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1. INTRODUCAO

A reconstrucao com tecidos nativos €, historicamente, a forma mais
utilizada para o restabelecimento do tecido original de um 6rgao lesado ou mal
funcionante. KOBOLD e THAL (1963) foram os pioneiros na demonstracdo do
crescimento de um novo tecido de mucosa duodenal sobre retalho seroso
recobrindo defeitos duodenais. Em seguida, outros autores avangcaram numa
série de investigacdes quanto ao reparo de lesdes nos orgdos gastrointestinais,
observando reconstrucdo tecidual com o uso de superficie serosa de oOrgdos
adjacentes (HATAFUKU e THAL, 1964; HIROTA e HARKINS, 1965 ¢
BENDER, SEBOR e ZUIDEMA, 1968).

Outra variedade de estudos experimentais tem focado a engenharia de
tecidos na recuperagdo de oOrgdos perdidos ou mal funcionantes, com
reestruturacao celular de, por exemplo, pele (RUSZCZAK, 2003), orgdos
geniturindrios (SIEVERT e TANAGHO, 2000; PARNIGOTTO, GAMBA,
CONCONI e MIDRIO, 2000; WEFER, SEKIDO, SIEVERT, SCHLOTE,
NUNES, DAHIYA, JONAS e TANAGHO, 2002 ¢ CAMPODONICO,
MICHELAZZI, BENELLI e TONCINI, 2003), parede abdominal (GAMBA,
CONCONI, LO PICCOLO, ZARA, SPINAZZI e PARNIGOTTO, 2002;
SILVERMAN, LI, HOLTON III, SAWAN e GOLDBERG, 2004 ¢ MA, Ll e
HU, 2006), sistema cardiovascular (SODIAN, HOERSTRUP, SPERLING,
DAEBRITZ, MARTIN, SHOEN, VACANTI e MAYER, 2000) e trato
gastrointestinal (CHEN e BEIERLE, 2004 e ROCHA ¢ WHANG, 2004).

O principio geral de reconstrugdo tecidual funcional, na engenharia de
tecidos, corresponde ao transplante de células sobre materiais biocompativeis
ou a inducao do crescimento celular pelo tecido circundante sobre esses

materiais (KIM, BAEZ e ATALA, 2000). O mesmo principio ¢ aplicado aos



métodos de recuperacdo tecidual com o uso de retalhos autdlogos ou com
materiais protéticos.

Segundo ROCHA e WHANG (2004), algumas varidveis sado
fundamentais no processo de crescimento do tecido de novo: fonte confidvel de
células, sinais moleculares, propriedades fisico-quimicas da superficie de
apoio para o crescimento tecidual ¢ o processo de maturacdo. Em contraste
com os tecidos nativos, os tecidos neoformados, em modelos experimentais,
possibilitam a manipulacao daquelas variaveis descritas.

Na observacdo do desenvolvimento de nova mucosa intestinal, aspecto
muito importante € a capacidade de regeneracdo das células intestinais.
Contudo, as c¢lulas ndo sobreviverao sem um substrato de adesdo que permita a
interagdo celular e a presenca de fatores de crescimento.

Ja foram demonstradas diferentes superficies de apoio para o
desenvolvimento de neomucosa intestinal, como a serosa de colo
(BINNINGTON, SIEGEL, KISSANE e TERNBERG, 1973 e GATON,
CZERNOBILSKY, KRAUS, MOTOVIC, GLAS, TAUB e MAN, 1980),
retalhos musculares pediculados (LILLEMOE, BERRY, HARMON, TAlI,
WEICHBROD e COGEN, 1982 ¢ ASLAN, BONEVAL, ELPEK, GELEN e
MELIKOGLU, 2003) e materiais protéticos (HARMON, WRIGHT, NOEL e
COGAN, 1979; WATSON, FRIEDMAN, GRIFFIN, NORTON e¢ MELLICK,
1980 e WATKINS, DENNISON e COLLIN, 1984).

Mais recentemente, os biomateriais tém sido alvo de estudo para o
desenvolvimento de novos tecidos (KIM e col., 2000 e ROCHA ¢ WHANG,
2004). Além de fornecerem uma superficie temporaria para a orientacao do
crescimento e organizagdo, também podem prover sinais bioldgicos necessarios
para o estabelecimento e a retencao daquele tecido em formacao (peptideos de
adesao celular e fatores de crescimento, por exemplo). Sao classificados em trés
tipos principais: materiais naturais, matrizes teciduais acelulares e polimeros

sintéticos.



Matrizes teciduais acelulares sdo malhas ricas em substancias de
sustentagdo. Desde que a estrutura protéica (colageno e elastina) seja bem
conservada e normalmente arranjada, as propriedades mecinicas ndo sao
significantemente diferentes daquelas de uma matriz extracelular natural, como
a submucosa de bexiga (DAHMS, PIECHOTA, DAHIYA, LUE e TANAGHO,
1998) e submucosa de intestino delgado (BADYLAK, 2002).

As matrizes teciduais acelulares tanto podem ser obtidas por processos
mecanicos de descamagdo celular, com remog¢dao das camadas epitelial e de
revestimento de um orgdo, quanto podem se originar de tratamento detergente-
enzimatico com remo¢ao de todos os elementos celulares.

A observacao do desenvolvimento de tecido intestinal de novo sobre
biomateriais, especificamente as matrizes acelulares, tem sido relatada
principalmente com o uso de submucosa de intestino delgado preparada por
remocao celular mecanica (CHEN e BADYLAK, 2001; WANG, WATANABE
e TOKI, 2003 e WANG, WATANABE, NODA, YOSHIDA, OYAMA e TOKI,
2005). Ainda, os estudos citados utilizam segmentos intestinais isolados para a
interposicao do retalho de matriz acelular.

No presente estudo, aplica-se modelo de obtencdo da matriz tecidual
acelular com base no tratamento detergente-enzimatico do intestino delgado de
rato e utiliza-se a matriz obtida como superficie de apoio para o
desenvolvimento de nova mucosa na continuidade do transito intestinal do

animal.



2. OBJETIVO

Analisar a morfologia de uma nova mucosa de intestino delgado, formada
sobre retalho de matriz tecidual acelular, aposto em segmento intestinal integro

de ratos.



3. LITERATURA

3.1 - NEOMUCOSA INTESTINAL

3.1.1 — Observacao do desenvolvimento de nova mucosa

A necessidade de reparo de lesdes intestinais, principalmente as
traumaticas, propiciou o desenvolvimento de diferentes técnicas operatorias. O
fechamento primario de um grande defeito, 50% ou mais da circunferéncia da
alca intestinal, pode apresentar estenose da luz do intestino ou resultar em
sutura sob tensdo com conseqiiente deiscéncia. Desenvolveram-se, entdo,
técnicas de reparo utilizando-se as paredes integras de orgdos adjacentes ao
defeito primdrio. Assim € que o reparo com superficies alheias aos segmentos
intestinais lesados favoreceu a observacdo do desenvolvimento de tecido
original naquelas superficies.

KOBOLD e THAL (1963) relataram o reparo de lesdes traumaticas do
duodeno de cdes com serosa jejunal. Fizeram uma abertura na parede
antimesentérica do duodeno e utilizaram alga jejunal para cobrir o defeito. Em
oito semanas, toda a serosa do jejuno estava coberta por epitélio duodenal
semelhante ao duodeno adjacente normal.

Com o objetivo de comparar diferentes técnicas no tratamento das lesdes
de continuidade do duodeno, ASTARCIOGLU, KOCDOR, SOKMEN,
KARADEMIR, OZER e BORA (2001) observaram que tanto a
duodenojejunostomia em “Y” de Roux, quanto o reparo com alga jejunal ou
quanto o uso de retalhos de politetrafluoretileno (PTFE) foram superiores a
sutura primaria do duodeno, em termos de sobrevida. Descreveram ainda o

crescimento de neomucosa sobre a parede serosa do jejuno, comegando pelas



margens, com duas semanas de observagdo; apds seis semanas, a superficie
serosa estava completamente preenchida por neomucosa duodenal. Também
houve crescimento de nova mucosa duodenal sobre a superficie de PTFE,
consistindo em epitélio colunar com formagdo de vilosidades, nos ratos vivos
16 semanas ap0s a operagao.

Com o intuito de aplicar a técnica de tamponamento seroso na juncao
esofagogastrica nos casos de ruptura espontanea do esdfago, HATAFUKU e
THAL (1964) e THAL, HATAFUKU e KURTZMAN (1965) relataram rapida
cicatrizacdo esofagica, com desenvolvimento de epitélio escamoso em um dos
lados do retalho, bem como desenvolvimento de epitélio colunar géstrico no
outro lado.

Em 1968, CYWES investigou técnicas do uso de retalhos para cobrir
defeitos intestinais ou para alargar a circunferéncia da cardia nos casos de
acalasia, observando expansao de superficie mucosa.

No Brasil, MENDELSSONH, MAGALHAES e GOLDENBERG (1998),
utilizando a mesma técnica de tamponamento seroso da jun¢do esofagogastrica
descrita por THAL e col. (1965), em caes, observaram a cinética do
desenvolvimento de nova mucosa sobre a superficie serosa que, precocemente,
era substituida por cé€lulas inflamatérias e formagdo vascular. No esdfago, o
processo de crescimento do novo tecido se completava com duas semanas de

periodo pos-operatdrio e, no estdbmago, com quatro semanas.

3.1.2 — Neomucosa sobre superficies serosa e muscular

A observacao experimental do crescimento de nova mucosa sobre outras
superficies, que ndo o tecido primario, resultou na investigacdo de técnica
potencial de ampliagdo da superficie intestinal nos casos de intestino curto,
caracterizados por decréscimo da area total da mucosa de absor¢do. Sindrome

do intestino curto refere-se a clinica resultante de resseccao intestinal extensa,



seguida de superficie intestinal absortiva remanescente inadequada e
insuficiente para os processos de digestdo e absor¢do de nutrientes, fluidos e
eletrdlitos. Caracteriza-se, portanto, por mal-absor¢do e conseqliente mal-
nutricdo do individuo (VANDERHOOF e LANGNAS, 1997).

As primeiras superficies utilizadas para o crescimento de uma nova
mucosa intestinal foram retalhos autdlogos de serosa de alcas intestinais
(peritonio) e retalhos musculares (parede abdominal) ou materiais protéticos
como o politetrafluoretileno ou o dacron.

BINNINGTON e col. (1973) recobriram uma incisdo feita na parede
antimesentérica do jejuno de cdes com serosa do colo descendente e observaram
desenvolvimento de neomucosa intestinal que cresceu das margens do retalho
para o centro. Em seguida, BINNINGTON, SUMMER, LESKER, ALPERS e
TERNBERG (1974) mostraram atividade de transporte de aminodcidos na nova
mucosa jejunal formada sobre o mesmo modelo experimental descrito
anteriormente. Atividades de aminopeptidase, maltase e lactase foram similares
na neomucosa quando comparadas ao jejuno normal.

Usando modelo experimental em porcos, BINNINGTON, TUMBLESON
e TERNBERG (1975) verificaram que o desenvolvimento de uma nova mucosa
jejunal, crescendo sobre retalho seroso de colo, propiciava aumento do ganho
ponderal dos animais com intestino curto.

GATON e col. (1980) recobriram defeitos criados no jejuno de 50 caes
com a parede do colo adjacente, dividindo os animais em grupos com ou sem
resseccao intestinal maciga. Foi observada a formacao de uma nova mucosa em
quase todos os animais com quatro semanas de periodo pos-operatorio. Estudos
histologicos, morfométricos e histoquimicos demonstraram caracteristicas de
mucosa jejunal normal. Relataram ainda estimulo funcional e estrutural mais
acentuado na nova mucosa que cresceu nos animais com intestino curto,
sugerindo influéncia dos mecanismos de adaptacdo do intestino remanescente

sobre o desenvolvimento de um novo tecido.



Em coelhos, reparando ferimentos de ceco e¢ colo ascendente com a
parede jejunal, FONTES, BANDEIRA, FERREIRA, NIGRO, CAMPOS e
SENHORINI JUNIOR (2000) também observaram o desenvolvimento de
mucosa sobre a parede serosa ja no sétimo dia pos-operatorio.

Com coelhos, LILLEMOE e col. (1982) utilizaram retalhos de musculo
da parede abdominal, com suprimento vascular mantido pela artéria epigastrica
inferior, para fechar um defeito criado no ileo terminal. O retalho estava
recoberto por neomucosa em quatro semanas e a circunferéncia da alga
intestinal 70% mais larga que o ileo adjacente normal. Em comparacdo a
mucosa ileal normal, a neomucosa apresentou parametros eletrofisiologicos
semelhantes, resposta a administracdo de glicose e capacidade de absorcao de
sais biliares.

Em ratos, SIMOES, ANDRADE, LOUREIRO, CECCATO, CARDOSO
e SANTIS (1995), recobrindo segmento de ileo terminal com retalho axial da
parede abdominal, nutrido pela artéria epigastrica superior, demonstraram
presenga de mucosa normal, com vilosidades maduras, trinta dias depois do
experimento.

ASLAN e col. (2003) idealizaram um retalho musculoperitoneal
vascularizado pelo omento e anastomosado a parede jejunal de ratos.
Observaram significante aumento da circunferéncia do segmento intestinal
tratado, bem como expansdo de nova mucosa jejunal em todos os retalhos,
quatro meses depois.

THOMPSON, VANDERHOOF, ANTONSON, NEWLAND e
HODGSON (1984), num estudo experimental com coelhos, concluiram que
ambos, serosa do colo e parede muscular abdominal, sdo uteis como suportes
para o crescimento de neomucosa funcional. Demonstraram taxa de
crescimento da mucosa similar em ambos os grupos, com defeito do ileo

terminal recoberto por serosa do colo adjacente ou musculo pediculado da



parede abdominal. Verificaram ainda atividade normal das enzimas da borda

em escova para a sucrase, maltase e lactase.

