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Resumo. Objetivou-se avaliar a cicatrizagdo da musculatura retoabdominal em coelhos submetidos a
laparorrafia utilizando-se o fio de sutura a base de quitosana, categute cromado e poliglactina 910. Foram
utilizados 24 coelhos, divididos em quatro grupos: quitosana e categute 15 dias, quitosana e categute 30 dias,
quitosana e poliglactina 910 15 dias e quitosana e poliglactina 910 30 dias. Cada grupo foi composto por seis
coelhos, nos quais foram realizadas incisdes reto abdominais bilateriais. A laparorrafia foi feita com fio de
quitosana de um lado e categute cromado ou poliglactina 910 do outro. Realizou-se analise clinico-cirdrgica,
histologica e avaliagdo post-mortem, além de testes de citotoxicidade e mecanicos no fio de quitosana. O mesmo
apresentou baixa resisténcia mecénica e citotoxicidade. O fio de quitosana utilizado neste estudo n&o
proporcionou uma cicatrizagdo satisfatoria em coelhos, pois desencadeou uma resposta inflamatéria acentuada,
possivelmente devido a toxicidade do fio adquirida durante sua produgao.

Palavras-chave: Cirurgia, Biomateriais, Quitosana, Reparacdo Tecidual, Engenharia de
Tecido.

1. INTRODUCAO

A cicatrizacdo tecidual é um processo biolégico complexo, que busca a restauracdo das
caracteristicas fisiolégicas do tecido, restabelecendo assim sua fungdo. Este evento ocorre em
trés fases: inflamatdria, proliferativa e remodelamento (YOUNG & MCNAUGHT, 2011).

O fio de sutura € um produto invasivo, podendo ser sintético ou natural, utilizado para
manter as bordas da ferida aproximadas até pelo menos a fase proliferativa da cicatrizacéo, e
deve ser resistente ao meio no qual atua (MORAIS et al., 2013).

A quitosana € um biopolimero obtido a partir da quitina, que é um polissacarideo presente
no exoesqueleto de crustaceos, sendo polimeros atdxicos, biodegradaveis, biocompativeis e
produzidos por fontes naturais renovaveis (AZEVEDO et al., 2007).

A producdo de biomateriais a base de quitosana tem sido foco de varias pesquisas, Vvisto
que a utilizagdo de polimeros naturais para aplica¢6es diversificadas contribui para os avangos
das ciéncias e apresentam diversas vantagens relacionadas a facil aplicabilidade,
biocompatibilidade e biodegradabilidade (AZEVEDO et al., 2007).

KHOR & LIM (2003) realizaram estudos sobre a aplicacdo da quitosana em Varios tipos
de implantes (ortopédicos e odontoldgicos), reconstituicdo de tecidos, liberacdo controlada de
drogas, uso como cicatrizante e biocompatibilizante entre tecidos, onde ficou comprovado o
uso promissor desse material nas aplicacdes analisadas.
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AZEVEDO et al. (2013) analisaram os efeitos da hidroxiapatita e quitosana no reparo do
tecido 6sseo em coelhos, onde esta Gltima apresentou biocompatibilidade e maior estimulo na
deposicao de tecido 6sseo tanto aos 30 dias como aos 60 dias de pos-operatorio.

O presente estudo teve por objetivo avaliar a cicatrizacdo da musculatura retoabdominal
em coelhos submetidos a laparorrafia com fio de sutura & base de quitosana comparando-o aos
fios categute cromado e poliglactina 910.

2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFCG, campus
Patos, segundo protocolo de aprovagao n° 002/2016.

Foram utilizados 24 coelhos adultos, higidos, de ambos os sexos, da raca Nova Zelandia,
pesando em média 3,0+0,95 kg. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro
grupos com seis animais: grupo quitosana e categute cromado 15 dias (QC-15) e 30 dias (QC-
30 dias) e quitosana e poliglactina 910 15 dias (QP-15) e 30 dias (QP-30). Os animais foram
alocados em gaiolas individuais, desverminados com albendazol 5% (Magzole 5%, Leivas
Leite S/A Industrias Quimicas e Bioldgicas, Brasil) na dose de 20 mg/kg, por via oral, e
passaram por um periodo de adaptacao de sete dias antes do inicio do experimento, recebendo
racao balanceada duas vezes ao dia e dgua potavel ad libitum.

