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Fotomicrografia da localizacdo da proteina VEGF-A (Imuno-
histoquimica) e de tecido vascular (Hematoxilina - Eosina) em
utero de ovelhas pds rafia. Area controle, drea de rafia com

categute e area de rafia com quitosana.

Grafico representando média e erro padrao da média dos valores
obtidos dos grupos controle, categute e quitosana, n=7,
referentes ao percentual de colageno tipo IlII, colageno tipo I,

tecido conjuntivo, VGEF-A e vasos sanguineos.

Pagina



Comparacéo entre as histerorrafias com fios de sutura dos tipos categute e quitosana:
macroscopica, histoquimica e imuno-histoquimica®

Lucio N. Huaixan®, Silvana S.B. Arruda®, André Santos-Leonardo?, Janiny C. Viana®, Eduardo M.M. Lima®’

ABSTRACT.- Huaixan L.N., Arruda S.S.B., Santos-Leonardo A., Viana J.C. & Lima E.M.M. 2013
[Comparison between hysterorrhaphy with sutures of the types catgut and chitosan: macroscopic,
histochemical and immunohistochemical.] Comparacédo entre as histerorrafias com fios de sutura dos
tipos categute e quitosana: macroscoépica, histoquimica e imuno-histoquimica. Pesquisa Veterinaria
Brasileira 00(0):00-00. Programa de Pés-Graduacdo em Salde Animal, Faculdade de Agronomia e
Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia (UNB), ICC Sul, Campus Universitario Darcy Ribeiro, Cx.
Postal 4508, Brasilia, DF 70760-701, Brazil. E-mail: imaemm@unb.br.

The occurrence of dystocia in ovine is arising of unusual events that alter the physiology of eutocic
parturition. The cesarean section is a surgical procedure performed frequently in this specie for resolution of
these intercurrences, however the techniques of hysterorraphy, even as the material used, constitutes a very
important step, arousing the interest in search for materials with ideal qualities. The chitosan proves to be
interesting, since it is a biomaterial, with favorable properties and applications in healing. The aim of this
study was to compare the quality of the healing process in the areas of hysterorrhaphy with sutures of the
types catgut and chitosan by evaluating macroscopic, histochemical and immunohistochemical. Were used
seven healthy ewes, Santa Inés breed, that were submitted to surgical technique of video-assisted
laparotomy followed by laparotomy. After exteriorization of the uterus, was performed hysterotomy with
subsequent hysterorrhaphy, in both horns, with chitosan and catgut. The macroscopic evaluation and
biopsies of hysterorraphy areas and control area were performed after 30 days. Adhesions were found in five
animals of the catgut group and none in the chitosan group. Was observed statistical difference with
increase of collagen type Ill and connective tissue in the chitosan group when compared with control and
catgut, was also observed a greater presence of blood vessels in the control group when compared to catgut
and chitosan. In quantification of collagen type | and VEGF-A, was not observed statistical difference
between the groups. The chitosan suture promoted preventive effect in the formation of postoperative
adhesions in the areas of hysterorraphy, with increased deposition of collagen type Il in the tissue repair
process and giving better quality scar when compared to catgut.

INDEX TERMS: Ovine, video-assisted laparotomy, biomaterials, caesarean, collagen.

RESUMO.- A ocorréncia de distocia em ovinos é decorrente de eventos inusitados que alteram a fisiologia
do parto eutdcico. A cesariana é um procedimento cirdrgico realizado com frequéncia nesta espécie para
resolucdo destas intercorréncias, contudo as técnicas de histerorrafia, bem como o material empregado,
constituem um passo muito importante, despertando o interesse na busca de materiais com qualidades
ideais. A quitosana revela-se interessante, pois € um biomaterial, com propriedades e aplicagfes favoraveis
a cicatrizagdo. O objetivo deste trabalho foi comparar a qualidade do processo cicatricial formada nas areas
de histerorrafia com fios de sutura do tipo categute e quitosana, através de avaliagdo macroscopica,
histoquimica e imuno-histoquimica. Foram utilizados sete ovinos higidos, da ragca Santa Inés que foram
submetidos a técnica cirargica de laparotomia video assistida seguida de laparotomia. Apés exteriorizagcao
do utero, foi realizada histerotomia com posterior histerorrafia, em ambos o0s cornos, com categute e
guitosana. A avaliagdo macroscépica e as biopsias das &reas de histerorrafia e area controle foram
realizadas apos 30 dias. Foram encontradas aderéncias em cinco animais do grupo categute e nenhuma no
grupo quitosana. Foi observada diferenga estatistica com aumento de colageno do tipo Ill e tecido
conjuntivo no grupo quitosana quando comparado ao controle e categute, também foi observada maior
presenca de vasos sanguineos no grupo controle em relagdo ao categute e quitosana. Da quantificacéo de
colageno do tipo | e VEGF-A, nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos. O fio de quitosana
promoveu efeito preventivo no processo de formagdo de aderéncias pos-cirlrgicas das areas de
histerorrafia, com aumento da deposi¢do de colageno do tipo Ill no processo de reparacdo tecidual e
conferindo melhor qualidade cicatricial, quando comparado ao categute.