3.1.3 — Neomucosa sobre materiais protéticos

Os estudos 1niciais com o uso de materiais protéticos para o crescimento
de neomucosa demonstraram insucesso ¢ insatisfacdo. Em 1979, HARMON e
col. usaram dacron para o reparo de defeitos criados no ileo distal de coelhos. O
material foi expelido através do lumen apds recuperacdo da integridade da
parede intestinal. WATSON e col. (1980) relataram o uso de tubo de PTFE
anastomosado em continuidade com o jejuno e observaram um crescimento
minimo (cinco milimetros) de mucosa intestinal. WATKINS e col. (1984)
utilizaram retalhos de dacron para o reparo de 25 cm de lesdo de bolsas jejunais
isoladas, em cachorros; as proteses foram total ou parcialmente expelidas pelo
limen intestinal, sem evidéncia de crescimento de neomucosa, trés meses
depois da operagao.

THOMPSON, KAMPFE, NEWLAND e VANDERHOOF (1986)
relataram que materiais protéticos, como o dacron, PTFE e acido poliglicolico
(APG), fornecem suporte para o crescimento de uma mucosa funcional no
intestino delgado de coelhos. Contudo, o aumento da area de superficie
intestinal foi muito pequeno, uma vez que a neomucosa ocupou apenas 15% do
defeito original. Constataram ainda que o uso de tubos protéticos interpostos na
continuidade do intestino delgado acarretou grande mortalidade, 80% nas
primeiras duas semanas de periodo pods-operatério, € nenhuma evidéncia do
crescimento de nova mucosa. Chama-se a aten¢do para este estudo como o
primeiro relato do uso de um material sintético absorvivel, o APG.
THOMPSON e col. (1986), porém, ndo destacaram nenhuma vantagem com o

S€u uso.



Numa revisdao, CHEN e BEIERLE (2004) afirmaram que materiais nio-
absorviveis parecem nao ser boa opg¢ao para o crescimento tecidual. O tecido
regenerado apresenta desarranjo arquitetural e o melhor resultado € uma

estrutura tubular estenotica, que pode ser Util somente como superficie de apoio.

3.1.4 — Neomucosa sobre outras superficies

Outras superficies foram estudadas para o crescimento de mucosa
intestinal e todas apresentaram padrao aceitavel de novo tecido formado. EREZ,
RODE e CYWES (1992) ressaltaram a capacidade absortiva de fluidos e
eletrolitos pelo peritonio parietal, fazendo uma anastomose enteroperitoneal e
observando crescimento de neomucosa. BARLAS, GOKCORA, EREKUL,
DINDAR e YUCESAN (1992) afirmaram vantagens no uso de membrana
amnidtica humana para neonatos em risco de perda intestinal, sem arriscar os
tecidos proprios. BERMEJO, ALBASINI, EGEA, GARCIA, CARMONA ¢
PARICIO (1993), com o uso de dura-mater liofilizada interposta no intestino de
ratas, verificaram crescimento de neomucosa de caracteristicas semelhantes ao
intestino normal, retardo do trinsito intestinal, ligeira melhora da curva

ponderal e alta mortalidade com a técnica cirtrgica.

3.1.5 — Fatores que influenciam a formacao de neomucosa

Uma série de fatores parece estar relacionada com a formagdo e o
desenvolvimento da nova mucosa. Primeiramente, a natureza da superficie
utilizada para o reparo de defeitos no intestino delgado, conforme descrito
anteriormente. Outros fatores que podem exercer influéncia sao a localizagdao no
trato intestinal do crescimento de nova mucosa, o tamanho do retalho
interposto, a presenca de contetdo intraluminal e fatores humorais locais e a

concomitancia com ressec¢ao intestinal ou nao.



Em geral, a grande capacidade de adaptacdo do ileo e sua habilidade de
transportes especificos, refletindo a especializacdo longitudinal do trato
gastrointestinal, parecem permitir uma taxa de formag¢do e crescimento
diferenciados para uma nova mucosa sobre retalhos colocados no ileo terminal.
THOMPSON, VANDERHOOF, DAVIS ¢ GRANDJEAN (1985) verificaram
crescimento de neomucosa mais rapido no ileo do que no jejuno. Recobriram
defeitos de cinco centimetros de comprimento na parede antimesentérica do
jejuno e ileo de coelhos com a serosa do colo adjacente e, apds quatro e oito
semanas, constataram uma cobertura mais completa do defeito original do ileo,
bem como mucosa funcionalmente melhor. Constataram atividade de transporte
de glicose, aminoacidos e sais biliares. Contudo, ndo houve diferenga no
tamanho final do defeito ou no aumento do didmetro do segmento reparado,
sugerindo que, com o tempo, o ganho da area de superficie seria similar em
ambos os locais, jejuno e ileo.

Considerando que somente pequenos segmentos de intestino delgado
podem ser tratados com retalhos, por causa da limitacdo da quantidade de
superficie serosa e aspectos anatomicos que dificultam a técnica, BRAGG e
THOMPSON (1986), usando o mesmo modelo experimental em coelhos,
apresentaram o resultado de que, recobrindo multiplos pequenos defeitos, dois
por cinco centimetros, o crescimento de um novo tecido serd mais rapido do
que o crescimento tecidual sobre grandes defeitos, com a mesma medida da
area de superficie mucosa tratada.

Presume-se que a formac¢do do novo tecido ocorra por proliferagao
celular nas criptas da mucosa normal adjacente e migracao epitelial ao longo do
retalho (BRAGG ¢ THOMPSON, 1986). A quantidade de neomucosa obtida
pelos retalhos ¢ dependente da taxa de crescimento e contracdo do defeito
inicial que ocorre habitualmente sobre a cicatrizagdo de feridas (BRAGG,

THOMPSON, HOLLINGSED e SAXENA, 1987).



Exposi¢do ao conteudo intraluminal parece ser tdo importante para o
crescimento de neomucosa, quanto para a adaptagdo tecidual do intestino
remanescente apds resseccdo maciga. Em 1986, THOMPSON, TEMPERO,
HAUN e VANDERHOOF analisaram a morfologia e a funcdo de nova mucosa
sobre superficie serosa do colo, recobrindo defeitos no ileo terminal, com a
continuidade com o transito intestinal e sem esta. Observaram que a neomucosa
apresentava melhor desenvolvimento das vilosidades no segmento intestinal
integro do que no segmento desviado (bypass), bem como maior atividade de
dissacaridase. Sugeriram a presenga de fatores locais, contetido intraluminal e
fatores humorais, exercendo influéncia estimulatéria sobre o crescimento
tecidual.

Outro relato da possivel influéncia do conteudo intraluminal na
regeneragdo intestinal foi feito por THOMPSON e col. (1985), quando
verificaram crescimento diferenciado de neomucosa sobre o jejuno e o ileo.
Esse fato pode representar diferengas no conteudo da luz intestinal, no
crescimento intrinseco e na capacidade de adaptacdo entre aqueles segmentos
intestinais.

Com o intuito de verificar a influéncia de substincias humorais na
regeneragdo € no crescimento da mucosa intestinal, THOMPSON, SHARP,
SAXENA e McCULLAGH (1987) descreveram o efeito da urogastrona,
substincia estimuladora da sintese de poliaminas, e observaram
desenvolvimento mais rapido da nova mucosa bem como menor contracao do
retalho utilizado, com maior area de superficie medida.

Situagdo adequada para a avaliacdo da influéncia de fatores sist€émicos e
locais sobre o crescimento tecidual intestinal encontra-se nos casos de ressec¢ao
em grande quantidade do intestino delgado. A enterectomia resulta, usualmente,
num periodo de adaptacdo do intestino remanescente, com forte estimulo de
proliferagdao celular, observado nas criptas intestinais, assim como aumento na

migrac¢do celular ao longo das vilosidades.



As alteragdes estruturais e funcionais no processo de adaptacado intestinal,
que ocorrem depois de resseccdo macica, tém sido bem demonstradas por
diversos autores (CHAVES, SMITH e WILLIAMSON, 1987; IGLESIAS ¢
ZUCOLOTO, 1994; THOMPSON, QUIGLEY e ADRIAN, 1996;
THOMPSON e FERGUSON, 2000 e CISLER e BUCHMAN, 2005). Eles
concordam quanto a mediacdo de numerosos fatores na adaptacdo do intestino
remanescente tais como, fatores de crescimento, citocinas, hormonios,
secregOes  gastrointestinais e  nutrientes (WAITZBERG, CUKIER,
MUCERINO, LOGULO, TORRINHAS e CASTRO, 1999; WONG e
WRIGHT, 1999; GU, WU, XIE, JIN e ZHUO, 2001; RIBEIRO, PINTO Ir,
MIRANDA, BROMBERG, LOPASSO e IRYA, 2004; WASHIZAWA, GU,
GU, OPENO, JONES e ZIEGLER, 2004 ¢ ZEKRI, SRAIRI, BEM AMMAR,
JAAFOURA MOHAMED e BEM MANSOUR, 2004).

A aplicagdo de retalhos ao intestino, concomitantemente a ressec¢do de
mais de 50% dele, resultou no crescimento precoce de neomucosa, quando
comparado com a aplicagdo isolada de retalhos (BRAGG ¢ THOMPSON,
1989). A taxa de producgdo celular nas criptas e a atividade de ornitina
descarboxilase foram significantemente maiores com uma semana de poOs-
operatorio nos animais submetidos a resseccao intestinal. Contudo, os autores
concluiram que, embora haja um crescimento mais rapido de neomucosa com a
ressec¢ao intestinal, o aumento da area de superficie final ndo ¢ afetado, por
causa da contracao do retalho adicionado.

O fato de que o crescimento de neomucosa sobre retalhos ndo resulta em
aumento significante da area de superficie intestinal, por contragdo do retalho e
relativa escassez de superficie serosa adjacente, levou os autores a iniciarem
pesquisas para obter o maximo de aumento da superficie mucosa sobre
estruturas tubulares, ganhando, também, aumento no comprimento final do
intestino. O tubo intestinal ideal teria fun¢des absortiva ¢ motora similares

aquelas do intestino delgado normal.



THOMPSON (1990) observou que a formacdo de um tunel do colo
adjacente, com molde intraluminal, propicia uma boa opcao para o crescimento
de nova mucosa, quando comparada a outras técnicas para 0 mesmo proposito,
tais como tuneis sem um molde.

Em 1996, utilizando coelhos, SADAY e MIR desenvolveram modelo
cirirgico que combinou alongamento intestinal e crescimento de neomucosa na
mesma abordagem. O principio era uma divisdo longitudinal da parede
antimesentérica de segmento intestinal isolado e formacdo de dois tubos
intestinais, compartilhando uma parede serosa a qual permitiria a formacgao de
nova mucosa. Houve crescimento completo de neomucosa com oito semanas do
periodo poOs-operatorio, sem retracdo dos tubos formados, bem como aumento
de duas vezes no comprimento intestinal.

Com uso do mesmo modelo experimental descrito acima, GUNSAR,
VATANSEVER, ARSLAN, SENCAN, MUFTUOGLU, OZBILGIN,
KAYMAZ e MIR (2004) mostraram expressdo imuno-histoquimica de
integrina, com grande distribui¢do na ldmina propria da tinica mucosa formada,

que caracterizou maturidade do novo tecido.

3.2 - BIOMATERIAIS

Os biomateriais provém estrutura tridimensional para o crescimento de
um novo tecido. Funcionam como uma matriz extracelular. Idealmente, o
biomaterial deve promover interacdo celular, crescimento e desenvolvimento
tecidual. A injecdo direta de suspensoes celulares sem estrutura de apoio tem
dificil controle para a localizagdo e organizacdo das células transplantadas
(KIM e col., 2000; CHEN e BEIERLE, 2004). Adicionalmente, as c€lulas nao
sobreviverdo sem substrato de adesdo. O suporte mecanico dos biomateriais
deve ser mantido até que o tecido regenerado tenha integridade mecéanica

suficiente para a propria manutencao.



Geralmente, o biomaterial selecionado para o suporte de tecido normal
completamente reconstruido deve ser degradavel e absorvivel, sem resultar em
processo inflamatorio (ROCHA e WHANG, 2004). Tal comportamento devera
evitar o risco de desenvolvimento de resposta do tipo corpo estranho do
organismo receptor. BERGSMA, ROZEMA, BOS, ROZENDAAL, JONG,
TEPPEMA e JOZIASSE (1995) afirmam que a taxa de degradacdo e a
concentragdo de produtos degradados nos tecidos circundantes do retalho
interposto, formado de acido polilatico, devem estar em niveis toleraveis, para
evitar toxicidade.

Outra importante caracteristica que se espera de um biomaterial ¢ aquela
que permite alta densidade de células requeridas para a regeneracdo tecidual, ou
seja, uma grande razdo entre area de superficie e volume. Segundo KIM e
MOONEY (1998), um alto grau de porosidade e tamanhos especificos dos
poros promovem crescimento tecidual a partir das c€lulas do tecido circundante.
Para KIM e col. (2000), quanto menor a densidade, quanto maior o espaco
intersticial e quanto mais largo os poros para a infiltragdo celular, maior a taxa
de degradacao do biomaterial.

Estudos preliminares mostraram substincias de adesdo celular e fatores
de crescimento no microambiente do biomaterial (HYNES, 1992; BARRERA,
ZYLSTRA, LANSBURY e LANGER, 1993 ¢ COOK, HRKACH, GAO,
JOHNSON, PAJVANI, CANNIZZARO e LANGER, 1997). Esses fatores que
promovem a adesdo encontram-se presentes no biomaterial ou sao incorporados
para o controle do comportamento celular.

Trés classes de biomateriais tém sido recomendadas para o uso em
engenharia de tecidos: materiais naturais (coldgeno), matrizes teciduais
acelulares (matriz extracelular) e polimeros sintéticos (4cido poliglicolico —
APG, éacido polilatico — APL e acido polilatico-co-glicolico — APLG). Os
materiais naturais e matrizes acelulares tém a vantagem potencial de

reconhecimento biologico.



O colageno ¢ o material natural extraido e purificado obtido de tecidos
humano ou animal. E a proteina mais abundante no corpo humano e, quando
utilizado em engenharia de tecidos, reconhecidamente menos antigénico, com
resposta inflamatoria minima (FURTHMAYR e TIMPL, 1976). Tem sido
aprovado pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) para aplicagdes
médicas, principalmente na cobertura de feridas e desenvolvimento de pele
artificial (PACHENCE, 1996).

O colageno exibe grande forca ténsil e elasticidade, bem como contém
seqlii€éncias peptidicas (arg-gly-asp, RGD) que permitem interacdes celulares
especificas, incluindo-se fibroblastos (SILVER e PINS, 1992).