Os fios de quitosana foram fabricados no Laboratério de Engenharia de Materiais do
Programa de Pés-graduacgdo da UFCG, Campus de Campina Grande/PB. Foi preparada 4 g de
quitosana em pé a 4% (Grau de desacetilacdo 75%-85% e acetilacdo de 25-15%) mais 0,4 g
do composto aditivo polietileno (Peo) sendo os solutos dissolvidos em 100 mL de solugéo de
acido acético a 1%. Em seguida, colocou-se a solucdo no agitador mecanico por 15 minutos.

Os fios foram feitos através da técnica de fiacdo Umida, utilizando seringas de 10 mL,
agulhas de calibre 16 G e bomba infusora com velocidade de 45 mL/h. Ao passar pela agulha
os fios foram imersos em uma solucdo de hidroxido de sédio a 1 M/L. Os fios foram entéo
lavados com agua destilada e por fim esterilizados com 6xido de etileno.

Foram realizados testes biomecanicos utilizando méquina de ensaio universal. O ensaio
dimensional foi realizado medindo o didmetro dos fios com micrémetro digital. A
microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada com auxilio de microscopio
eletronico de bancada. A avaliacdo de citotoxicidade foi realizada pelo teste por MTT.

No pré-operat6rio os animais foram anestesiados com xilazina 2% (Xilazin injetavel 2%,
Ouro fino, Brasil) na dose de 5 mg/kg e cetamina (Cetamin injetavel 10%, Agrofur, Brasil) na
dose de 40 mg/kg, aplicados pela via intramuscular (IM). Em seguida foi feita a anestesia
epidural com lidocaina a 2% (Anestt 2%, Syntec Ltda, Brasil) na dose de 0,3 mL/Kkg.
Administrou-se ainda meloxicam (Maxicam injetavel 2%, Ouro fino, Brasil), na dose de 0,2
mg/kg, IM, o qual foi repetido a cada 24 horas durante trés dias de pos-operatorio.

Realizaram-se duas incisdes longitudinais bilaterais na regido paramamaria de
aproximadamente 5 cm na pele, como também na musculatura. No primeiro grupo (QC-15)
uma incisao foi suturada com fio de quitosana 2-0 e a outra com fio categute cromado 2-0. No
segundo grupo (QP-15) uma incisdo foi suturada com fio de quitosana 2-0 e a outra com fio
poliglactina 910 2-0. Em ambos os grupos utilizou-se o padrao “X” de sutura. O mesmo
procedimento cirargico foi repetido para os animais do periodo de 30 dias de eutanasia.

Para a reducdo do espagco morto, utilizou-se o fio categute cromado 2-0 quando a
miorrafia foi realizado com o fio categute cromado ou quitosana e o poliglactina 910 quando
na miorrafia empregou-se a poliglactina 910. O padrdo utilizado para todos os grupos foi
intradérmico e na dermorrafia utilizou-se o fio de nailon 3-0 padrdo simples separado.
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No pds-operatério (PO) foi realizada diariamente a avaliacdo clinica por avaliador
“cego”, por 10 dias, observando o grau da resposta inflamatoria (discreta, moderada,
acentuada), presenca ou auséncia de secre¢do, infeccdo e/ou hérnia incisional.

As eutanasias foram realizadas em dois momentos, sendo 12 animais ap6s 15 dias e 12
apos 30 dias de PO. Os animais foram anestesiados com xilazina e cetamina nas doses de 5 e
40 mg/kg, respectivamente, IM. Apos isso foram induzidos a anestesia geral com propofol
(Propovan 1%, Cristalia Produtos Quimico Farmacéuticos Ltda, Brasil) na dose de 5 mg/kg,
por via intravenosa, por fim foi administrado 0,1 mL/kg de lidocaina na cisterna magna.

A avaliacdo macroscopica observou presenca ou auséncia de aderéncias a Orgaos da
cavidade abdominal e o aspecto da cicatrizacdo. Para o estudo histolégico, fragmentos foram
fixados em solucdo de formol tamponado a 10%, apos isso, realizou-se a clivagem, inclusdo
em parafina e coloracdo de hematoxilina e eosina. A avaliacdo histopatoldgica analisou
células e estruturas como neutréfilos, macréfagos, células gigantes, linfdcitos, eosinéfilos,
necrose, calcificacdo, tecido de granulacdo, fibrose e hemorragia. A leitura para identificar a
frequéncia celular baseou-se em: ausente (0), discreta (1) (ndo circunda totalmente o fio),
moderado (2) (circunda totalmente o fio), intenso (3) (circunda totalmente o fio, numa
espessura duas a trés vezes maior que a anterior) (GIANLUPI & TRINDADE, 2004).

