e antigenos celulares mantendo todos os fatores de crescimento e
proliferagdo celular que residem na matriz. Chun, S.Y. et al. (2007),
utilizaram a submucosa de bexiga completamente descelularizada por
diversas lavagens com detergentes e agentes enzimaticos e asseguraram
que fatores de crescimento importantes, tais como VEGF, TGFb1, bFGF e
EGF, permanegam presentes no tecido descelularizado.®”

A utilizacdo de matrizes extracelulares descelularizadas que nao
sejam provenientes de cartilagem, apresentou-se vantajoso, pois € possivel
desenvolver modelos padronizados de enxertos que podem ser
estabelecidos com novos tecidos: mais faceis de serem obtidos, com maior
volume e com caracteristicas ainda ndo descobertas.®®

Em seus estudos, Remlinger et col utilizaram uma matriz extracelular
hidratada xenogénica descelularizada (HDTM) de cartilagem com o objetivo

de tratar defeitos traqueais em modelo experimental em cachorros. Os
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autores sugeriram que a HDTM pode proporcionar forga suficiente para
sustentar as pressdes do ciclo respiratorio apdés o implante e também
estimular o desenvolvimento do epitélio de cartilagem madura. Entretanto, a
degradacdo do tecido cartilaginoso implantado sem uma adequada
substituicdo derivada da cartilagem hospedeira, identificada nos achados da
anatomia patolégica, sugere que uma populagdo de células mesenquimais
provavelmente seria necessaria para promover a neoformacdo de
cartilagem.®®

Outros estudos propdéem formas de tratar os defeitos traqueais sem
indicagdo de corregdo cirurgica pela técnica classica, por meio da
substituicdo de um segmento traqueal por materiais que imitam a forma
tubular da traquéia. Tsukada et al utilizaram ovelhas na substituicdo de
defeito traqueal de oito centimetros de comprimento utilizando segmentos de
aorta da mesma espécie de animais. Além desse enxerto, foi utilizado um
stent com dez centimetros de comprimento de silicone, para prevenir o
colapso da via aérea. Os resultados apds trés meses de seguimento
visibilizaram traqueite severa, linfadenite, pneumonia e necrose do enxerto,
sugerindo a faléncia do tratamento proposto.

Este mesmo estudo sugeriu utilizar a aorta semeada com
condrdcitos para a correcao do defeito, entretanto a evolucédo e a tendéncia
no momento ¢é utilizar matrizes descelularizadas para que essas
complicagdes ndo ocorram e que também n&o seja necessario instituir
imunossupressao, o que poderia desencadear um processo com maior risco

de infecggo.“?
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Neste trabalho, onde se implantaram membranas amnidticas
descelularizadas com o intuito de substituto do defeito traqueal nao foi
utilizada a imunossupressao nos animais, corroborando com a sugestao dos
autores anteriores, onde nao foram identificadas complicagdes relacionadas
a infeccdo no local do implante. Ainda observamos que, onde se
implantaram membranas amnidticas descelularizadas quimicamente e
descontaminadas com diéxido de cloro sobre a traqueia, observou-se apos
sessenta dias uma moderada infiltragdo de neutrdéfilos e discreta invasao de
macrofagos e vasos neoformados.

Habitualmente apés um implante tecidual, independente do local,
ocorre sempre uma reacao inflamatéria tipo “reacdo de corpo estranho”.
Essa inflamagdo pode ser boa num primeiro momento, pois deflagra a
cicatrizacdo da lesdao, mas pode também levar a faléncia do implante.
Reacdo de corpo estranho estimula liberagcdo de células gigantes e
macrofagos que produzem citocinas e atraem fibroblastos gerando
fibroses.“" Em nosso estudo a superficie do Iimen traqueal na area da
cirurgia apresentou-se, macroscopicamente, com aspecto uniforme
analisado por morfometria, com uma estrutura delgada encobrindo a area de
enxertia, sugerindo migracdo do epitélio por toda a superficie do retalho.
Esse fato foi confirmado pela microscopia, revelando o aparecimento de
células com caracteristicas morfoldégicas semelhantes a condrécitos com
formagao de ilhas de cartilagemneoformada e surgimento de novos vasos

sanguineos, avaliados pelos exames de microscopia Optica coradas em HE,
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Movat’s e confirmadas pela imunohistoquimica, compativel com os
resultados observados por (Baiguera, Birchallet al. 2010).“?

Jin et col em 2007, ao utilizarem a membrana cultivada com
condrécitos humanos para recuperagdo da cartilagem articular também
observaram alta celularidade sobre a matriz com caracteristicas
morfolégicas semelhantes acondrécitos com aumento no espessamento da
membrana basal.*)

Apesar de o nosso estudo ter sido realizado com membrana
amnidtica descelularizada ndo cultivada com células, encontramos vasos
neoformados na regido transplantada demonstrando mais uma vantagem
deste biomaterial. Este dado talvez tenha ocorrido pelo fato que ja ter sido
relatado que a MA descelularizada permanega com os fatores angiogénicos,
bem como a preservacdo de proteoglicanas, uma das principais
componentes da matriz extracelular, que contribui para as caracteristicas
mecanicas do tecido através da atragcdo de agua, mas também se pensa ser
um reservatério de varios fatores de crescimento, por vezes, quando estes
n3o s&o facilmente produzidos e liberados pelas células residentes. %44