TERMOS DE INDEXACAO: Ovino, laparotomia video assistida, biomateriais, cesariana, colageno.
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INTRODUCAO

A cesariana € um procedimento cirdrgico antigo e bastante realizado, no entanto, as técnicas
empregadas ainda sdo motivos de discussdes e estudos, principalmente no que se refere a histerorrafia. A
sintese constitui um passo muito importante no procedimento cirlrgico, despertando interesse dos
pesquisadores e fabricantes na busca de materiais com qualidades ideais, assim como, na melhoria das
técnicas operatérias utilizadas para obtencdo de melhor qualidade cicatricial (Greenberg et al. 2011).

O processo de reparacao tecidual é caracterizado, entre outros eventos, pela cascata inflamatéria
com eventos celulares que possuem fungBes importantes. O fibrinogénio esta diretamente envolvido na
inflamac&o promovendo a matriz para migracao de células inflamatérias, fibroblastos e células endoteliais,
além de ser precursor de fibrina. No entanto, em ovinos e outros ruminantes, a fribrinogénese é particular e
ocorre de maneira mais acentuada, o que facilita a formacdo de aderéncias quando comparado a outras
espécies (Murata et al. 2004). Portanto, o material de sutura deve apresentar a menor reacao inflamatéria
possivel, ser capaz de manter sua forca ténsil até que a cicatrizacdo da ferida cirlrgica esteja completa,
restabelecendo a funcionalidade do 6érgao. Devido a fatores como o trauma pela insercdo da agulha,
isquemia por tensdo, reacao do tecido ao material empregado, autélise tecidual e fatores inerentes as
propriedades fisico-quimicas que compde os fios de sutura, 0 material de sutura altera o processo normal
de cicatrizacdo. (Greenberg & Clark 2009).Dessa forma, as propriedades de um fio de sutura séo
extremamente importantes, e sua escolha deve ser feita sempre visando o tipo de 6rgdo que sofrera a
sintese

Os biomateriais a base de quitosana constituem uma classe emergente, com propriedades
usualmente aplicaveis em varios campos biomédicos. O aumento do interesse da quitosana tem gerado
oportunidades de producdo de biomateriais especializados, principalmente com modificagbes quimicas e
fisicas, as quais tém promovido novas atividades biolégicas para fins especificos (Aranaz et al. 2009).

O objetivo deste trabalho foi comparar a qualidade do processo cicatricial em Utero de ovelhas
submetidas a histerorrafia com fios de sutura do tipo categute ou de quitosana, através de avaliagao
macroscopica da presenca ou auséncia de cicatrizagdo completa, deiscéncia, absorcdo das suturas,
aderéncias e histoquimicamente e imuno-histoquimicamente pela quantificacdo de colagenos dos tipos Il e
I, tecido conjuntivo, VEGF-A e vasos sanguineos.

MATERIAL E METODOS
Foram utilizados sete ovinos fémeas, da raca Santa Inés, uniparas, com idade aproximada de trés
anos. A higidez foi confirmada a partir da realizagdo de exame clinico geral e especifico pela avaliacdo
ultrassonografica (Aloka SSD-500, probe linear UST-588U-5, Tokyo, Japéo) dos 6rgéos genitais. Os animais
permaneceram estabulados em baia de 100m?, com alimentacdo, sal mineral e agua ad libidum. O trabalho
foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo Animal da Universidade de Brasilia (#110687/2012).