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do programa BioEstat 5.0. Foi
empregado teste de U-Mann-Whitney a 5% de significancia. Os dados sdo apresentados como
média £ desvio-padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Ensaios biomecéanico, dimensional e MEV do fio de quitosana

O fio de quitosana apresentou uma resisténcia mecéanica de 80% (9,8 N) estando abaixo
da norma NBR 13904/2003 que estabelece uma resisténcia mecanica para fios de sutura 3-0
de 12,26 N. As dimensdes dos fios se enquadraram nos limites exigidos da norma. A MEV
revelou um fio monofilamentar e uniforme, com discretas falhas em algumas areas,
provavelmente devido ao uso de agulhas durante a fiacdo. A quitosana apresentou um grande
potencial como material para fabricacdo de fios, corroborando com autores que relatam sua
versatilidade para a area biomédica (KHOR & LIM, 2003). O nivel de resisténcia mecanica
inferior ao limite da norma e as falhas observadas durante a MEV, mostram que € necessario
0 aperfeicoamento da construcdo do fio com esse biomaterial.

3.2. Avaliagéo da citotoxicidade do fio de quitosana

Os testes de citotoxicidade realizados de acordo com a norma ISO 10993-5 (ABNT,
2003), revelaram um indice de viabilidade de 30%, indicando que os fios séo toxicos, visto
que, as células ndo conseguiram sobreviver quando em contato. A citotoxicidade € um
problema de alguns fios absorviveis como por exemplo, a seda, sua utilizacdo pode levar o
organismo a produzir uma reacdo de corpo estranho (MASLOVA et al., 2016). De acordo
com VULCANI et al. (2015), a quitosana possui comprovada biocompatibilidade e a
atoxicidade, levando a relacionar a citotoxicidade encontrada no presente estudo, ao processo
de fabricacgéo dos fios.

3.3. Avaliacao clinica da ferida cirargica

As feridas cirurgicas nas quais foram utilizados o categute cromado e poliglactina 910
nos periodos de 15 e 30 dias, apresentaram resposta inflamatdria moderada e discreta,
respectivamente. Essa diferenca se deve ao tipo de absor¢do de cada fio, pois materiais
organicos absorvidos por protedlise induzem reacdo tecidual maior, comparados aos materiais
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sintéticos absorvidos por hidrélise (AVILA FILHO et al., 2015). Nas feridas que em que se
utilizou o fio de quitosana, nos periodos de 15 e 30 dias foram observados sinais de
inflamacdo no local da ferida cirdrgica durante os trés primeiros dias de avaliacdo, além de
consideravel aumento de volume que ao ser pressionado liberava secrecdo purulenta. Depois
de constatada a presenca de secrecdo, foi administrado antibiético de amplo espectro,
enrofloxacina (Floxiclin 10%, Biofarma Quimica e Farmacéutica Ltda., Brasil) na dose de 10
mg/kg, IM, duas vezes ao dia durante sete dias, contudo, o aumento de volume e secregéo
ainda persistiram apds o término da administracdo. Supondo-se que tal secrecdo ndo era em
decorréncia de infecgéo, e sim de uma resposta tecidual ao fio de quitosana.

Os resultados encontrados na avaliacdo clinica diferem dos relatados por SANTANA et

al. (2014) que utilizaram filmes de quitosana na reparacdo do tenddao em coelhos, e ndo
observaram complica¢fes como inflamacdo acentuada e presenca de secrecdo purulenta.
Um coelho apresentou hérnia incisional e dois evisceragdo. Todos 0s casos em que ocorreram
hérnia e evisceracdo foram no lado suturado com fio de quitosana e no primeiro dia de
avaliacdo poOs operatéria. A hipdtese para estes casos é que o fio de quitosana apresentou
baixa resisténcia mecanica. Os dois animais que apresentaram evisceracdo foram a oébito,
sendo posteriormente substituidos.