A matriz extracelular consiste num complexo tridimensional de proteinas
estruturais e funcionais, glicoproteinas e proteoglicanos, indispensavel para
todos os oOrgdos e tecidos, sendo suporte natural para a morfogénese,
manuten¢do e reconstru¢do tecidual apds injuria (BADYLAK, 2002). Ha
reciprocidade dindmica entre a matriz extracelular e os elementos intracelulares,
nucleares e do citoesqueleto (BISSELL, HALL e PARRY, 1982 e
BOUDREAU, MYERS e BISSELL, 1995).

A composi¢do e estrutura da matriz extracelular sdo dependentes da sua
localizagdo nos diferentes tecidos e orgaos. O fato € que todas as matrizes
provém suporte estrutural e servem de reservatorio para fatores de crescimento
e citocinas.

Os polimeros sintéticos, APG, APL e APLG, tém ganhado aplicacdo
médica aprovada pela FDA (KIM e col., 2000); como exemplo, pode-se citar as
telas de Vicryl® (compostas de APLG) e Dexon” (compostas de APG). Os
produtos degradados daqueles ndo sdo toxicos, naturalmente metabolizados e
normalmente eliminados do organismo na forma de didoxido de carbono e dgua
(FREED, VUNJAK-NOVAKOVIC, BIRON, EAGLES, LESNOY, BARLOW
e LANGER, 1994).



A ampla utilizagdo dos biomateriais na engenharia de tecidos possibilitou
o desenvolvimento de técnicas especiais, tanto para a reconstrucao tecidual em
si quanto para o entendimento do complexo mecanismo do crescimento celular,
interacdo com o microambiente e interacdo intercelular (GRIFFITH e

NAUGHTON, 2002).

3.3 — NEOMUCOSA SOBRE BIOMATERIAIS / ENGENHARIA DE
TECIDO INTESTINAL

Atualmente, a estratégia fundamental para a engenharia de tecidos se
baseia no transplante de células-tronco ou na inducdo do crescimento de um
novo tecido obtido do tecido original que circunda superficies biodegradaveis,
os biomateriais (ROCHA e WHANG, 2004).

Em 1992, EVANS, FLINT, SOMERS, EYDEN e POTTEN descreveram
novo método para o isolamento de células epiteliais intestinais. Por processo
enzimatico, com o uso de dispase e colagenase, os autores obtiveram agregados
celulares adquiridos do intestino delgado de ratos com apenas seis dias de vida.
Apos purificagdo, aqueles agregados apresentaram estruturas com células
epiteliais com integridade da lamina propria, estruturas que foram designadas
organdides intestinais. AVANSINO, CHEN, WOOLMAN, HOAGLAND e
STELZNER (2006) definem as unidades organoides epiteliais como sendo
agregados de células-tronco e células mesenquimais.

Em seguida, TAIT, FLINT, CAMPBELL e EVANS (1994) inocularam
os organdides intestinais no tecido subcutaneo da regido dorsal de ratos adultos
e, depois de 14 dias do procedimento, observaram desenvolvimento de
estruturas semelhantes ao intestino delgado, formadas por uma camada
circunferencial de epitélio. A neomucosa ostentou vilosidades e criptas bem
formadas e continha todas as linhagens celulares do intestino delgado, isto ¢,

enterocitos, células caliciformes, células de Paneth e células enteroenddcrinas.



Apresentaram ainda atividade proliferativa localizada nas criptas, como no
intestino delgado pos-natal.

Com o intuito de avaliar o crescimento de neomucosa originada de tecido
intestinal desagregado sobre outro sitio que ndo o tecido subcutaneo, TAIT,
EVANS, FLINT e CAMPBELL (1994) reproduziram o mesmo experimento
com a inoculacdo dos organdides intestinais sobre segmento isolado de parede
muscular do colo ascendente de ratos sem a mucosa adjacente. Relataram
crescimento de neomucosa intestinal, morfologicamente normal, em 76% dos
animais utilizados.

A avaliag¢ao funcional da neomucosa formada pelo transplante de células-
tronco intestinais, sobre sitios ectopicos, revelou atividades enzimaticas da
digestdo (lactase, sucrase, aminopeptidase e atividade de fosfatase alcalina) e de
transporte de glicose, normais (TAIT, PENNY e CAMPBELL, 1995).

Utilizando-se de polimeros sintéticos (APG e APL) como superficies de
apoio para o crescimento de neomucosa, ORGAN, MOONEY, HANSEN,
SCHLOO e VACANTI (1992) mostraram que os tubos de polimeros
biodegradaveis, semeados por unidades celulares intestinais preparadas de
acordo com EVANS e col. (1992), eram recobertos por uma camada de epitélio
colunar apresentando unidades celulares dispostas em formagdo de vilosidades
e criptas.

Posteriormente, outros estudos reforcaram o desenvolvimento de
neomucosa intestinal sobre polimeros sintéticos implantados no omento de
ratos, que mostram integridade da nova mucosa formada (CHOI e VACANTI,
1997; CHOI, RIEGLER, POTHOULAKIS, KIM, MOONEY, VACANTI e
VACANTI, 1998 e KIM, KAIHARA, BENVENUTO, CHOI, KIM, MOONEY,
TAYLOR e VACANTI, 1999).

Uma vez que as células epiteliais requerem a presenga de células
mesenquimais para sua proliferagdo e sobrevivéncia in vitro (SANDERSON,

EZZELL, KEDINGER, ERLANGER, XU, PRINGAULT, LEON-ROBINE,



LOUVARD e WALKER, 1996), no estudo da regeneragdo tecidual intestinal,
faz-se necessaria a semeadura de células-tronco sobre superficies que
contenham as propriedades inerentes a interagdo celular, como as encontradas
na matriz extracelular natural.

A matriz extracelular € componente natural, dindmico e indispensavel
para a morfogénese, manuten¢do e reconstrucdo tecidual apds injuria, nos
organismos multicelulares (BADYLAK, 2002). As matrizes acelulares,
utilizadas como superficie de apoio no desenvolvimento de novo tecido, sdao
ricas em colageno e gradualmente sdo degradadas, substituidas e remodeladas
por proteinas do tecido mesenquimal extracelular sintetizadas e secretadas por
células-tronco transplantadas ou do tecido circunvizinho (KIM e col., 2000).
Dentre as inimeras proteinas relacionadas com a fun¢do de adesdo, migragdo e
sinalizagdo intracelular, chama-se especial atengdo para a fibronectina que
parece promover invasdo celular em superficies acelulares e bloquear em
superficies ricamente celularizadas (ARMSTRONG e ARMSTRONG, 2000).
Também as integrinas, receptores de moléculas da matriz extracelular, exercem
efeito positivo na integragdo intercelular e desenvolvimento tecidual
(YAMADA, PANKOV e CUKIERMAN, 2003).

Com a compreensdo da fungdo da matriz extracelular no suporte para o
crescimento tecidual, uma variedade de estudos tem descrito a obtencdao de
matrizes acelulares obtidas de diferentes tecidos como a pele (MIZUNO,
TAKEDA e UCHINUMA, 1999; SRIVASTAVA, DeSAGUN, JENNINGS,
SETHI, PHUANGSAB, HANUMADASS, REYES e WALTER, 2000;
RUSZCZAK, 2003 ¢ CHEN, HO, TSAI e SHEU, 2004), tecido muscular
(CONCONI, DE COPPI, BELLINI, ZARA, SABATTI, MARZARO, ZANON,
GAMBA, PARNIGOTTO e NUSSDORFER, 2005), tecido cardiovascular
(COURTMAN, PEREIRA, KASHEF, McCOMB, LEE e WILSON, 1994),
tecido geniturindrio (PIECHOTA, GLEASON, DAHMS, DAHIYA, NUNES,
LUE e TANAGHO, 1999) e tecido gastrointestinal (BHRANY, BECKSTEAD,



LANG, FARWELL, GIACHELLI e RATNER, 2006). O objetivo ¢ obter
superficie de apoio biodegradavel e rica em colageno.

Em 1989, BADYLAK, LANTZ, COFFEY e GEDDES descreveram uma
nova técnica para a obtengdo da submucosa do intestino delgado, matriz
extracelular natural, com remo¢do mecanica (raspagem) das camadas
seromusculares € mucosa do intestino. Outros estudos relataram o uso dessa
técnica e aplicacdo da entdo matriz acelular formada no crescimento de
neomucosa intestinal, tanto em cdes quanto em ratos (CHEN e BADYLAK,
2001; WANG e col., 2003; e WANG e col., 2005).

A submucosa de intestino delgado também tem sido utilizada como
substrato para engenharia de tecidos em outros sitios, como, por exemplo,
reconstru¢do vascular (SANDUSKY, BADYLAK, MORFF, JOHNSON e
LANTZ, 1992 e HILES, BADYLAK, LANTZ, GEDDES KOKINI ¢ MORFF,
1995), ampliagao vesical (KROPP, BADYLAK e THOR, 1995 ¢ GRECA,
SOUSA FILHO, SILVA, LEONEL, SOCCOL, FERES e LONGHI, 2004) e
reconstrucdo diafragmatica (DALLA VECCHIA, ENGUM, KOGON,
JENSEN, DAVIS e GROSFELD, 1999).

Diferentes métodos de obtencdo da matriz acelular sao descritos com
base no tratamento detergente-enzimatico de um tecido, com remog¢do quimica
dos componentes celulares, variando a substancia enzimatica e¢ os sabdes
utilizados. O resultado final ¢ uma rica rede de colageno, adequada para o
crescimento tecidual.

Na engenharia de tecido intestinal, PARNIGOTTO, MARZARO,
ARTUSI, PERRINO e CONCONI (2000) fizeram uso de matriz acelular
homologa, preparada por método detergente-enzimatico e obtida da parede
gastrica de ratos, para a observagdo do crescimento de mucosa intestinal num
tubo interposto em alca de ileo isolada. HORI, NAKAMURA, MATSUMOTO,
KUROKAWA, SATOMI e SHIMIZU (2001) observaram o desenvolvimento



de mucosa do intestino delgado quatro meses depois da interposi¢do do retalho
de esponja de coldgeno na parede jejunal de caes.

Com o objetivo de observagdo do crescimento de tecido intestinal e
alongamento concomitante, PAHARI, RAMAN, BLOOMENTHAL, COSTA,
BRADLEY, BANNER, RASTELLINI e CICALESE (2006) descreveram o uso
de tubo de AlloDerm, matriz acelular derivada da pele humana processada,
interposto no jejuno de ratos. Os animais que tiveram o tubo de AlloDerm na
continuidade do transito intestinal, sem a criacdo de estomas, desenvolveram
peritonite e foram descartados; aqueles que tiveram o segmento jejunal isolado
permitiram a observacao do desenvolvimento intestinal sobre todo o biomaterial
com seis meses de periodo pos-operatorio.

Embora a engenharia de tecido intestinal seja um campo de estudo
relativamente novo, procura-se o método ideal para a criacdo de um novo
intestino. A medida que se entende a biologia molecular do desenvolvimento
tecidual e a medida que se desenvolvem novos biomateriais, mais purificados e
menos antigénicos, também se avanca no aperfeicoamento das técnicas

operatorias para a introdugdo desses materiais no organismo vivo.



4. METODOS

4.1 - AMOSTRA

O estudo foi de intervengdo experimental, com animais. O protocolo de
pesquisa foi submetido a avaliacdo da Comissdo de Etica no Uso Animal
(CEUA) do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia (UnB),
sob o numero 4714/2005, sendo aprovado. Desenvolveu-se no laboratorio de
Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina da UnB.

Foram utilizados 28 ratos machos Wistar (Rattus norvegicus albinus),
fornecidos pelo Bioagri Laboratorios Ltda., com idades entre 12 e 13 semanas
de vida e pesos iniciais entre 300 g e 360 g.

Os animais, durante o experimento, permaneceram alojados no biotério
da Faculdade de Medicina da UnB em gaiolas plasticas, forradas com serragem,
trocadas em dias alternados. Os animais receberam ragao propria para a espécie
e agua ad libitum.

Trés animais foram utilizados para a obtengdo da matriz acelular,
conforme descrito posteriormente. Os outros 25 ratos foram utilizados no
experimento, sendo submetidos a procedimento operatério comum a todos. De
acordo com o momento da ecutanasia, foram distribuidos, aleatoriamente, em
trés grupos, conforme se indica a seguir.

Grupo 1 — eutandsia com duas semanas do periodo pos-operatorio — 5 animais.
Grupo 2 — eutandsia com quatro semanas do periodo pds-operatorio — 10
animais.

Grupo 3 — eutandsia com oito semanas do periodo pds-operatorio — 10 animais.

Os animais foram considerados controles de si mesmos para a analise dos

dados.



4.2 - PROCEDIMENTOS

Para os procedimentos operatorios, todos os animais foram submetidos a
jejum pré-operatorio de quatro horas. Nas primeiras cinco horas pos-
operatorias, foram mantidos aquecidos por calor radiante e receberam agua ad
libitum; depois da sexta hora, iniciou-se a alimentacdo. Todos os animais foram
pesados 1imediatamente antes do procedimento anestésico-cirirgico e,
posteriormente, uma vez por semana, até o momento da eutanasia.

A anestesia foi realizada pela injecdo intramuscular de substancia
contendo 100 mg/kg de cloridrato de cetamina (ampolas com 50 mg/ml) e 10
mg/kg de cloridrato de xilasina (ampolas com 23 mg/ml).

Os animais foram identificados com perfuradores proprios de cartilagem
auricular, ap0Os a anestesia para o primeiro procedimento operatorio.

A laparotomia e a laparorrafia realizadas em cada animal seguiram os
procedimentos basicos da operacao:
1. tricotomia da parede anterior do abdome;
2. anti-sepsia com solucao de dlcool iodado a 2%, com técnica asséptica;
3. abertura longitudinal da parede abdominal, na linha mediana, por planos
anatomicos, com quatro centimetros de extensao;
4. realizado o procedimento operatorio proposto;
5. sintese da parede abdominal, por planos anatomicos: sutura continua com
pontos festonados do peritdnio e aponeurose, com o uso de fio de algodao 000;
sutura continua da pele, usando-se fio de seda 4-0.

Para a eutanasia, os animais foram mantidos em inalacdo continua de

¢ter, sob mascara, ainda sob anestesia geral.