Procedimento Cirurgico

Os animais foram submetidos a jejum alimentar de 36 horas e hidrico de 24 horas. Foi realizada
tricotomia de toda a regido abdominal, sedacéo com detomidina 1% (0,01mg/kg IV) e morfina 1% (0,1mg/kg
IM). Dez minutos apds, os animais foram posicionadas em decubito dorsal com inclinagdo de
45°(Trendelenburg negativo) em maca cirdrgica especifica para ovinos. Foi realizada antissepsia da regido
abdominal com iodopolividona degermante 10%, iodopolividona tépico 10% e &lcool 70%. Para anestesia
local dos pontos de trocateriza¢@o e incisdo foi utilizada lidocaina 2%. Imediatamente apés o inicio do
procedimento cirdrgico foi administrado escopolamina 2% (0,1mg/kg 1V).

Os animais foram submetidos a laparotomia videoassistida (Karl Storz®, Tuttlingen, Baden-
Wirttemberg, Alemanha, Veterinary video camera lll, 692360 20) seguida de laparotomia, para realizacdo
de histerotomia e histerorrafia em ambos cornos uterinos. Foi realizada uma incisdo cutanea de
aproximadamente 0,5cm de comprimento, estando afastada cerca de 5 a 10 cm cranialmente ao Ubere e
lateralmente a esquerda da linha alba. Nesta incisdo foi introduzido trocéater (Karl Storz®, Tuttlingen, Baden-
Wirttemberg, Alemanha, Yellow, 7mm de diametro, 10,5cm de comprimento, com valvula multifuncional,
vélvula para insuflagdo, mandril piramidal, 30160MP), estabelecendo pneumoperitbnio com CO,, através
deste, foi introduzida uma oOtica de versdo curta (Hopkins®, Baltimore, Maryland, Estados Unidos da
América, Il, 10mm de diametro e 31cm de comprimento, color code: red) obliqua de 30° com cabo de fibra
optica (Karl Storz®, Tuttlingen, Baden-W(rttemberg, Alemanha, 1,80m, 69495 NL) conectado a uma fonte de
luz (Karl Storz®, Tuttlingen, Baden-Wiirttemberg, Alemanha, Cold Light Fountain, Halogen 250 twin, 201133
20), e, acoplada a 6tica, empregou-se camera Karl Storz Telecam® (Tuttingen, Baden-Wirttemberg,
Alemanha, 38mm, 20200043) para projecdo das imagens laparoscépicas em monitor (Samsung®, Seul,
Coréia do Sul, SyncMaster 2033M, LCD, 10000:1 DC). Em uma segunda incisdo, na parede lateral direita,
lateralmente a linha alba, tomando como base as mesmas estruturas anatdbmicas, nesta incisédo, foi
introduzido o segundo trocater (Karl Storz®, Tuttlingen, Baden-Wirttemberg, Alemanha, Black, 6mm de
diametro, 10,5cm de comprimento, com valvula multifuncional, valvula para insuflagao, mandril piramidal,
30160MP), para a introducédo de um bastdo de manipulagédo (Karl Storz®, Tuttlingen, Baden-Wirttemberg,
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Alemanha, 5mm de didmetro, 36cm de comprimento, 26175T), para auxiliar na manipulacédo uterina. Apds
a localizacdo do utero, foi realizada uma incisdo de aproximadamente 2cm de comprimento, paralela e
cranial ao segundo trocater, por onde foi introduzida uma pinca (Karl Storz®, Tuttlingen, Baden-
Wirttemberg, Alemanha, Clickline Babcock grasping, com dentes mdltiplos fenestrados, atraumatica) para
contencédo do Utero e posterior exteriorizagdo. Em ambos os cornos uterinos foi realizado uma incisdo de
4cm de comprimento, seccionando o perimétrio, 0 miométrio e o endométrio. Imediatamente apds, foi
realizada a histerorrafia com padréo de sutura do tipo Schmieden, sendo o corno uterino direito submetido a
rafia com fio do tipo categute (PonSuture Sao Sebastido do Paraiso, Minas Gerais, Brasil; simples 2-0;
C823120 monofilamento) e o corno uterino esquerdo submetido a rafia com fio de quitosana (MED VENT
GmbH®, Mainz, Rhineland-Palatinate, Alemanha 2-0; 2013-10, monofilamento). Em seguida o Gtero foi
lavado com solugédo heparinizada (Hepamax Blausiegel Ind. e Com. Ltda., Cotia, Sdo Paulo, Brasil,
15Ul/ml) para retirada do sangue, evitando assim, as aderéncias, e reposicionado na cavidade abdominal.