3.4. Laudo de necrdpsia dos grupos

Durante a necropsia observou-se presenca de multiplos abscessos e moderada aderéncia
as visceras na regido de todos os animais em que foi utilizado o fio de quitosana nos dois
periodos (Fig. 1). Na regido em que foi utilizado tanto o categute cromado como a
poliglactina 910, nos periodos de 15 e 30 dias, observou-se em dois coelhos a presenca
discreta de abscessos no subcutaneo e minima aderéncia a visceras. Segundo FREITAS et al.
(2012) as aderéncias sdo constituidas por tecido conjuntivo, e podem ser transitérias, em
resposta a inflamacdo local branda, conhecida como fibrinosa, ou podem ser fibrosas,
decorrentes de processos inflamatdrios mais severos. Em virtude da resposta inflamatoria
mais acentuada causada pelo fio de quitosana, as aderéncias se mostraram mais frequentes e
nitidas comparadas aos fios categute cromado e poliglactina 910, cuja inflamacdo se
apresentou de forma moderada e leve, respectivamente.
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Fig. 1 — Avaliacdo macroscopica da musculatura suturada com fios de quitosana, categute
cromada e poliglactina 910 ap6s 15 e 30 dias.

3.5. Avaliacgéo histopatoldgica
Os resultados da andlise histoldgica dos fios de suturas utilizados no procedimento

cirdrgico durante os periodos de 15 e 30 dias de eutanasia, encontram-se na Fig. 2.
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Fig 2. Médias e desvio padrdo da andlise histol6gica comparando grupos em que a
musculatura foi suturada com fios de quitosana (GQ) ou categute cromado (GC) e quitosana
(GQ) ou poliglactina 910 (GP) apds 15 e 30 dias.

O fio de quitosana nos periodos de 15 e 30 dias desencadeou uma reacdo inflamatéria
piogranulomatosa acentuada, caracterizada pelo infiltrado inflamatorio constituido por
neutrofilos em sua maioria degenerados ao redor do fio, macréfagos, eosindfilos e linfocitos,
associado a éareas multifocais de necrose. Havia ainda presenca de células gigantes
multinucleadas do tipo corpo estranho, no interior de seu citoplasma observou-se material
eosinofilico sendo fagocitado. Na periferia dos abscessos havia moderado tecido de
granulacdo. REDROBE (2002) observou que a formacdo de material caseoso é uma forma de
resposta a corpo estranho nos coelhos, sendo uma caracteristica da prépria da espécie. Na
analise histopatologica visualizou-se um material eosinofilico birrefrigente, caracterizado
como o fio de quitosana. Esse material esteve presente também nos fios categute cromado nos
periodos de 15 e 30 dias, ja no fio poliglactina 910 no periodo de 15 dias foi observado a
presenca de material basofilico birrefrigente.

A resposta celular imediata ocorre sempre quando um corpo estranho entra em contato
com um tecido vivo. Durante a primeira etapa ha um predominio de neutrofilos e macrofagos,
caracterizando a fase aguda do processo inflamatério. Os neutr6filos sdo substituidos por
células mononucleares, constituida por linfocitos e histiécitos dando inicio a fase cronica do
processo inflamatério (KLEINPAUL & BICAS, 2005).

Os neutrofilos e macréfagos sdo células da imunidade inata, que agem na fagocitose,
liberacdo e ativacdo de mediadores inflamatérios. Os Padrfes Moleculares Associados a
Patdgenos (PAMPs) sdo polissacarideos, comumente encontradas na superficie de micro-
organismo, estes ativam a resposta imune inata, por interagdo com diferentes receptores
conhecidos como Receptores de Reconhecimento de Padrdes (RRP). Entre os varios RRPs
envolvidos em opsonizagdo, ativagcdo de complemento e fagocitose, os receptores Toll-Like
(TLRs) se destacam por seu papel central na ligacdo a patdgenos e iniciacdo da resposta
inflamatoria (CRUVINEL et al.,, 2010). A elevada expressdo celular de neutrofilos e
macrofagos pode estar relacionada a interacdo de TLRs na superficie celular com moléculas
de polissacarideos presentes na estrutura da quitosana. Os efeitos tdxicos do NaOH liberado
pelo fio de quitosana podem ter potencializado ainda mais a neutrofilia, visto que polimeros
citotoxicos tendem a estimular a degranulagéo de neutréfilos (CRISTOVAM et al., 2010).
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A diferenca na contagem de eosinofilos entre 0s grupos quitosana e categute e quitosana
e poliglactina 910 nos periodos de 15 dias e 30 dias pode ser atribuida a reacdo do tipo corpo
estranho ou anticorpo/antigeno desencadeada com maior intensidade pelo fio de quitosana. Os
eosinofilos participam ativamente de reacdes imunes mediadas por IgE (hipersensibilidade
tipo 1) e infeccbes parasitarias, acentuando-se em casos de reacdo do tipo anticorpo/antigeno
(SPINELLLI et al., 2012). A eosinofilia por infestacbes endoparasitarias foi descartada, uma
vez que todos os animais foram devidamente desverminados. Segundo ARANAZ et al.,
(2009) proteinas residuais da quitina e quitosana podem provocar reacOes alérgicas de
hipersensibilidade, o teor dessas proteinas depende da fonte do polimero.