4.2.1 — Obtencao da matriz tecidual acelular

Para a formag¢do da matriz acelular, foi utilizado todo o intestino delgado
de trés ratos. Esses animais foram submetidos ao mesmo procedimento
anestésico-operatorio descrito anteriormente, com resseccdo do jejuno-ileo e
eutandsia a seguir.

O intestino delgado ressecado foi aberto na sua parede antimesentérica e
lavado com solucao salina a 0,9%. Foram obtidos segmentos de trés centimetros
de comprimento por um centimetro de largura.

Os segmentos de intestino delgado sofreram tratamento detergente-
enzimatico, de acordo com o proposto por MEEZAN, HJELLE ¢ BRENDEL
(1975), conforme ilustra a figura 1. Os retalhos de intestino delgado foram
processados em agua destilada por duas horas e mantidos em movimento
homogéneo constante, com o intuito de se provocar autolise celular; a seguir,
foram colocados em suspensdo, por uma hora, com o uso de solugdo de cloreto
de s6dio a um molar e deoxirribonuclease (DNAase [; Sigma) 2000 unidades
para a degradacdo do acido deoxirribonucléico (ADN) e para prevenir a
aglutinacdo de componentes nucleares; posteriormente, foram transferidos para
outra suspensao, com o uso de deoxicolato de sodio a 4% (Sigma Chemical
Co), por duas horas, com o objetivo final de solubilizar as membranas celulares
e os componentes intracelulares. Ao final, todos os tecidos foram lavados em
agua destilada, por trés vezes, e estocados, a 4°C, em solucao salina fosfatada

tamponada, contendo os antibioticos gentamicina € metronidazol.
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Figura 1 — Etapas na obten¢do da matriz tecidual acelular.




4.2.2 — Aposicao do retalho de matriz tecidual acelular

Os retalhos de matriz acelular foram apostos em um segmento de ileo
terminal, distante aproximadamente cinco centimetros do piloro ileocecal. Foi
realizada enterotomia longitudinal na parede antimesentérica do ileo, com o
comprimento aproximado da medida do fragmento da matriz, trés centimetros

(figuras 2 e 3).

Figura 2 — Fotografia mostra a identificacdo do segmento do ileo terminal, para a

aposi¢do do retalho.



F

Figura 3 — Fotografia mostra a abertura da parede antimesentérica do ileo terminal

(enterotomia).

A anastomose entre o retalho de matriz acelular e o segmento ileal foi
feita com o uso de fio ndo absorvivel, monofilamentoso de polipropileno 6-0. A
sutura foi continua em cada borda da enterotomia (figuras 4 e 5). Tomou-se o
cuidado de fazer a inversdo da mucosa do intestino delgado para dentro do

l[imen no momento da anastomose.



Figura 4 — Fotografia do retalho de matriz acelular colocado sobre a enterotomia.

Figura 5 — Fotografia da anastomose final entre o retalho de matriz acelular e o

segmento de ileo terminal.



4.2.3 — Operacao para a retirada das pecas

Com intervalos de duas, quatro e oito semanas poOs-operatorias da
interposicao do retalho de matriz acelular, os ratos foram submetidos a novo
procedimento operatorio para a retirada das pecas, seguindo o mesmo protocolo
de intervenc¢do, anestesia e laparotomia, descrito anteriormente. A seguir, 0s
animais foram submetidos a eutanasia.

A peca cirirgica consistiu do segmento de ileo terminal com retalho
aposto, considerando-se margens de resseccao de dois centimetros proximais e
dois centimetros distais a area do retalho. Procedeu-se a medida do retalho
identificado, com o objetivo de analisar sua retragdo ao longo do experimento.

Nesse mesmo momento operatorio, foi feita a avaliacdo da presenca de

aderéncias entre al¢as intestinais ou fistulas entéricas.

4.2.4 — Exame histologico

O exame histologico ocorreu no Centro de Anatomia Patologica do
Hospital Universitario de Brasilia (CAP-HUB). Os segmentos de ileo terminal
retirados de cada rato foram abertos na sua parede mesentérica e colocados em
solucdo de formaldeido tamponada a 10%, por periodo minimo de 24 horas. As
pecas foram entdo processadas pelos métodos usuais de histologia e incluidas
em parafina.

Foram obtidos cortes no sentido transversal com espessura de cinco
micrometros (um). O material foi corado pelo método da hematoxilina-eosina
(H.E.) e analisado em microscopio optico (Zeiss, modelo Axio Skop 2 plus),
equipado com camera de video e conectado a um computador com processador
Pentium 4 — Intel.

Amostras dos retalhos de matriz acelular, obtidos do tratamento

detergente-enzimatico do intestino delgado, conforme descrito acima, também



foram submetidas a avaliagdo histologica para a confirma¢do da eficacia do
método. As coloragdes utilizadas foram a hematoxilina-eosina ¢ o vermelho
picrosirius-hematoxilina, para a demonstracao de fibras colagenas e do tecido

de sustentacao, como as membranas basais.
4.2.5 — Avaliacio morfométrica

As imagens capturadas do microscopio, com aumento optico de 10 vezes,
permitiram a selecao de 10 vilosidades e 10 criptas intestinais, por campo, para
a andlise morfométrica. Foram aferidas a altura das vilosidades e¢ a
profundidade das criptas, tanto no segmento de neomucosa sobre retalho
interposto quanto no segmento intestinal adjacente normal, proximalmente ao
retalho. As aferigdes foram realizadas com o emprego dos programas Pegasus
Capture Studio e Axio Vision 3.1 (Carl-Zeiss) e relatadas em micrometros (pum).
A altura das vilosidades foi medida desde o seu apice até a transigao do epitélio
em continuidade com as criptas; a profundidade das criptas correspondeu ao
restante do epitélio mucoso até a sua base, identificada pelas células de Paneth
(figura 6).

Procedeu-se também a medida de superficie das vilosidades intestinais.
A vilosidade foi considerada semelhante a figura geométrica do cone cortado, e
a sua superficie foi calculada com o emprego da seguinte formula, conforme o
proposto por SADAY e MIR (1996):

umzlvilosidade =1 % (Yary + %2r,) x\h* + (Yarg - 1/21'2)2 + 1T % (l/zrz)z,
onde r; € 1, sdo as medidas da largura da vilosidade na base e no terco superior,

respectivamente, e h corresponde a altura (figura 7).



Figura 6 — Fotografia mostra a afericdo da altura das vilosidades e a profundidade das

criptas intestinais no epitélio normal do segmento de ileo terminal (rato 15). H.E.10 x.

Figura 7 — Fotografia mostra as medidas de altura (h) das vilosidades e dos didmetros

11 € 12 para o calculo da superficie das vilosidades, no epitélio normal do segmento de

ileo terminal (rato 15). H.E. 10 x.



4.3 — ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise das varidveis, altura das vilosidades, superficie das
vilosidades e profundidade das criptas intestinais, foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA), com o célculo da distribuicdo F para verificar as
discrepancias entre as médias obtidas nos dois grupos, neomucosa formada e
mucosa proximal adjacente.

O teste t de Student foi utilizado para a comparacao das médias obtidas
dos dados da morfometria entre os ratos dos grupos 2 e 3, eutanisia com quatro
semanas € eutandsia com oito semanas respectivamente. Foi utilizado para
julgar se a possivel diferenca entre as médias decorre da variabilidade residual,
1sto €, devido ao acaso, ou da variabilidade dos dados.

O valor alfa (a) do nivel de significdncia para os testes utilizados foi
fixado em 5%, admitindo-se um p-valor menor que 0,05 (p < 0,05) para a
rejeicdo da hipotese de nulidade. Os valores significantes foram assinalados
com um asterisco (*) ou em negrito.

A andlise estatistica foi realizada por profissional especialista

independente, com o emprego do programa SAS (Statistical Analyses System).



5. RESULTADOS

5.1 - ANALISE GERAL

5.1.1 - MATRIZ ACELULAR

Trés ratos foram utilizados para a obtencdo da matriz acelular. Todo o
intestino delgado desses animais recebeu tratamento detergente-enzimatico e o
resultado final foi um tecido de parede muito fina e transparente, porém

resistente a manipulacao (figura 8).

Figura 8 — Fotografia do retalho de ileo terminal depois do tratamento detergente-

enzimatico para a obtencdo da matriz tecidual acelular.



O estudo histologico da matriz tecidual acelular, na coloracdo pela
hematoxilina-eosina, mostrou a presenga de tecido conjuntivo frouxo de
sustentacdo desenhando a arquitetura das camadas do intestino delgado, sem
nenhuma evidéncia de componente celular (figura 9). A coloragao especial com
vermelho picrosirius-hematoxilina mostrou toda a camada submucosa, rica em
coldgeno, integra e as membranas basais do epitélio mucoso intestinal e das

camadas musculares. Nenhum nucleo celular foi identificado (figuras 10 e 11).

Figura 9 — Microscopia Optica mostra a matriz tecidual acelular obtida apos

tratamento detergente-enzimatico. Em tom rosado, apresentam-se as fibras colagenas

¢ as membranas basais. Nao se observam componentes celulares. H.E. 10x.



Figura 10 — Microscopia oOptica mostra retalho da matriz tecidual acelular. Notar a
concentragdo de fibras coldgenas na camada submucosa do intestino delgado (seta).

Nenhum nticleo celular ¢ identificado. Vermelho picrosirius. 20x.

Figura 11 — Microscopia Optica mostra retalho da matriz tecidual acelular com

visualizacdo pela luz polarizada. Notar a concentracdo de fibras coldgenas na camada

submucosa (seta). Vermelho picrosirius. 20x.



5.1.2 - NEOMUCOSA INTESTINAL

Vinte e cinco ratos receberam o retalho de matriz acelular e foram
distribuidos em trés grupos, de acordo com o momento da eutandsia para a
verificagcdo do crescimento de nova mucosa intestinal sobre o retalho interposto.
Foram cinco ratos no grupo 1, eutanisia com duas semanas, e¢ 10 ratos em cada
um dos grupos 2 e 3, eutanasia com quatro e oito semanas respectivamente. Os
pesos iniciais dos animais variaram entre 300 g e 360 g. Apds o procedimento
para a interposi¢ao do retalho, os ratos apresentaram curva ponderal ascendente,
apesar de pequena queda observada na primeira semana pos-operatoria (tabelas

1,2 e 3 e figura 12).

Tabela 1 — Pesos, em gramas, dos animais do grupo 1 (duas semanas).

Animais Peso 0 Peso 1 Peso 2
Rato 1 342,25 304,2 356,33
Rato 2 318,78 286,72 349,85
Rato 3 326,45 308,45 329,7
Rato 4 317,06 274,31 333,18
Rato 5 304,85 271,03 315,03

Peso 0 — peso inicial.
Pesos | e 2 — pesos nas semanas 1 e 2 pos-operatorias respectivamente.



Tabela 2 — Pesos, em gramas, dos animais do grupo 2 (quatro semanas).

Animais Peso 0 Peso 1 Peso 2 Peso 3 Peso 4
Rato 6 351,02 315,59 335,59 353,84 387,04
Rato 7 311,96 278,07 340,26 358,57 392,11
Rato 8 347,32 300,81 315,51 347,58 374,5
Rato 9 319,76 290,9 330,88 361,7 387,51
Rato 10 308,25 287,1 352,01 358,39 375,23
Rato 11 345,24 326,2 331,65 351,69 390,18
Rato 12 300,42 268,08 316,19 364,8 366,04
Rato 13 323,89 301,28 324,05 347,64 368,17
Rato 14 304,91 284,87 339,66 372,5 375,57
Rato 15 308,29 294,65 326,09 360,6 378,04
Peso 0 — peso inicial.
Pesos 1 a 4 — pesos nas semanas 1 a 4 cada, do periodo pos-operatorio.
Tabela 3 — Pesos, em gramas, dos animais do grupo 3 (oito semanas).
Animais Peso 0 Pesol Peso2 Peso3 Peso4 Peso5 Peso6 Peso7 Peso8
Rato 16 320,87 301,34 344,22 382,49 395,17 408,56 411,28 425,67 430,93
Rato 17 358,57 311,84 353,82 376,05 394,84 411,49 420,41 438,11 441,07
Rato 18 332,53 294,54 317,18 319,08 327 341,04 371,62 392,03 402,51
Rato 19 360 326,49 335,72 353,04 387,85 401,53 410,69 424,01 437,98
Rato 20  353,4 348,57 339,1 372,94 396,86 411,35 437,87 439,56 446,17
Rato 21 350,79 314,39 357,95 394,54 408,03 417,18 432,02 456,33 473,18
Rato 22 349,93 314,07 319,4 345,19 380,06 394,63 411,57 439 452,65
Rato 23 318,7 296,91 340,02 387,9 402,74 418,09 442,58 475,86 485,2
Rato 24 357,31 320,41 347,95 396,08 408,36 439,34 452,83 476,16 482,49

Peso 0 — peso inicial.
Pesos 1 a 8 — pesos nas semanas 1 a 8 cada, do periodo pds-operatorio.
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Figura 12 — Grafico da evolug¢ao ponderal dos ratos ao longo do experimento.

Nao houve deiscéncia de anastomose em nenhum dos ratos operados. A
presenca de aderéncias entre alcas intestinais € com o grande omento foi
observada em quase todos os animais, principalmente sobre a area de
interposicao do retalho. O grau de aderéncias variou de acordo com 0 momento
da eutanasia.

Para os ratos no grupo 1, o grau de aderéncias entre as alcas foi
considerado leve, com facilidade da retirada de segmentos intestinais de sobre o
retalho. Houve retragcao do retalho de 24,5%.

Nos ratos do grupo 2, o grau de aderéncias entre alcas intestinais também
fo1 considerado leve, sem dificuldades no desfazimento das mesmas. Houve
retragdo do retalho de 49,7%.

Ja para os ratos do grupo 3, o grau de aderéncias entre alcas foi
considerado moderado, com maior dificuldade em seu desfazimento. Houve

retracdo do retalho de 53,5% (figuras 13 e 14).
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Figura 13 — Fotografia mostra aderéncias entre algas intestinais no local do retalho

(seta) em animal com oito semanas pds-operatorias (rato 25).

Figura 14 — Fotografia mostra a peca operatoria do rato 25. Notar o local do retalho,

com a retragdo (seta).