As rafias das regifes de trocaterizacdo foram realizadas através de padrdo de sutura do tipo Wolf
somente na pele. Ja a rafia do ponto de exteriorizacdo do Utero, por sua vez, teve como base quatro planos
de sutura com padrao Sultan (peritbnio; porcao muscular do musculo reto do abdome e as aponeuroses dos
musculos obliquo interno e externo do abdome). Por fim, sutura de pele com padrdao Wolf e fio nylon 0
(Bioline®, Anapolis, Goias, Brasil; NLOCT30, monofilamento).

A recuperacdo anestésica do procedimento cirdrgico ocorreu em sala com p|so de borracha e
paredes acolchoadas, em seguida, os animais foram soltos em baias individuais de 4m?, com alimentacéo,
sal mineral e agua ad libidum. A antibioticoterapia profilatica foi instituida com pen|C|I|na benzatina
(40.000UI/kg, a cada 48 horas, 3 doses, IM). Também foi empregado antiinflamatério ndo-esteroidal flunixim
meglumine (2,2mg/kg, a cada 24 horas, 3 doses, IV). Diariamente foi realizado exame cllnlco geral e
curativo das feridas cirirgicas com permanganato de potassio 10% e repelente (Bactrovet Kdnig,
Avellaneda, Buenos Aires, Argentina). A remog¢do da sutura de pele se deu dez dias ap6s o proced|mento
cirdrgico.

Biopsias

Ao completarem 30 dias de poés-operatério, durante a fase de cicatrizacdo caracterizada por
processo de remodelamento, quando a qualidade do processo cicatricial pode ser avaliada (Young &
McNaught 2011; Sinno & Prakash, 2013), os animais foram resubmetidos a laparotomia video assistida,
empregando a mesma técnica supracitada, possibilitando a avaliagdo macroscépica da cavidade abdominal
e do utero, assim como sua sintopia. Foram realizadas biopsias de ambos os cornos uterinos, de
aproximadamente 1cm?, das regibes de rafia uterina (porcdo central da sutura) e de uma &rea contigua, nao
operada, na extremldade do corno uterino, tomando esta, como controle para avaliacdo histomorfométrica
dos processos de cicatrizagdo. A regido de biépsia no Utero foi suturada e o mesmo foi reposicionado,
posteriormente, a parede abdominal foi suturada, finalizando assim o procedimento cirdrgico.

Processamento das amostras

ApOs a coleta, os fragmentos foram lavados com solugéo de cloreto de sodio a 0,9% para remogéo
do sangue, fixados em solu¢@o aquosa a 10% de formaldeido por cerca de 48 horas. Entdo, foram incluidos
em parafina, seccionados com 4um de espessura e corados com Hematoxilina-Eosina, Picrossirius red ou
Tricrdmico de Masson, visando a evidenciacdo de macréfagos, linfocitos, vasos, glandulas, colageno l e lll e
tecido conjuntivo.

Imuno-histoquimica

Para realizacdo da imuno-histoquimica os cortes confeccionados foram desparafinados e
hidratados. A recuperagdo antigénica foi realizada com solugdo de tampéo citrato (pH=6, 60°C) e,
posteriormente, deu-se o bloqueio de peroxidase endégena com solugdo 4% de perdxido de hidrogénio. As
ligagcbes inespecificas foram bloqueadas com solugdo de 1% de albumina sérica bovina (BSA). Esses
fragmentos foram incubados com os anticorpos primarios VEGF-A (1:500; M7273, DakoCytomation,
Glostrup, Copenhaga, Dinamarca), com posterior incubagéo por 12h em camara Umida a 4°C, seguido por
incubacdo com anticorpo secundario (Polimero; P0163, DakoCytomation, Glostrup, Copenhaga, Dinamarca)
. Em seguida os fragmentos nas laminas foram lavados em com PBS, revelados com diaminobenzidina e
contracorados com hematoxilina.