Em nosso estudo, pelo fato de terem sido identificados novos
tecidos cartilaginosos apdés o implante da membrana amnidtica sobre a
traquéia, acreditamos que as células do animal receptor migraram para o
enxerto, colonizaram-no e iniciaram a sintese de matriz extracelular,
regenerando a estrutura do tecido lesado. Esta suposicdo esta baseada em

um estudo de Olender et al, que infere que a revitalizagdo de tecidos ou

seja, a semeadura de células nesses tecidos desvitalizados, mas afirma que
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nao é fundamental que o tecido seja semeado para que haja regeneragéo
tecidual.“®

Embora os animais deste estudo tenham sido submetidos ao
implante da MA nas lesbes da traqueia e mantidos por sessenta dias de pés
operatorio, ndo é possivel afirmar se o processo de regeneracéao tecidual e a
aderéncia da MA junto & traqueostomia possa apresentar resultados
diferentes caso os animais tivessem sido acompanhados por um tempo mais
prolongado. Mas grande parte da literatura sobre implantes em traqueias de
coelhos tem tomado por base sessenta dias e o0 mesmo numero de
amostragem de animais®*®

Além dos resultados de regeneragdo celular, nosso estudo
demonstrou que n&o houve estenose significativamente importante no local
do enxerto, quando comparados com os coelhos do grupo controle. Tal fato
pode ser explicado porque a membrana amnidtica descelularizada apresenta
baixo potencial de rejeicdo e outras caracteristicas anteriormente citadas,
fortalecendo areas mais frageis onde ocorre reabsorg¢ao cartilaginosa por
tecido conjuntivo denso sem diminuigao da luz traqueal.

Em um estudo proposto por Dua et al, também utilizando coelhos, o
defeito foi realizado na parede anterior da traqueia em trés anéis e 120° do
didmetro. Um grupo de quatro coelhos recebeu como enxerto submucosa
intestinal porcina (SIS), outro grupo de quatro coelhos, recebeu enxerto de
SIS submetido ao transplante de uma camada de células mesenquimais

(SIS +MSC) e o outro grupo de coelhos era o controle. Doze semanas apds

0os grupos SIS e controle mostraram areas de fibrose densa na area
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peritraqueal e protusao de tecido fibrético no lumen traqueal, ou seja, houve
estenose. Nos animais do grupo SIS + MSC visibilizou-se menos infiltrado
inflamatoério, menos granulomas, entretanto com regeneragdo do epitélio
pseudoestratificado colunar, sugerindo uma regeneragao tecidual.®)

Foi utilizado o anticorpo anti-anggregana, como comprovagao da
imunohistoquimica pelo seu padréo na cartilagem hialina da traqueia. Ela
exibe, quando corada pela imunohistoquimica, um efeito onde ha muita
aggreacana e outros locais onde ndo ha essa mesma quantidade. O que ja
havia sido comprovado em outro estudo, ratificou-se nesse nosso estudo:
Também, dentro do corpo traqueal da cartilagem observou-se um efeito
listrado onde havia areas exibindo uma forte coloragdo onde havia
aggrecana. Isto foi observado ao longo de todas as se¢des da cartilagem
traqueal, em fatias de multiplos e de todas as espécies animais observadas.
Havia também algumas aggrecanas na coloragéo dos tecidos circundantes
fora do anel de cartilagem.

Sabendo que a anastome término-terminal, quando possivel de ser
realizada, € o melhor tratamento nas estenoses de traqueia, com a
engenharia de tecidos ha um novo horizonte se abrindo através de varios
estudos. Talvez a cirurgia pudesse ser realizada em dois tempos onde
houvesse ja neocartilagem capaz de ser utilizada para reconstrugdo do
orgao. Outra possiblidade seria ndo utilizar o maximo de ressecgao traqueal
ja estabelecido e citado, utilizando a membrana amnidtica e todas as suas

propriedades e neste caso ndo submeter a sutura dos cotos a uma tensao
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demasiada e se fosse necessario uma sgunda intervencdo, que houvesse
também neocartilagem para reconstugéo da traquéia.

Outra questao a ser discutida seria o porqué a area onde foi feito o
implante, nas laminas e nas medidas de perimetro e area foram maiores que
as do grupo controle. Uma implicagao seria que a regeneracgao celular,
aliada ao processo inflamatério que € inerente a qualquer procedimento
cirargico. Pode ter havido tragdo da porgao posterior da traqueia que é
membranosa e bem flexivel, j& que em todas as laminas, ndo ha presenca
de redugédo da luz traqueal por granuomas ou fibrose.

Em resumo, a engeharia de tecidos tem mostrado novas
oportunidades de tratamento das patologias traqueais e recriagao de
padrées mais préoximos dos nativos.

Quanto aos processos de descelularizagdo para a membrana
amnidtica bem como diversos tipos de biomateriais. Todos tém suas
vantagens e desvantagens que podem levar ao sucesso ou a faléncia do
implante.

Pelos trabalhos apresentados na literatura, a presenca de fatores de
crescimento se mantém mesmo apds a descelularizagao do tecido. A partir
dos resultatos obtidos quando esse método é empregado, implica-se essa
conclusdo. Nao havia possbilidade de crescimento de novos tecidos se o
impante fosse um tecido inerte, sem nada a oferecer, apenas como um
“tampa orificio”.

Portanto, muitas pesquisas serao ainda necessarias para se

desvendar todo o potencial de uso da membrana amniética na reconstrucéo
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traqueal, mas podemos prever que ela possa ter importantes aplicagdes

clinicas.



9 CONCLUSOES
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Baseados nos dados acima descritos identificou-se que houve:

* Presenca de tecido cartilaginoso imaturo e de vasos
sanguineos na regiao onde foi previamente implantada a MA,

sugerindo uma regeneragao tecidual.

* Na&o houve estenose traqueal significativa do grupo submetido

ao implante da MA em relag&o ao grupo controle.
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