Quanto a observacao do crescimento de neomucosa sobre o retalho de
matriz tecidual acelular, verificou-se que nos animais do grupo 1, a
macroscopia, foi identificada area como se fosse tlcera na mucosa do segmento
do ileo terminal, correspondente ao local do retalho, sem crescimento tecidual
aparente. Microscopicamente, a matriz acelular apresentou grande infiltrado de
células polimorfonucleares em meio as fibras colagenas (figura 15) e capilares
neoformados distribuidos perpendicularmente a matriz, com direcdo da
superficie externa do retalho para o lumen intestinal (figuras 16 e 17). Também

foi observado o crescimento de neomucosa nas extremidades do retalho (figuras
18 e 19).

Figura 15 — Microscopia Optica mostra a matriz tecidual acelular com duas semanas

de periodo pds-operatorio, infiltrada por células inflamatorias polimorfonucleares

(setas) (rato 5). H.E. 20x.



Figura 16 — Microscopia Optica mostra a neovascularizagdo do retalho de matriz
tecidual acelular (setas). A disposi¢ao dos novos capilares ¢ perpendicular ao retalho

e denota invasdo da parede externa para o limen do intestino. Vermelho picrosirius.

10x.

Figura 17 — Microscopia optica, com luz polarizada, mostra o detalhe do novo capilar

(seta) no meio da matriz acelular. Vermelho picrosirius. 20x.



REACAOQ DE CORPO ESO
AOQ FIO DE SUTUERA

Figura 18 — Microscopia Optica mostra o sitio de anastomose entre o retalho e o
segmento de ileo, com a observagdo do esboco de crescimento de mucosa intestinal
da extremidade para o centro da matriz (seta), com duas semanas de periodo pds-

operatorio (rato 5). H.E. 2,5x.

Figura 19 — Microscopia Optica mostra o detalhe do crescimento de neomucosa sobre

o retalho de matriz com duas semanas de periodo pds-operatorio (rato 5). H.E. 20x.



Nos animais do grupo 2, a macroscopia, foi identificada pequena area de
“Olcera” da mucosa intestinal, no centro do retalho interposto, que denota
crescimento tecidual sobre a matriz, com preenchimento de quase todo o retalho
(figura 20). A microscopia, observou-se a formagio de mucosa intestinal com
desenvolvimento de vilosidades e criptas intestinais bem estruturadas (figura
21); a matriz apresentou-se com rearranjo das fibras coldgenas sob a nova

mucosa em formacao (figura 22).

Figura 20 — Fotografia mostra pe¢a obtida com quatro semanas pos-operatorias (rato

15); o retalho apresenta-se recoberto por tecido macroscopicamente semelhante ao

tecido adjacente, com pequena area central descoberta (seta).
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nova mucosa em formag¢ao na matriz acelular. Vermelho picrosirius. 20x.



Nos animais do grupo 3, macroscopicamente toda a superficie interna do
retalho estava recoberta por tecido semelhante a mucosa adjacente (figura 23).
A microscopia, a neomucosa foi bem formada e revestiu toda a matriz acelular,
com presenga de todas as células especializadas do epitélio do intestino delgado
(figuras 24, 25 e 26); foram observadas, também, figuras de mitose na base das

criptas, denotando crescimento celular em atividade (figura 27).

Figura 23 — Fotografia mostra pega obtida com oito semanas pos-operatorias (rato

25); o retalho foi completamente preenchido por tecido mucoso intestinal (setas).



Figura 24 — Microscopia Optica mostra preenchimento completo por neomucosa

intestinal de toda a matriz, com oito semanas pds-operatorias (rato 25). H.E. 2,5 x.

Figura 25 — Microscopia 6ptica mostra detalhe da neomucosa formada sobre a matriz,

com oito semanas pos-operatorias (rato 25). H.E. 10 x.



Figura 26 — Microscopia Optica mostra detalhes celulares presentes na neomucosa

orias (rato 25). H.E. 20 x.
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Microscopia Optica mostra imagem de mitose nas criptas intestinais da

Figura 27 —

neomucosa formada com oito semanas pos-operatorias (rato 25). H.E. 40 x.



Os dados morfométricos obtidos para os grupos 2 e 3, tanto na mucosa
adjacente ao retalho interposto quanto na neomucosa, estdo apresentados nas

tabelas 4 a 9; os resultados da andlise estatistica se encontram no item seguinte.

Tabela 4a — Altura, em micrometros (um), das vilosidades da mucosa
adjacente dos ratos do grupo 2.

R6 R7 RS R9 R10
250,67 268,39 260,41 272,63 264,01
233,55 272,71 269,68 271,68 281,08
246,87 299,63 270,18 258,72 264,02
237,99 278,03 269,95 295,42 278,52
247,02 265,44 260,78 287,22 267,24
280,93 273,06 256,16 266,52 285,75
260,73 285,45 261,37 261,32 287,12

237 272,5 252,42 254,7 257,93
268,32 263,84 275,83 272,66 286,17
263,17 257,13 281,3 259,01 293,7

R: rato.

Tabela 4b — Altura, em micrometros (um), das vilosidades da mucosa
adjacente dos ratos do grupo 2.

RI11 RI12 RI13 R14 RI15
259,74 285,71 264,96 272,78 272,83
283,61 274,34 289,02 272,95 276,48
287,01 265,21 268,94 260,06 269,43
272,95 280,13 266,93 284,29 291,49
267,35 272,01 277,49 262,2 277,27
274,79 262,73 280,02 275,47 282,02
285,14 268,13 268,64 261,8 256,44
273,73 292,33 260,42 275,32 265,23

257,3 277,19 272,82 265,69 288,6
290,18 260,74 262,38 289,71 293,01

R: rato.



Tabela 4c — Altura, em microémetros (um), das vilosidades da neomucosa dos
ratos do grupo 2.

R6 R7 RS R9 R10
315,81 297,53 287,28 307,57 306,72
313,04 305.4 295,44 299,81 314,86
350,24 311,71 293,93 299,29 290,32
318,53 300,51 296,02 286,06 285,95
317,08 312,99 317,16 311,95 292,49
298,84 302,54 301,64 302,98 296,31
310,02 295,74 305,13 295,74 306,51
296,39 318,43 291,13 289,17 291,86
322,17 289,31 302,18 319,05 310,91
287,13 309,8 315,92 295,15 287,44

R: rato.

Tabela 4d — Altura, em micrometros (um), das vilosidades da neomucosa dos
ratos do grupo 2.

RI11 RI12 RI13 R14 RI15
299,98 299,32 306,74 293,17 308,5
309,78 309,92 296,32 316,97 299,35
320,53 315,93 300,09 291,01 288,96
292,76 285,09 292,49 304,02 307,42
298,68 294,3 301,21 289,92 298,43
293,49 303,28 297,22 309,47 281,49
282,63 296,6 303,22 297,24 304,65
307,92 291,11 298,55 312,28 293,31
309,85 301,45 318,47 288,42 313,88
287,3 300,93 311,4 285,16 295,72

R: rato.



Tabela 5a — Altura, em micrdmetros (um), das vilosidades da mucosa adjacente
dos ratos do grupo 3.

R16 R17 R18 R19 R20
272,11 275,45 285,43 295,52 276,31
245,63 273,3 276,16 294,88 265,34
254,64 264,7 280,74 288,08 257,43
272,96 266,8 295.,9 279,74 283,86
267,58 268,32 283,92 270,7 287,05
268,75 275,52 284,12 284,79 275,96
240,44 269,67 280,9 289,19 253,05
248,32 254,32 279,37 272,25 262,56
257,13 270,97 287,18 275,43 259,73
261,29 256,13 285,1 280,21 270,91

R: rato.

Tabela 5b — Altura, em micrometros (um), das vilosidades da mucosa adjacente
dos ratos do grupo 3.

R21 R22 R23 R24 R25
286,04 265,34 281,61 281,73 262,61
276,72 292,01 294,52 266,05 266,55
267,35 256,11 302,06 274,26 288,13
265,34 291,37 257,69 251,47 286,33
287,73 263,89 275,43 271,79 267,39
278,54 288,48 281,97 276,01 290,19
262,73 258,89 280,79 285,13 271,33
271,35 265,74 262,93 254,71 278,12
280,7 290,83 296,09 260,09 267,08
269,39 276,18 288,34 262,57 293,21

R: rato.



Tabela 5c — Altura, em micrometros (um), das vilosidades da neomucosa dos
ratos do grupo 3.

R16 R17 R18 R19 R20
417,11 368,3 3914 411,57 401,84
420,9 362,34 385.,3 407,41 411,58
444,73 394,62 389.,6 402,55 397,33
389,17 402,85 403,29 397,18 395,17
448,99 415,12 408,42 372,79 405,44
391,73 410,14 401,14 401,65 399,18
487,46 393,86 391,69 399,16 404,19
420,69 414,19 411,03 408,82 409,07
460,12 400,07 398,22 387,27 387,84
452,28 385,19 399,76 392,46 398,16

R: rato.

Tabela 5d — Altura, em micrometros (um), das vilosidades da neomucosa dos
ratos do grupo 3.

R21 R22 R23 R24 R25
390,05 345,78 402,64 348,16 340,26
401,56 363,55 382,93 359,31 328,96
408,83 340,44 398,01 402 393,02
396,17 353,78 388,17 407,14 391,63
403,61 336,12 400,3 397,09 400,5
374,06 372,93 408,97 391,75 387,94
410,4 360,17 394,35 366,87 333,38
389,28 375,81 388,61 379,54 395,72
400,09 357,03 392,95 387,77 402,5
402,1 348,73 406,23 400,03 405,24

R: rato.



Tabela 6a — Superficie, em micrometros quadrados (umz), das vilosidades da
mucosa adjacente dos ratos do grupo 2.

R6 R7 RS R9 R10
56.879,97 78.053,4 66.220,7 51.085,68 64.605,25
71.860,55 72.729,62 84.694,66 74.651,19 67.378,43
60.427,59 77.338,22 69.014,3 67.307,65 51.221,63
70.941,15 55.702,58 68.380,63 79.113,68 67.429,82
55.496,48 54.095,44 59.795,71 64.811 70.036,37
72.364,13 89.636,4 57.504,57 68.702,52 83.867,6
45.741,67 76.439,48 81.753,41 52.887,65 79.590,77

58.868.,6 82.948,92 59.203,66 59.218,67 61.263,61
64.675,83 55.038 70.477,05 72.561,59 88.269,71
61.284,88 52.119,3 56.562,7 59.560,23 85.047,4

R: rato.

Tabela 6b — Superficie, em micrometros quadrados (umz), das vilosidades da
mucosa adjacente dos ratos do grupo 2.

RI11 RI12 RI13 R14 RI15
68.024,67 78.044,93 59.263,32 64.594,88 88.793,66
83.621,57 79.937,43 84.166,23 85.324,81 86.186,6
89.710,33 80.552,41 79.442,45 77.044,79 71.298,42
69.869,27 87.543,98 77.042,4 89.804,11 88.856,56
74.630,17 79.111,54 77.723,47 82.880,81 81.089,83
67.968,18 71.848,41 81.635,54 88.646,8 86.675,17
86.919,48 68.305,23 78.841,51 71.537,89 62.777,74
77.256,94 69.674,11 72.413,54 73.037,27 51.785,83
78.829,23 75.993,05 83.845,2 60.264,84 79.815,67
77.374,42 77.479,02 83.966,31 70.564,54 79.888,7

R: rato.



Tabela 6¢ — Superficie, em micrometros quadrados (umz), das vilosidades da
neomucosa dos ratos do grupo 2.

R6 R7 RS R9 R10
89.316,18 75.103,72 74.426,15 95.930,9 74.007,68
86.165,84 81.494,05 87.098,04 92.370,67 84.308,46
77.606,4 74.243,2 73.692,43 71.704,68 84.917,55
63.448,33 81.332,83 74.445,12 87.380,56 77.234,93
82.488,26 54.487,08 85.627,85 94.563,18 96.394,27
70.485,5 73.158,44 70.943,58 59.751,04 77.617,2
82.848,15 68.194,26 88.870,3 79.349,6 81.516,27
61.402,11 70.730,88 72.099,23 88.749,68 75.615,31
85.474,89 71.501,66 84.715,85 83.305,33 72.937,48
84.891,49 77.629,03 93.404,43 73.874,99 88.725,35

R: rato.

Tabela 6d — Superficie, em micrometros quadrados (umz), das vilosidades da
neomucosa dos ratos do grupo 2.

RI11 RI12 RI13 R14 RI15
83.772,86 88.461,7 82.936,04 79.492,94 78.215,24
90.293,32 93.220,38 79.254,08 99.374,47 71.816
79.431,98 78.726,96 64.246,68 74.538,06 91.648,1
90.398,47 88.050,58 81.060,29 89.239,27 86.347,82
82.973,74 70.474,27 78.945,96 81.098,86 81.004,37
76.919,24 78.341,33 87.953,16 79.961,31 76.607,42
67.956,99 93.316,35 71.316,3 85.695,75 77.721,98
73.478,58 77.468,84 92.697,48 98.065,39 85.389,81
80.528,27 76.989,01 86.130,37 78.839,94 67.739,19
66.415,91 89.365,63 80.627,39 84.648,39 69.272,01

R: rato.



Tabela 7a — Superficie, em micrometros quadrados (umz), das vilosidades da
mucosa adjacente dos ratos do grupo 3.

RI16 R17 RI18 RI19 R20
67.287,32 61.256,82 67.065,33 52.416,15 67.795,19
69.248,47 72.337,76 67.678,49 74.849,59 63.089,45
74.898,66 54.925,76 80.558,98 63.427,2 65.792,72
79.860,92 85.623,53 70.384,17 63.166,47 68.705,94
60.189,58 93.429,73 85.680,15 68.594,8 63.147,55
71.008,61 64.218,71 77.698,13 66.907,7 75.009,07
55.334,03 71.164,45 69.560,02 68.981,48 43.344,72
63.181,35 72.159,33 83.919,07 63.414,72 66.490,56
66.869,2 80.348,32 68.271,81 65.827,3 68.758,31
54.067,44 64.560,73 55.267,07 49.768,89 64.297,63

R: rato.

Tabela 7b — Superficie, em micrometros quadrados (umz), das vilosidades da
mucosa adjacente dos ratos do grupo 3.