Analise de imagens

As laminas dos fragmentos de corno uterino foram analisadas através de mlcroscoplo Optico (BX51
Olympus Tokyo, Japédo) acoplado ao programa de captura e andlise de imagens (ProgRes Capture Pro
2.5, Jena, Turingia, Alemanha), foram obtidas fotomicrografias (TIFF, 36-bit color, 1280x1024 pixels) de
quinze campos aleatérios de cada fragmento, sendo que para a diferenciacdo das fibras de colageno
utilizou-se microscopia com luz polarizada. Para a quantificacdo do tecido conjuntivo e dos tipos de
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colageno foi empregado programa de analise de imagem (Image- Pro Plus.6.0°, Rockville, Maryland,
Estados Unidos da América). A quantificacdo da area ocupada pelos macréfagos, linfécitos e vasos foi
realizada com auxilio do software de analise de imagens STEPanizer® (http://stepanizer.com/).

Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média e erro padrdo da média através de estatistica descritiva,
seguida pela aplicacdo do teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. As diferengas entre 0s grupos
foram testadas pela analise de variancia one-way ANOVA e pdés-teste de Friedmann através do programa
GraphPad Prism®6. Foi considerado p=<0,05, como estatisticamente significativo.

RESULTADOS
Macroscopicamente observou-se completa cicatrizacdo, auséncia de deiscéncia e absorcdo
completa dos fios de sutura, tanto os do tipo categute, quanto os de quitosana. Porém, foi observada a
presenca de aderéncias em cinco animais, todas elas em &reas cuja sutura foi realizada com fios do tipo
categute (Figura 1), sendo que em trés animais estas aderéncias ocorreram no corno contralateral, outra na
base do corno ipsilateral e uma com o omento. Ja nas areas de rafia uterina com fios do tipo quitosana nao
foram observadas aderéncias.

Fig.1. Imagem laparoscopica indicando a presenca de aderéncia (seta) da area de rafia, com categute, com
o omento (A). Aderéncia (seta) da area de rafia com categute com o corno contralateral (B). Escala:
10mm.

A quantificacdo de macréfagos e linfocitos revelou auséncia de diferenca estatistica entre os grupos
estudados para macréfagos e predominio de linfécitos no grupo categute quando comparado ao grupo
controle (Figura 5).

O colageno do tipo Il apresentou maior expressao no grupo quitosana (Figura 2 e 5), com auséncia
de diferenca estatistica entre os grupos controle e categute (Figura 5). O colageno do tipo |, demostrou
auséncia de diferenca estatistica entre os trés grupos avaliados (Figura 5), conforme ilustrado entre os
grupos da Figura 2.
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Fig.2. Fotomicrografia (Picrossirius red) da disposicdo dos colagenos tipo Il e | em Utero de ovelhas pés
rafia. A e B — area controle, C e D — &rea de rafia com categute, E e F — &rea de rafia com
quitosana. A cor verde representa fibras de colageno do tipo Il (seta), em proporcao maior na area
de rafia com quitosana. A cor vermelha representa fibras de colageno do tipo | (seta), em proporcéo
semelhante nos trés grupos. Escala: 60pm

Na avaliacdo de tecido conjuntivo ndo houve diferenca estatistica quando comparado os grupos
controle e categute. Comparando 0s grupos quitosana e categute, houve diferenca estatistica, e foi
observado maior proporcao de tecido conjuntivo nos animais do grupo quitosana (Figura 5). Na Figura 3
foram observadas essas diferentes quantidades de tecido conjuntivo, tomando como base coloracao azul
expressa pela adocdo do Tricrdbmico de Masson, nos diferentes grupos avaliados.
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Fig.3. Fotomicrografia da disposicao de tecidos conjuntivo (Tricrbmico de Masson) em Gtero de ovelhas pds
rafia. A - area controle, B - area de rafia com categute, C - area de rafia com quitosana. Seta curta
indica a presenca de vasos sanguineos e seta longa tecido conjuntivo. A cor azul representa areas
de tecido conjuntivo, em maior proporcao na area de rafia com quitosana. Escala: 30pum.