Ocorreu um grau acentuado de necrose do grupo quitosana no periodo de 30 dias de
eutandsia, comparado aos grupos categute e poliglactina 910 no mesmo periodo. A conjectura
para esta diferenca € que os animais do periodo de 30 dias tiveram um contato mais
prolongado aos agentes toxicos do fio de quitosana comparados aos do periodo de 15 dias de
eutanasia. GOMES (2009) em um estudo comparando o filme de quitosana com gordura
autdgena na prevencdo de aderéncias pds-laminectomia dorsal em coelhos também observou
acentuado foco de necrose em volta do filme de quitosana. Segundo ARMSTRONG (2006) os
efeitos de agentes toxicos sobre as mitocondrias estdo diretamente relacionados a regulacéo
da morte celular, pois eles agem na geracdo de ATP nas mitocondrias alterando a
permeabilidade da membrana e na concentracdo de calcio intramitocondrial, 0 que pode
explicar a presenca de necrose nos grupos em que se utilizou o fio de quitosana.

A taxa de degradacdo da quitosana e o GD (grau de desacetilagdo) influenciam na
resposta inflamatdria, pois amostras de quitosana com alto GD apresentam menor velocidade
de degradacdo e consequentemente gera minima reacdo inflamatéria (ARANAZ et al., 2009).
CHATELE et al., (2001) estudaram a influéncia do grau de acetilacdo (GA) em algumas
propriedades bioldgicas dos filmes de quitosana e observaram que quanto maior o GA da
quitosana, menor a adesao celular e maior a proliferacdo celular.

N&o houve diferenca estatistica entre 0s grupos quanto as células gigantes, linfécitos,
calcificacdo, tecido de granulacéo, fibrose e hemorragia. As hipoteses para estes resultados é
que os TLRs estdo presentes apenas nas superficies de algumas células, acentuando a resposta
inflamatdria frente as moléculas de polissacarideos ou ainda a influéncia do grau de
acetilagdo/desacetilagdo da quitosana na aderéncia e proliferagdo celular. Segundo
TRINDADE & GIANLUPI (2004), os fios de suturas absorviveis geralmente ndo causam
fibrose acentuada, pela curta permanéncia no tecido. JA a auséncia de calcificacdo
possivelmente se deve a atividade fagocitaria exercida pelos neutréfilos e macréfagos, que
eliminam os debris celulares e restos de tecidos necroticos (JONES et al., 2003).

4. CONCLUSAO

O fio de quitosana utilizado neste estudo ndo proporcionou uma cicatrizagdo satisfatoria
em coelhos, pois desencadeou uma resposta inflamatdria acentuada, possivelmente devido a
toxicidade do fio adquirida durante sua producéo, sendo necessarios mais estudos no que diz
respeito a sua producdo e utilizagao.
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Abstract. The objective was to evaluate the healing process of rectus abdominis muscle in
rabbits submitted to laparorrhaphy using chitosan-based, chromed catgut and polyglactin
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910 suture. It was used 24 rabbits, divided into four groups: chitosan and catgut 15 days,
chitosan and catgut 30 days, chitosan and polyglactin 910 15 days and chitosan and
polyglactin 910 30 days. Each group was composed of six rabbits. Two incisions were done in
each side of the abdomen wall, the laparorrhaphy was performed with chitosan on one side
and chromed catgut or polyglactin 910 on the other. It was carried out clinical-surgical,
histological and post-mortem evaluations, and cytotoxicity and mechanical tests. The suture
showed low mechanical strength and cytotoxicity. The chitosan did not provide a satisfactory
healing in rabbits, it triggered a strong inflammatory response, possibly due to the polymer’s
characteristics, its physicochemical properties during production thereof and by this toxicity.
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