R21 R22 R23 R24 R25

77.858.,9 73.795,98 97.390,82 48.621,4 67.319,49
60.246,73 74.393.,9 78.558,61 44.893,21 72.470,99
80.067,29 65.419,12 85.584,78 58.896,78 75.539,1
65.512,92 97.928,22 65.399,55 38.316,21 79.500,33
70.145,56 80.128,48 72.323,59 57.138,17 72.024,62
55.355,92 48.485,75 69.802,57 53.028,41 87.964,89
85.307,76 67.203,27 80.230,55 45.373,48 79.592,93

62.249 57.912,86 68.320,16 61.861,55 73.785,37
72.731,23 86.731,93 98.443,11 76.964,74 84.790,79
57.000,38 72.837,3 78.418,7 57.134,3 79.615,18

R: rato.



Tabela 7c¢ — Superficie, em micrometros quadrados (umz), das vilosidades da
neomucosa dos ratos do grupo 3.

RI16 R17 RI18 R19 R20
143.183,4 133.397,7 127.174,1 126.696,7 158.237,4
163.312,6 140.644,6 126.726,7 155.509,3 159.752,6
132.290,7 139.084,4 121.628,9 153.258,6 153.946,2
122.332,9 140.402 131.685,7 169.972,6 124.754,8
150.882,3 159.024 149.710,1 128.617,5 159.527,6
137.709,1 119.787,7 113.442,4 118.587,2 138.272,4
167.384,5 134.777,2 128.600,1 138.911 129.359
121.310,6 139.124 141.538,1 145.824,8 167.093,2

147.502 128.331,5 130.145,1 126.866 129.444
149.295,7 117.223,6 139.533,2 126.564 131.405,2

R: rato.

Tabela 7d — Superficie, em micrometros quadrados (umz), das vilosidades da
neomucosa dos ratos do grupo 3.

R21 R22 R23 R24 R25
124.476,8 125.719,2 128.346,7 124.647,4 157.643,3
142.301,1 142.980,8 128.582,3 119.438,5 142.842,8
145.341,5 114.598 147.145,1 125.889,7 139.388,6
126.386,2 124.357,8 125.145,5 147.055,8 142.090,3
183.989,7 127.358 202.879,7 135.077,2 177.525,8
144.002,2 139.180,5 155.752,7 138.909,2 142.322
148.099,1 126.970,6 131.555,8 129.784,3 133.780,2
123.562,7 125.054,9 134.664,4 130.299,3 166.044,9
139.426,1 113.680,9 134.303,4 124.631 130.494,1
131.756,9 118.605,6 126.975,7 129.665,8 147.681,7

R: rato.



Tabela 8a — Profundidade, em micrometros (um), das criptas intestinais da
mucosa adjacente dos ratos do grupo 2.

R6 R7 RS R9 R10
138,14 148,55 176,17 164,63 181,95
158,97 175,21 183,41 179,06 169,33
153,58 150,04 157,3 197,01 196,06
151,35 172,8 171,87 170,4 197,23
130,16 169,83 155,65 175,07 179,04
145,8 164,38 169,16 168,17 167,76
135,46 160,15 190,86 183,59 169,27
159,02 158,39 170,14 187,45 158,24
162,33 159,96 188,03 191,59 182,45
147,76 166,08 157,11 153,18 160,22

R: rato.

Tabela 8b — Profundidade, em micrometros (um), das criptas intestinais da
mucosa adjacente dos ratos do grupo 2.

RI11 RI12 RI13 R14 RI15

172,8 175,6 169,75 194,28 187,96
175,86 180,92 193,5 170,01 169,87
170,84 182,03 178,55 169,08 173,16
161,79 167,86 179,72 161,23 195,6
181,61 181,66 180,07 175,89 179,23
165,84 165,78 183,72 182,85 189,49
184,87 189,82 180,92 170,3 172,74
193,45 172,22 160,06 172,42 183,85
152,39 160,37 179,41 169,35 168,03
159.,9 171,04 162,31 180,3 165,67

R: rato.



Tabela 8c — Profundidade, em micrometros (um), das criptas intestinais da
neomucosa dos ratos do grupo 2.

R6 R7 RS R9 R10
199,78 193,52 196,32 196,19 187,13
171,37 201,99 192,91 203,88 196,2
185,81 181,85 200,27 197,09 201,35
192,64 192,62 201,59 201,47 204,5
208,63 191,38 190,68 188,44 190,61
174,25 204,12 195,29 191,37 192,19
193,44 199,85 186,66 206,16 186,87
204,65 180,03 200,44 195,72 197,06
201,07 200,98 194,87 199,07 200,97
194,82 187,13 183,92 196,98 189,1

R: rato.

Tabela 8d — Profundidade, em micrometros (um), das criptas intestinais da
neomucosa dos ratos do grupo 2.

RI11 RI12 RI13 R14 RI15
185,14 191,12 195,6 200,57 203,46
200,82 183.4 203.,9 196,36 178,59
196.,4 200,96 178,31 203,78 185,41
192,25 194,26 199,63 188,77 192,66
203,02 186,84 172,54 195,02 201,16
181,56 181,36 182,74 189,6 197,64
178,35 196,26 194,8 190,89 189,41
194,74 201,49 188,28 193,56 200,1
200,09 203,89 192,85 198,39 196,08
183,57 187,2 206,87 183,58 183,47

R: rato.



Tabela 9a — Profundidade, em micrometros (um), das criptas intestinais da
mucosa adjacente dos ratos do grupo 3.

R16 R17 R18 R19 R20

127,73 138,29 173,28 153,7 151,01
148,64 140,03 178,61 159,35 154,27
131,68 134,65 170,58 168,92 156,71
143,3 140,08 176,93 158,82 142,38
130,47 144,85 169,27 166,34 162,5
136,88 147,31 160,64 163,27 153,06
133,17 145,28 166,32 165,41 144,14
139,41 136,19 162,89 170,12 153,99
140,03 132,84 171,22 162,07 165,16
142,15 142,3 174,18 160,87 150,87

R: rato.

Tabela 9b — Profundidade, em micrometros (um), das criptas intestinais da
mucosa adjacente dos ratos do grupo 3.

R21 R22 R23 R24 R25

175,02 166,4 182,39 160,42 179,98
165,89 173,17 162,73 158,41 181,64
157,1 197,55 169,74 156,09 186,84
154,95 130,13 171,05 162,28 173,66
153,81 149,55 151,02 162,22 172,63
151,93 152,38 165,92 177,75 183,85
157,47 164,6 170,21 161,73 165,14
150,82 181,05 163,72 168,82 184,79
166,93 177,91 153,79 164,47 162,19
172,86 158,12 181,75 152,18 170,07

R: rato.



Tabela 9c¢ — Profundidade, em micrometros (um), das criptas intestinais da
neomucosa dos ratos do grupo 3.

RI16 R17 RI18 R19 R20
226,09 191,77 194,09 199,78 196,15
164,08 202,99 186,06 197,13 199,7
191,01 212,13 188,44 186,79 211,05
213,03 203,05 195,1 199,54 208,43
228,01 201,28 182,59 206,33 193,62
201,64 225,86 187,34 210,6 217,66
184,36 195,88 195,12 196,31 199,51
207,58 209,12 203,66 207,66 202,83
209,03 198,74 208,82 200,31 197,85
217,91 213,01 201,84 185,29 205,11

R: rato.

Tabela 9d — Profundidade, em micrometros (um), das criptas intestinais da
neomucosa dos ratos do grupo 3.

R21 R22 R23 R24 R25
188,49 150,6 194,61 200,57 150,66
204,83 132,8 198,26 192,71 146,36
189,34 156,8 192,71 197,93 183,91
208,75 169,32 205,43 188,53 172,11
202,19 164,66 204,11 174,23 169,2
180,75 151,18 189,16 202,26 183,04
198,21 162,29 184,14 185,33 192,23
199,63 151,84 200,09 198,83 178,19
198,81 147,38 187,91 182,81 197,3
200,92 135,62 192,17 204,7 203,04

R: rato.



5.2 — ANALISE ESTATISTICA

Quanto a altura das vilosidades (tabela 10), para os animais do grupo 2
foram obtidos valores entre 233,6 um e 299,6 um (média: 270,8 um) para a
mucosa adjacente, e entre 281,5 um e 350,2 pm (média: 301,8 pm) para a
neomucosa. Os valores obtidos no grupo 3 foram, respectivamente, de 240,4
um a 302,1 pm (média: 274 pm) e de 329 um a 487,5 pm (média: 393,6 um).

Em relacdo a superficie das vilosidades (tabela 11), os valores obtidos no
grupo 2 foram de 45.741,7 pm’ a 89.804,1 pm’® (média: 72.167,6 um®) para a
mucosa adjacente, ¢ de 54.487,1 pm® a 99.374,5 um’ (média: 80.260,5 pm?)
para a neomucosa. No grupo 3 foram, respectivamente, de 38.316,2 umz a
98.443,1 pm® (média: 69.124,6 pm®) e de 113.442,4 pm® a 202.879,7 pum’
(média: 138.082 pum?).

Referentes a profundidade das criptas (tabela 12), os valores obtidos no
grupo 2 foram de 130,2 pm a 197,2 pm (média: 171,3 pum) para a mucosa
adjacente, e de 171,4 um a 208,6 um (média: 193,5 um) para a neomucosa. No
grupo 3 foram, respectivamente, de 127,7 um a 197,6 pm (meédia: 159,6 um) e
de 132,8 um a 228 um (meédia: 192,1 um).

A andlise de variancia foi utilizada para a comparagdo das médias das
medidas de altura das vilosidades, superficie das vilosidades e profundidade das
criptas intestinais, verificando se existe diferenca estatistica significante entre as

medidas para a mucosa adjacente € a neomucosa.



Tabela 10 — Altura média das vilosidades intestinais para os grupos 2 (quatro
semanas) e 3 (oito semanas).

Grupos Meédia Desvio- Minimo Maximo
padrdo
2 Neomucosa 301,8* 11,2 281,5 350,2
2 Mucosa adjacente 270,8 13,0 233,6 299,6
3 Neomucosa 393,6* 254 329,0 487,5
3 Mucosa adjacente 274,0 12,9 240,4 302,1

* p-valor < 0,001 (ANOVA —anélise de variancia).

Tabela 11 — Superficie média das vilosidades intestinais para os grupos 2
(quatro semanas) e 3 (oito semanas).

Grupos Meédia Desvio- Minimo Maximo
padrdo
2 Neomucosa 80260,5* 8816,2 54487,1 99374,5
2 Mucosa adjacente 72167,6 11036,3 45741,7 89804,1
3 Neomucosa 138082,0* 15882,9 113442.,4 202879,7
3 Mucosa adjacente 69124,6 11859,3 38316,2 98443,1

* p-valor < 0,001 (ANOVA —anélise de variancia).

Tabela 12 — Profundidade média das criptas intestinais para os grupos 2 (quatro
semanas) e 3 (oito semanas).

Grupos Meédia Desvio- Minimo Maximo
padrdo
2 Neomucosa 193,5* 8,1 171,4 208.6
2 Mucosa adjacente 171,3 13,9 130,2 197,2
3 Neomucosa 192,1* 19,0 132,8 228.0
3 Mucosa adjacente 159,6 14,8 127,7 197,6

* p-valor < 0,001 (ANOVA —anélise de variancia).



Em ambos os grupos 2 e 3, verificou-se diferenca estatistica significante
entre os valores morfométricos para a neomucosa € mucosa adjacente normal,
sendo que:

1. a neomucosa apresenta altura das vilosidades estatisticamente maior do

que a mucosa adjacente, com p-valor menor que 0,0001;

2. a neomucosa apresenta superficie das vilosidades estatisticamente maior

do que a mucosa adjacente, com p-valor menor que 0,0001;

3. a neomucosa apresenta profundidade das criptas estatisticamente maior

do que a mucosa adjacente, com p-valor menor que 0,0001.

O teste da analise de varidncia também permitiu a comparagdao das
medidas entre os grupos 2 e 3 para as mesmas variaveis, verificando-se que:

1. a altura das vilosidades na neomucosa do grupo 3 (oito semanas) €
estatisticamente maior do que na neomucosa do grupo 2 (quatro

semanas), com p-valor menor que 0,0001 (figura 28);
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Figura 28 — Grafico de barras que representam as médias das alturas das vilosidades
intestinais, tanto da neomucosa quanto da mucosa adjacente, nas diferentes semanas

da eutanasia.



2. a superficie das vilosidades na neomucosa do grupo 3 (oito semanas) €
estatisticamente maior do que na neomucosa do grupo 2 (quatro

semanas), com p-valor menor que 0,0001 (figura 29);
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Figura 29 — Grafico de barras que representam as médias das superficies das
vilosidades intestinais, tanto da neomucosa quanto da mucosa adjacente, nas

diferentes semanas de eutandsia.

3. a profundidade das criptas na neomucosa do grupo 3 (oito semanas) €

semelhante a neomucosa do grupo 2 (quatro semanas), com p-valor igual

a 0,05 (figura 30).
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Figura 30 — Grafico de barras que representam as médias das profundidades das
criptas intestinais, tanto da neomucosa quanto da mucosa adjacente, nas diferentes

semanas de eutanasia.

Para verificar onde ocorreu a diferenca entre os grupos 2 e 3, baseado nos

mesmos valores de altura e superficie das vilosidades e profundidade das

criptas, o teste t de Student foi empregado (tabelas 13, 14 e 15) e demonstrou

que:

1.

a altura e a superficie das vilosidades na neomucosa do grupo 3 sdo
estatisticamente maiores do que na neomucosa do grupo 2, com p-valor

menor que 0,0001;

. a profundidade das criptas ndo apresenta diferenga estatistica significante

entre os grupos 2 e 3, com p-valor igual a 0,483;

. a altura e a superficie das vilosidades na mucosa adjacente ndo apresenta

diferenca estatistica significante entre os grupos 2 e 3, com p-valor igual

a 0,1801 e 0,0778, respectivamente;

. a profundidade das criptas na mucosa adjacente do grupo 3 ¢

estatisticamente menor do que na mucosa adjacente do grupo 2, com p-

valor menor que 0,0001;



5. a altura e a superficie das vilosidades e a profundidade das criptas sao
estatisticamente maiores na neomucosa de ambos os grupos, quando

comparada a mucosa adjacente, com p-valor menor que 0,0001.