Os resultados referentes ao VEGF-A, indicaram auséncia de diferenga estatistica entre os grupos
(Figura 5). Quando foi possivel visualizar os tecidos onde houve a expressdo de VEGF-A através da
marcacao, cor amarela nos diferentes grupos conforme a Figura 4. Dos vasos sanguineos, por sua vez, foi
possivel observar maior quantidade destas estruturas nos Uteros dos animais do grupo controle (Figura 4 e
5). Nao houve diferenca estatistica entre 0s grupos categute e quitosana (Figura 5).



| e e R A s | | —e————]

Fig.4. Fotomicrografia da localizacéo da proteina VEGF-A (Imuno-histoquimica: A, C e E) e de tecido
vascular (Hematoxilina — Eosina: B, D e F) em Utero de ovelhas poés rafia. A e B — area controle, C e
D area de rafia com categute, E e F — area de rafia com quitosana. Seta curta indica a presenca de
vasos sanguineos, em propor¢cao maior no grupo controle e seta longa areas de expresséo de VEGF-
A, representadas pela coloracdo amarela em proporcéo semelhante nos trés grupos Escala: 30pum.




p<0,0001

>
=

50- p<0,0001
—] o
= 401 Qo
(o] -
= o
o 304 g
c (=)}
g S
204 o
z o
(&} X
< 104
o Controle Cateaute Quitosona Controle Categute Ruitosana
pP<0,0001
C p=0,0051 D 201
[e)
'E i 204
c (O]
=3 w
= =
o = 10-
S
3
[
X 0-
Controle Categute Quitosana

Controle Catequte Quitosona

p=0,0093

e
"y

2.54 p=0,0206

2.0+

% Vasos sanguineos
o o - -
o wu o wu
L L 1 L
% Macréfagos
e & r @

Controle Categute uitosana
Controle Categute Quitosana 9 Q

ep]

20- p<0,035

15+

10+

% Linfocitos

b

54

0-
Controle Categute Quitosana

Fig.5. Média e erro padrdao da média dos valores obtidos dos grupos controle, categute e quitosana, n=7,
referentes ao percentual de colageno tipo Il (A), colageno tipo | (B), tecido conjuntivo (C), VGEF-A (D),
vasos sanguineos (E), macrofagos (F) e linfocitos (G). A presenca de chave entre as colunas representa
diferenca estatistica (p<0,05) entre os valores.



DISCUSSAO

A cicatrizacdo tecidual € um processo biolégico complexo, que consiste em uma coordenada
cascata de eventos celulares, moleculares e bioquimicos interagindo entre si, quando o organismo busca a
restauracdo das caracteristicas fisiolégicas do tecido na tentativa de reestabelecer sua funcdo. Estes
eventos ocorrem em trés fases, inflamatéria, proliferativa e de remodelamento (Young & McNaught 2011) e
a duracédo destas é bem determinada apesar de ocorrer alguma sobreposicéo. A resposta inflamatéria é a
fase inicial e geralmente ocorre em até 48 horas (Sinno & Prakash 2013), quando se inicia a fase
proliferativa persistindo até duas semanas com a formacgéao de tecido de granulagdo e consequente acimulo
de maiores quantidades de coldgeno (Campos et al. 2007). A terceira e Ultima etapa envolvida é a fase de
remodelamento, que pode durar até dois anos e responde pelo desenvolvimento do epitélio normal e
maturagdo da cicatriz (Young & McNaught 2011). A fisiologia da cicatrizacdo aplica-se de maneira
equivalente para érgdos com arranjos estruturais semelhantes, isto &, Gtero, intestino, peritbnio, entre
outros. No entanto existem varios fatores que podem influenciar diretamente e acarretar complicacdes como
deiscéncia de pontos e aderéncias (Young & McNaught 2011), dentre eles, manipulacao tecidual, tipo de fio
de sutura, biomaterial, forma de apresentacdo do mesmo e técnica de rafia empregada (Greenberg et al.
2011).

A inflamacao envolvida no processo de cicatrizacdo persiste enquanto ha necessidade, através da
acéo de neutréfilos, macroéfagos, linfécitos e outros fatores inflamatérios, que garantem a remocao de debris
e materiais estranhos do tecido. No entanto a manutenc¢éo prolongada da resposta inflamatéria pode causar
dentre outras complicagbes, a formacgéo de aderéncias. O fio de sutura atuou como corpo estranho, sendo
gue o grau de reacdo tecidual depende da natureza das caracteristicas quimicas e fisicas dos varios tipos
de materiais de sutura (Greenberg & Clark 2009). O categute é um polimero biodegradével, e a natureza de
sua composicdo e processamento faz desse material uma alternativa pouco ideal atualmente,
principalmente pela inconsistente forca ténsil de retengdo e caracteristicas ruins de manuseio (Greenberg et
al. 2011). A presenca de aderéncias em cinco animais no grupo submetido a histerorrafia com categute foi
atribuida a reacgéo inflamatéria inerente ao tipo de fio de sutura, coincidindo com o observado na sutura da
vesicula urindria de ratos (Kosan et al. 2008). O predominio de linfécitos no grupo categute, em relagdo ao
grupo controle, pode ser entendido devido ao fato de que estas células em processo inflamatério normal
tem tempo de acdo de até 120 horas (Young & McNaught 2011). Justificando a formagé&o de aderéncias que
estiveram presentes ao longo da fase de remodelamento, originadas em eventos inflamatérios com
formagéo de exsudato, rico em fibrinogénio, no inicio da fase proliferativa (Akinrinmade & Lawal 2010).

Considerando a manipulac@o tecidual como fator determinante ao estimulo de aderéncias, a
intervencao cirlrgica através de laparotomia video assistida também exige certa modificacdo e alteragcéo da
estatica visceral, porém é menos invasiva e traumética (Einarsson et al. 2012). Sobretudo deve ser
enfatizado o menor efeito da mesma sobre o estimulo a reacdo inflamatéria tecidual e consequente
formacdo de aderéncias, em contraste ao emprego da laparotomia convencional. Todos os animais, neste
estudo, foram submetidos a laparotomia video assistida, 0 que sugeriu estimulo equivalente quanto a
possivel reacao inflamatéria e formagéo de aderéncias, em todos os animais, tornando menor o efeito da
intervencao cirdrgica sobre complicagdes do processo cicatricial.

Os biomateriais a base de quitosana possuem propriedades analgésicas, antitumorais,
hemostaticas, antimicrobianas, antifingicas, cicatrizantes e antiinflamatorias. (Aranaz et al. 2009). Esta
ultima caracteristica é atribuida a sua acao antiinflamatéria, dependente de sua forma de apresentacéo,
promovendo inibicdo da producdo fator de necrose tumoral-a, interleucina-l, prostaglandinas e
cicloxigenase-2 (Chou et al. 2003). Na prevencado de aderéncias peritoniais em ratos, diante do emprego de
duas formas de apresentacgéo, filme e gel de quitosana, foi observado formacdo de aderéncia nos animais
submetidos a tratamento com filme de quitosana e inibicdo dessas formacdes quando utilizado gel de
guitosana (Zhang et al. 2006). Esses autores também demonstraram auséncia de interferéncia do tipo de
tecido em relacdo a formagéo das aderéncias. Refor¢cando a justificativa que envolve o efeito da forma de
apresentacdo de quitosana no estimulo ou inibicdo da formacé@o de aderéncia (Greenberg et al. 2011).
Portanto, a auséncia de aderéncias no grupo de animais submetido a historrafia com fio de quitosana foi
justificada pela propriedade inerente a sua forma de apresentacdo. Fato que provavelmente favoreceu a
inibicdo de fatores relacionados a inflamagéo e consequente formacao de aderéncias.

O papel particular de diferentes tipos de técnicas de sutura na cicatrizacdo ainda necessita ser
elucidado, no entanto sabe-se que as rafias podem retardar o processo cicatricial ocasionando isquemia,
injuria tecidual, inflamacdo e consequente aderéncia e deiscéncia de pontos (Ceci et al. 2012). A
cicatrizacdo completa e auséncia de deiscéncia de pontos verificada na avaliagdo macroscdpica nos grupos
quitosana e categute sugeriram o efeito benéfico da técnica de sutura empregada. Avaliando a influéncia do
tipo de sutura a inflamacdo com consequente formacao de aderéncias, verificou-se em enterorrafias no
cOlon de equinos, que o padrdo invaginante de sutura promoveu menor reacdo inflamatéria quando
comparado a padrdo aposicional (Lucas et al. 2001), corroborando com o tipo de sutura utilizado neste
estudo. Além disso, a técnica foi padronizada para os grupos submetidos a rafia com quitosana e categute,
sugerindo possivel estimulo inflamatorio equivalente para ambos. Reforgando que houve menor impacto da
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técnica de sutura sobre a formacédo de aderéncias no tecido em questdo, ja que estas foram verificadas
apenas no grupo categute.