Tabela 13 — Comparagdo das médias das alturas das vilosidades intestinais, pos-
teste t de Student.

Tecido analisado por periodo p-valor
Neomucosa (4 € 8 semanas) <,0001
Mucosa adjacente (4 e 8 semanas) 0,1801
Neomucosa e mucosa adjacente - 4 semanas <,0001
Neomucosa e mucosa adjacente - 8 semanas <,0001

Tabela 14 — Comparagdo das médias das superficies das vilosidades intestinais,
poOs-teste t de Student.

Tecido analisado por periodo p-valor
Neomucosa (4 ¢ 8 semanas) <,0001
Mucosa adjacente (4 e 8 semanas) 0,0778
Neomucosa e mucosa adjacente - 4 semanas <,0001
Neomucosa e mucosa adjacente- 8 semanas <,0001

Tabela 15 — Comparacao das médias das profundidades das criptas intestinais,
poOs-teste t de Student.

Tecido analisado por periodo p-valor
Neomucosa (4 ¢ 8 semanas) 0,483
Mucosa adjacente (4 e 8 semanas) <,0001
Neomucosa e mucosa adjacente - 4 semanas <,0001

Neomucosa e mucosa adjacente - 8 semanas <,0001




6. DISCUSSAO

6.1 - DA AMOSTRA

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus albinus) por serem animais de
pequeno porte, padronizdveis para o uso em laboratério e por serem modelos
experimentais empregados em diversos estudos da regeneracdo tecidual
intestinal.

O tamanho da amostra foi adequado e satisfatorio para a analise, ja que o
material do experimento foi considerado de pouca variabilidade: os animais
foram do mesmo sexo, machos, apresentaram idades muito proximas, de 12 a
13 semanas, e pesos aproximados, de 300 g a 360 g. Ainda, a revisdo da
literatura revelou o pequeno nimero de animais utilizados para a observagdo do
crescimento de neomucosa intestinal, sendo a resposta considerada de pouca
variancia entre os estudos (EREZ e col., 1992; BERMEJO e col, 1993;
SIMOES e col., 1995; PARNIGOTTO e col., 2000; WANG e col., 2003;
GUNSAR e col., 2004; WANG e col., 2005 e STELZNER e CHEN, 2006).

Também, o modelo experimental com ratos permite boa observagdao do
desenvolvimento tecidual de nova mucosa intestinal num periodo de tempo
relativamente curto, quatro semanas no minimo, como relatam os estudos de
PARNIGOTTO e col. (2000), WANG e col. (2003) e WANG e col. (2005).
Com oito semanas pos-operatorias, as superficies utilizadas para a regeneracao
intestinal estdo completamente recobertas por novo epitélio mucoso. Outros
modelos animais necessitam mais tempo de espera para a observagdao do
completo preenchimento da superficie de sustentagdo com neomucosa
intestinal, sendo de até 20 semanas para os coelhos, como descrevem BARLAS
e col. (1992), e de até¢ 12 semanas para os cdes, segundo relato de CHEN e

BADYLAK (2001).



6.2 — DOS PROCEDIMENTOS

6.2.1 — Da matriz acelular

O presente estudo utilizou técnica detergente-enzimadtica para a obtencao
da matriz acelular, conforme proposto por MEEZAN e col (1975) e sugerido no
preparo de tecido gastrointestinal por PARNIGOTTO e col. (2000). O método
mostrou-se muito eficaz, sendo verificado o desenvolvimento de um tecido rico
numa malha de colageno e sem nenhum contetido celular, como demonstrado
pela coloracao especial pelo vermelho picrosirius. MEEZAN e col. (1975)
foram os pioneiros no desenvolvimento do tratamento detergente-enzimatico de
tecidos para a obtengdo de membranas basais, mantendo sua ultra-estrutura
funcional e propriedades fisico-quimicas, inclusive quanto a composicdao de
carboidratos e aminoacidos.

A obten¢do de matriz acelular tem por principio que o produto final seja
uma malha de colageno e de outras proteinas de sustentacdo, aproximando-se o
maximo possivel da matriz extracelular natural dos organismos multicelulares.
Trata-se do desenvolvimento de uma superficie de apoio com ambiente
favoravel, que retenha as propriedades fisico-quimicas adequadas para a
regeneragdo tecidual (BADYLAK, 2002; YAMADA e col., 2003 e ROCHA ¢
WHANG, 2004).

BOROJEVIC (1999) afirma que ‘“a auto-organizacdo de um sistema
extremamente complexo, tal como a matriz extracelular, pode manter a
memoria de periodos precedentes na propria organizagdo, a qual pode,
subseqlientemente, ser determinante para a constituicdo de unidades
multicelulares funcionais”.

Neste estudo, foram utilizados segmentos de intestino delgado de ratos

para a obtencdo da matriz acelular. Os Orgdos, tratados com o detergente



deoxicolato de sddio, em solucdes a 4%, tiveram suas membranas celulares
solubilizadas. Uma vez que o conteiddo de ADN extravasado tende a formar um
gel viscoso ao redor dos tecidos durante o tratamento com o deoxicolato, uma
autdlise celular prévia em 4gua destilada, seguida de tratamento com
deoxirribonuclease, foi necessaria para a prevengdao da aglutinacdo dos restos
celulares em contato com o detergente. O resultado final foi uma superficie de
apoio com resisténcia para a fixa¢do sobre o intestino delgado de outros ratos.

PARNIGOTTO e col. (2000) utilizaram o mesmo método de obtengao da
matriz acelular descrito anteriormente, porém com o tratamento de tecido
gastrico. Relataram que todo o procedimento teve que ser repetido por trés
vezes. No presente estudo, a seqii€éncia de tratamento detergente-enzimatico dos
tecidos foi feita apenas por uma vez, ja que o intestino delgado tem parede
muito mais fina que o estdmago. Outra vantagem do uso de intestino delgado
foi a utilizagdo de apenas trés animais para processar a matriz acelular usada em
25 ratos.

Outros estudos (CHEN e BADYLAK, 2001; WANG e col., 2003 ¢
WANG e col., 2005) tém descrito a utilizacdo da submucosa do intestino
delgado, matriz extracelular natural, obtida pela remocao mecanica das camadas
seromuscular e mucosa, conforme descrito por BADYLAK e col. (1989). A
técnica parece apresentar a desvantagem de ser procedimento delicado, com
obtencdo de camadas extremamente finas de tecido acelular, necessitando a
formacao de retalhos com varias camadas sobrepostas para a interposi¢ao no
trato intestinal.

No presente trabalho, a matriz obtida, com o tratamento detergente-
enzimatico, mostrou-se resistente e permitiu a anastomose com o intestino

delgado sem esgarcamento € com o uso de camada Uinica para a aposi¢ao.



6.2.2 — Da operacao

A escolha do segmento de ileo terminal para a aposi¢do do retalho de
matriz acelular foi determinada pelo conhecimento sobre as diferencas
fisiologicas especializadas entre jejuno e ileo, conforme relataram THOMPSON
e col. (1985). Eles verificaram crescimento diferenciado de neomucosa ao
longo do intestino delgado, sendo mais rapido o crescimento tecidual sobre
retalhos aplicados ao ileo terminal. Esse fato pode representar diferengas no
conteudo da luz intestinal, fatores humorais locais, crescimento intrinseco e
capacidade adaptativa entre aqueles segmentos intestinais.

Neste trabalho, a aposicdo do retalho de matriz acelular foi feita na
continuidade do segmento intestinal escolhido, sem desvio do transito
intraluminal e sem criagdo de estomas. O objetivo foi o de verificar a formagado
de nova mucosa intestinal no 6rgdo em plena fungdo. Segundo THOMPSON e
col. (1986), que observaram haver melhor desenvolvimento das vilosidades da
neomucosa em retalhos interpostos no segmento intestinal integro do que no
segmento desviado, a exposi¢do ao conteudo intraluminal parece ser importante
para o crescimento de neomucosa.

Os estudos de PARNIGOTTO e col. (2000) e de WANG e col. (2003 e
2005) também indicaram crescimento de nova mucosa sobre tecidos acelulares
interpostos no ileo, porém com algas isoladas do transito intestinal.

CHEN e BADYLAK (2001) descreveram técnica semelhante da aposicao
de matriz acelular, recobrindo defeitos do intestino delgado, com fixacao,
porém, do grande omento sobre os retalhos, para minimizar e conter potenciais
deiscéncias da anastomose. No presente trabalho, ndo foi utilizado o grande
omento € nem alcas intestinais para proteger as anastomoses. A matriz acelular
foi avaliada isoladamente, ou seja, sem fatores adjuvantes de

neovascularizacao.



Quanto ao tamanho dos retalhos, foram obtidos fragmentos de matriz
acelular de trés centimetros de comprimento por um centimetro de largura, apos
o tratamento detergente-enzimatico de todo o intestino delgado. A utilizacao de
retalhos ndo muito grandes foi devida ao fato de que o crescimento de
neomucosa intestinal ¢ mais eficiente sobre pequenas lesdes quando comparado
a lesdes maiores, ou melhor, a observacao do crescimento de um novo tecido
serd mais rapida sobre pequenos defeitos do que aquela sobre grandes defeitos
(BRAGG e THOMPSON, 1986).

Uma vez que o estudo teve por objetivo a verificagdo do crescimento de
neomucosa na continuidade do transito intestinal, os retalhos de matriz acelular
nao foram tubulizados porque, como foi descrito por CHEN e BADYLAK
(2001) e PAHARI ¢ col. (2006), as tentativas de interposi¢ao de tubos de matriz
acelular no intestino delgado ndo desviado resultam em complicagdes graves,
com deiscéncias de anastomoses e desenvolvimento de peritonite. Outros
estudos fazem a interposi¢do de tubos de matriz acelular com os segmentos
intestinais isolados por dois estomas nas extremidades, diminuindo o risco de
complicacdes (PARNIGOTTO e col., 2000; WANG e col., 2003 ¢ WANG ¢
col., 2005).

As anastomoses entre os retalhos de matriz acelular e a parede do ileo
terminal foram feitas com o uso de fio monofilamentar de polipropileno 6-0,
para permitir menor manipulacdo dos tecidos, uma vez que os fragmentos de
matriz acelular sdo muito finos e delicados, e os fios monofilamentares
deslizam mais facilmente e causam menor trauma. O uso de fio inabsorvivel
também permitiu identificacdo mais facil dos retalhos apostos, no momento da
segunda operacao, para a retirada das pecas para a avaliagdo histologica.

A fixacdo dos tempos para a eutanasia em duas, quatro e oito semanas de
periodo pos-operatorio foi baseada na literatura, com a observacdo do
crescimento de neomucosa ja a partir da segunda semana de aposicdo dos

retalhos de matriz acelular (PARNIGOTTO e col., 2000; WANG e col., 2003 ¢



WANG e col., 2005), ou mesmo com o uso de outras superficies como, por
exemplo, o tecido muscular (SIMOES e col., 1995 ¢ ASLAN e col., 2003) e
dura-mater (BERMEJO e col., 1993).

6.2.3 — Do exame histologico e da avaliacido morfométrica

Todo o material foi corado pelo método da hematoxilina-eosina e foi
considerado suficiente e adequado para a verificagdo das alteracdes sobre a
matriz acelular ao longo do tempo, bem como para a observagdo do crescimento
de nova mucosa intestinal. A coloracdo H.E. permitiu tanto a identificagdo da
arquitetura das vilosidades intestinais, quanto dos componentes celulares
especificos da mucosa intestinal, como as células caliciformes e enterdcitos ao
longo do epitélio colunar simples das vilosidades e as células de Paneth,
formando agregados na base das criptas intestinais ou glandulas de Lieberkuhn.

Para a analise da matriz acelular também foi utilizada a coloracdo pelo
vermelho picrosirius, técnica histoquimica especifica para a deteccdo e
quantificacdo de fibras coldgenas. Quando examinadas através de luz
polarizada, as fibras colagenas largas sdo alaranjadas e as mais finas, incluindo
as fibras reticulares, aparecem verdes. De acordo com JUNQUEIRA,
BIGNOLAS e BRENTANI (1979), a birrefringéncia, a luz polarizada, ¢
altamente especifica para o colageno. A aplicagdo do vermelho picrosirius
revelou a integridade das fibras colagenas na matriz tecidual acelular, bem
como permitiu a andlise delas ao longo do periodo de observacdo depois da
interposicao da matriz no intestino delgado, sendo observada a organizagdo do
colageno na nova camada submucosa em formacao.

O estudo morfométrico aplicado, altura das vilosidades e profundidade
das criptas, permitiu uma avaliacdo quantitativa do estado da mucosa intestinal.
E um método amplamente utilizado em pesquisas em que a morfometria ¢

necessaria, tendo a desvantagem de que a analise ocorre num plano



bidimensional. Para complementar o estudo morfométrico, optou-se pelo
calculo da superficie das vilosidades intestinais, descrito por SADAY e MIR
(1996). Os autores relataram o emprego de uma férmula matematica para o
calculo da superficie da vilosidade, que forneceu mais informagdes quanto ao

desenvolvimento da mucosa.

6.3 — DOS RESULTADOS

Apesar das aderéncias que foram observadas em todos os animais, por
ocasido da aposicao do retalho de matriz acelular, ndo houve deiscéncias de
anastomoses nem a formacao de fistulas durante a observagdao no periodo de
duas a oito semanas depois da operagdo. Algumas particularidades podem
explicar a ndo-ocorréncia de complicagdes maiores no presente estudo como o
tipo e a forma do retalho interposto.

Primeiramente, a matriz utilizada, desenvolvida a partir da totalidade da
parede do intestino delgado de ratos, mostrou-se resistente quanto a anastomose
ao intestino de outros ratos. O modelo seromuscular proporcionou maior
quantidade de tecido colageno de sustentacao para a aposi¢do, uma vez que toda
a matriz extracelular de todas as camadas do intestino, inclusive a membrana
basal do epitélio mucoso, conforme foi mostrado pela coloragdo com o
vermelho picrosirius, foi preservada apds o preparo detergente-enzimatico. Este
fato € contrario aos resultados de CHEN ¢ BADYLAK (2001), WANG e col.
(2003) e WANG e col. (2005), em que os autores aplicaram matrizes acelulares
compostas somente de fibras coldgenas da camada submucosa do intestino
delgado e tiveram 13,5%, 10% e 10%, respectivamente, de deiscéncia da
anastomose, com o desenvolvimento de peritonite.

A forma do retalho aposto, quer dizer, o uso de um retalho aberto e
anastomosado a uma regido da parede do intestino delgado, e ndo-tubulizado e

inserido entre duas extremidades do intestino, também pode explicar a nao-



ocorréncia de deiscéncias. Os trabalhos que relatam o uso de material
tubulizado (CHEN e BADYLAK, 2001 e PAHARI col., 2006) descrevem
complicacdes graves como a peritonite ou a estenose dos tubos de matriz,
quando na continuidade do transito intestinal. Também ¢ descrita a necessidade
do uso de moldes de latex nos tubos para que ndo ocorra estenose precoce do
tecido (THOMPSON, 1990).

Este trabalho também ndo evidenciou rejeicdo da matriz acelular e
corroborou os dados da literatura. Algumas explicagdes recaem sobre o fato de
ter sido utilizado material homdlogo a amostra, conforme havia descrito
PARNIGOTTO e col. (2000) e por ser a matriz relativamente isenta de
substancias antigénicas, uma vez que todos os componentes celulares sdo
eliminados com o processamento do intestino delgado restando apenas o
colageno, substancia reconhecidamente menos antigénica € com resposta
inflamatoria minima (FURTHMAYR e TIMPL, 1976).

Essa caracteristica da resposta inflamatoéria minima do colageno permite
maior aceitagdo da aposicdo do retalho a outros organismos, além de seu
remodelamento, depois da sua insercdo. ALLMAN, MCPHERSON e
BADYLAK (2001) afirmam que a matriz extracelular do intestino delgado, rica
em coldgenos dos tipos I e III (BADYLAK, 2002), determina resposta
imunitaria restrita a via do complexo de histocompatibilidade H2 (CHP), com
alelos da Classe II fracamente reconhecidos em combina¢cdo com antigenos do
colageno, sem a producdo, portanto, de celulas T-auxiliadoras ativadas em
numero suficiente para uma resposta imunitaria.

Outra explicacao para a ndo-ocorréncia de rejei¢do do retalho foi feita por
VANDERREST e GARRONE (1991); ja que o colageno manteve sua
seqli€éncia peptidica inalterada no curso da evolugdo das espécies animais, as
fontes de matrizes ricas em colagenos, usadas no reparo tecidual, sio materiais

de baixo potencial antigénico.



O presente trabalho expds a cinética do desenvolvimento de nova mucosa
intestinal sobre a matriz acelular. No material obtido em duas semanas apos a
operacdo, a observacdo do infiltrado de células inflamatérias e de células
fibroblasticas mostra um preparo inicial daquela matriz para a invasdo das
células epiteliais intestinais.

ApoOs a adesdo de células inflamatorias e fibroblastos, parece ocorrer a
producdo de citocinas e fatores de crescimento que irdo preparar o ambiente
para o recebimento de células especiais e posterior interagdo intercelular,
enriquecendo a matriz com novas proteinas de sustentagdo e adesdo, como o
colageno tipo VI e a fibronectina e lubrificagdo da matriz com a interposi¢do do
gel de glicosaminoglicanos (BADYLAK, 2002).

Novos capilares sangiiineos foram observados na superficie da matriz
acelular, j4 com duas semanas do periodo pds-operatorio. Notou-se uma
disposi¢do, dos novos vasos sangiiineos, perpendicular a superficie da matriz,
com direcdo até a luz intestinal. Parece ter ocorrido uma invasao de células
endoteliais oriundas da camada serosa do intestino adjacente e do grande
omento que, eventualmente, encontrava-se recobrindo o retalho interposto.
BADYLAK, RECORD, LINDBERG, HODDE e PARK (1998) descreveram a
adesdo, proliferagdo e crescimento tridimensional de estruturas tubulares
semelhantes a vasos sangiiineos sobre matriz acelular formada pela submucosa
do intestino delgado. A invasdo celular endotelial e posterior organizacao
vascular sdo dependentes da presenca de fibronectina, responsavel pela
estabilizacdo do processo de regeneracio (BADYDLAK, LIANG, RECORD,
TULLIUS e HODDE, 1999 e ARMSTRONG e ARMSTRONG, 2000).

Uma vez que a matriz acelular permite a revascularizacdo, ela prové um
microambiente vidvel para a invasdo de outras células especializadas, no
sentido de regenerar um novo tecido semelhante ao adjacente.

Tanto nos animais com duas semanas, quanto naqueles com quatro

semanas apOs a intervengdo cirurgica, observou-se penetracdo das células



epiteliais a partir da extremidade da matriz. Com duas semanas, observou-se a
formacdo de estruturas semelhantes as vilosidades intestinais, com camada
unica de células epiteliais. Presume-se que a formacdo do novo tecido ocorra
por proliferagdo celular nas criptas da mucosa normal adjacente e migragdo
epitelial ao longo do retalho desde suas extremidades (BRAGG e THOMPSON,
1986).

Com oito semanas no periodo pos-operatorio toda a superficie interna da
matriz estava recoberta por mucosa intestinal semelhante & mucosa adjacente. A
microscopia, revelaram-se vilosidades e criptas intestinais bem estruturadas e
com diferenciacdo celular organizada ao longo do epitélio intestinal. O resto da
matriz apresentou reorganizacdo das fibras colagenas, e mesmo com a
delimitacdo da submucosa intestinal. Esses achados estdo de acordo com os
relatos de PARNIGOTTO e col. (2000), WANG e col. (2003), GUNSAR e col.
(2004), WANG e col. (2005) e STELZNER e CHEN (2006).

O estudo morfométrico da nova mucosa intestinal, formada com quatro e
oito semanas pds-operatorias, revelou hipertrofia das vilosidades e das criptas
intestinais quando comparadas a mucosa adjacente normal, com altura e
superficie das vilosidades e profundidade das criptas estatisticamente maiores.
Parece ocorrer maior estimulo proliferativo do epitélio intestinal por influéncia
de fatores locais da luz do intestino (THOMPSON e col., 1985 ¢ THOMPSON
e col, 1986). Uma vez que o retalho encontra-se na presenga do transito
intestinal normal, isso explicaria a hipertrofia observada no estudo. Outros
autores, PARNIGOTTO e col. (2000), WANG e col. (2003), GUNSAR e col.
(2004) e WANG e col. (2005), descrevem uma neomucosa menor que a mucosa
adjacente, porém funcionalmente semelhante. Ao longo de varias semanas,
acima de 12, relatam uma semelhanca morfométrica com a mucosa normal.
Contudo, todos esses autores verificaram o crescimento de neomucosa em
segmentos intestinais isolados, o que, como foi discutido, predispde a formagao

de mucosa intestinal hipotrofica.



As diferencas morfométricas também foram observadas quando
comparadas as neomucosas com quatro e oito semanas pos-operatorias, sendo a
neomucosa com oito semanas estatisticamente maior em relagdo aos parametros
altura e superficie das vilosidades. Credita-se tal diferenca a progressao do
desenvolvimento ao longo do tempo, com exposicao aos fatores de crescimento
que vao apresentando maior resposta positiva sobre as novas cé¢lulas epiteliais
em replicacdo e maturagao. Esse fato parece resultar de uma memoria celular
transmitida as células da regeneracdo tecidual quanto a sua capacidade de
replicacdo (POTTEN e MORRIS, 1988).

Concomitantemente a observacdo do crescimento de neomucosa ao longo
das semanas, houve contragdo progressiva do retalho aposto, sendo de 24,5%
com duas semanas, 49,7% com quatro semanas e alcancando 53,5% com oito
semanas no periodo pds-operatorio. A maioria dos autores concorda quanto ao
percentual de contragdo do retalho aposto, com a média de 50% as oito semanas
de observacdao (BERMEJO e col., 1993, WANG e col., 2003 ¢ WANG e col.,
2005). CHEN e BADYLAK (2001) descreveram uma contracdo aproximada
dos retalhos de 35% nas primeiras duas semanas do periodo pos-operatério;
com 16 semanas, a area havia contraido 50% do original € com 12 meses, 80%.
Segundo esses autores, a matriz formada por uma rede de colageno serad
reintegrada na parede do 6rgdo e ndo se verificard mais o local tratado com um
retalho, trés meses apos.

Assim, a quantidade de neomucosa obtida por retalhos sera dependente
da taxa de crescimento do novo tecido e da contragdo do defeito inicial que
ocorre usualmente sobre a cicatrizacdo de feridas (BRAGG e col., 1987).
Contudo, essa redug¢do de aproximadamente metade da superficie inicial do
retalho se traduz em menor aumento da drea da superficie de absorc¢ao intestinal
requerida e configura limitacdo para a técnica.

Na engenharia de tecido intestinal, o aspecto mais desafiador estd no

desenvolvimento de atividade peristaltica do intestino regenerado,



principalmente quando se utilizam segmentos tubulizados de matriz acelular.
Essa fisiologia dependera do desenvolvimento muscular liso e da reinervacao.

O presente trabalho ndo demonstrou o crescimento ou desenvolvimento
de células musculares lisas, € muito menos a sua disposi¢do nas camadas
muscular circular e longitudinal. O estudo atual ndo foi além de oito semanas de
observagdo, pois teve como objetivo, apenas, analisar a possibilidade do modelo
do desenvolvimento e do crescimento de nova mucosa intestinal sobre matriz
acelular.

Apesar de PARNIGOTTO e col. (2000) descreverem a presenca de
c¢lulas musculares lisas ja na terceira semana apos a interposi¢dao dos retalhos,
CHEN ¢ BADYLAK (2001), WANG e col. (2003) e WANG e col. (2005)
observaram o crescimento de tecido muscular a partir de 12 semanas de pds-
operatorio. Nesses trabalhos, o tempo de observagdo do crescimento tecidual
vai até 48 semanas do poOs-operatorio para a interposicdo da matriz acelular.
Duas sdo as teorias para a explicacdo da regeneragdo muscular: a possibilidade
do desenvolvimento a partir de células-tronco do intestino do hospedeiro ou a
partir da producdo pelos pericitos que acompanham as ce¢lulas endoteliais que
invadem o retalho (SANDUSKY e cols., 1992).

Os resultados do presente estudo indicam que ocorre o desenvolvimento
de nova mucosa do intestino delgado sobre matriz acelular, e que hd mais
crescimento quando comparado a mucosa adjacente do intestino normal. Essa
constatagdo tem o potencial de ser alternativa satisfatoria nos estudos da
substituicao do intestino doente. Ainda mais, o uso da matriz acelular, derivada
do intestino delgado com todas as suas camadas, permite a regeneracdo tecidual
sobre material mais resistente que a simples camada submucosa do intestino e
com a caracteristica de ser biodegradavel.

Estudos adicionais serdo necessarios para a analise dos aspectos
funcionais do novo tecido intestinal quanto a fun¢do absortiva da mucosa e

regenerac;éo muscular e nervosa.



7. CONCLUSAO

Nas condi¢oes em que foi realizado o presente estudo, conclui-se que: ha
formagdao de nova mucosa intestinal sobre retalhos de matriz acelular, apostos
em segmento intestinal integro de ratos; a neomucosa apresenta histologia e

morfologia semelhantes a mucosa intestinal normal.
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RESUMO

Objetivo: H4 desenvolvimento e crescimento de nova mucosa intestinal sobre
diferentes superficies de apoio. Os biomateriais, principalmente as matrizes
acelulares, constituem estruturas ricas em proteinas de sustentacdo, como o
colageno, e permitem o desenvolvimento de neomucosa do intestino delgado. O
objetivo do presente estudo foi analisar a morfologia de neomucosa do intestino
delgado formada sobre retalho de matriz tecidual acelular.

Métodos: Vinte e oito ratos machos Wistar foram utilizados no estudo. Trés
animais forneceram o intestino delgado para a obtencdo da matriz acelular.
Aleatoriamente, os outros 25 animais foram distribuidos em trés grupos:
eutanasia com duas semanas — cinco ratos; eutandsia com quatro semanas — dez
ratos; e eutandsia com oito semanas pds-operatdrias — dez ratos. A matriz
acelular foi obtida do tratamento detergente-enzimdtico de segmentos de
intestino delgado, com deoxicolato de sodio 4% e deoxirribonuclease. Os
retalhos de matriz acelular foram interpostos na parede antimesentérica do ileo
terminal. Foram analisados os dados morfométricos da mucosa adjacente
normal do ileo e da nova mucosa em desenvolvimento.

Resultados: Com oito semanas de periodo pds-operatdrio, todo o retalho estava
preenchido por nova mucosa. A neomucosa apresentou valores morfométricos
estatisticamente maiores que a mucosa adjacente.

Conclusao: A neomucosa intestinal formada sobre matriz acelular obtida pelo
tratamento detergente-enzimatico do intestino delgado de ratos ¢ semelhante a
mucosa normal adjacente.

1. Biomateriais. 2. Bandas de Matriz. 3. Intestino Delgado. 4. Mucosa

Intestinal. 5. Ratos Wistar.



ABSTRACT

Background / Purpose: New intestinal mucosa can grow and be developed at
different scaffolds. The acellular matrix is made off rich sustain protein and it
allows the development of small bowel neomucosa. The purpose of this study
was to analyze the morphology of the small bowel neomucosa at the acellular
matrix tissue graft.

Methods: Twenty-eight Wistar male rats were enrolled in the study. The small
bowel of three animals was used to obtain the acellular matrix. Twenty five
other animals were randomly assigned in three groups according to the time of
post-operative euthanasia. In five rats the euthanasia happened at two weeks, in
ten rats at four weeks and in ten rats at eight weeks. The acellular matrix was
extracted from a detergent-enzymatic process at small bowel segments with
sodium deoxycholate at 4% and deoxyribonuclease. The acellular matrix grafts
were interposed at the terminal ileum antimesenteric wall. The morphometric
characteristics of adjacent normal ileum mucosa and the developmental
neomucosa were analyzed.

Results: After eight weeks post operatory, all grafts were filled with new
mucosa. The neomucosa showed morphometric values statistically bigger than
the adjacent mucosa.

Conclusion: The intestinal neomucosa developed under acellular matrix, which
is obtained by a detergent-enzymatic process of the small bowel in rats, is quite

normal as the adjacent intestinal neomucosa.