Considerando a fisiologia do processo cicatricial, as bidpsias ocorreram na fase de remodelamento,
guando o periodo de 30 dias foi, um momento de ndo sobreposicdo com o final da fase proliferativa, que
possivelmente terminou em até 14 dias apds a injlria provocada pela intervencao cirargica, corroborando
com Campos et al. (2007). Além disso, esses autores afirmaram que a fase de remodelamento é
clinicamente mais importante, pois ocorre a deposicdo de colageno de maneira organizada, portanto é o
melhor momento para avaliacdo da qualidade cicatricial das rafias uterinas.

O inicio da deposicédo de colageno tipo Ill ocorre no final da fase proliferativa, quando a proporcao
dos tipos | e Il de colageno pode levar até um ano ou mais para ser reestabelecida e varia conforme o
tecido, com predominio de colageno tipo Ill em tecidos moles (Campos et al. 2007). Coincidindo com o
observado nos animais do grupo controle. Ndo houve diferenca estatistica na avaliagdo de colageno tipo Il
considerando os grupos categute e controle, porém quando comparado 0 grupo quitosana, com 0S grupos
demais, verificou-se diferenca estatistica, com aumento significativo de colageno do tipo Il nas areas de
histerorrafia com quitosana. Sugerindo a ocorréncia de qualidade superior no processo de reparacao
tecidual deste grupo, corroborando com estudo em que avaliaram os efeitos de quitosana em p6 na
cicatrizacdo de anastomoses em célons de ratos com elevacado significante da deposicdo de colageno e
consequente melhora na cicatrizacdo (Citgez et al. 2012). Da mesma forma, Ueno et al. (2001)
demonstraram aumento da deposicéo de coldgeno do tipo Il com uso de formulagBes tépicas a base de
quitosana na cicatrizacao de feridas.

Para o colageno do tipo I, ndo foi observada diferenga estatistica entre os grupos, uma vez que o
mesmo € de formacdo estrutural, pouco presente em processos de reparacdo tecidual. Principalmente
durante o inicio da fase de remodelamento quando as coletas foram realizadas e o colageno do tipo Il
predominou. O que condiz com os achados de autores que ndo observaram a presenca de colageno do tipo
I no tecido de granulacéo, na fase de remodelamento (Ueno et al. 1999). Da quantificagcdo do tecido
conjuntivo, néo foi observada diferencga estatistica entre os grupos categute e controle. J& o grupo quitosana
guando comparado com 0s grupos controle e categute demonstrou diferenca estatistica, com aumento de
tecido conjuntivo nos animais do grupo em que se empregou quitosana, coincidindo com Eirnasson et al.
(2012) em avaliagcéo de histerorrafias em ovelhas. Para Martins et al. (2013) a membrana de quitosana em
feridas induzidas experimentalmente em equinos, intensificou a formagcdo do tecido de granulagéo,
destacando potencial efeito reparador. Na fase proliferativa, o tecido de granulagdo é um tecido conjuntivo
imaturo e na fase de remodelamento, torna-se maduro. Portanto, os achados referentes ao tecido conjuntivo
podem ainda ser associados ao aumento do coldgeno tipo Il no grupo quitosana, jA que o tecido de
granulacdo esta envolvido com a sintese de colageno, sugerindo assim melhor qualidade cicatricial. A
auséncia de diferenca estatistica entre os grupos, tomando como base o VEGF-A foi atribuida ao momento
de realizacao da bidpsia. Isto é, ocorreu na fase de remodelamento tecidual. Sugerindo que ndo houve
aumento da acéo de fatores de crescimento endoteliais nesta fase. Fato que coincide com estudo onde
afirmaram que a acéo de VEGF-A esteve relacionada a fase proliferativa da reparagéo tecidual (Sinno &
Prakash 2013).

Ainda em relacdo aos vasos, durante a segunda semana apoés a leséo, na fase proliferativa, houve
invaséo de capilares ao tecido de granulacdo. A medida que este amadurece e o colageno se acumula, fase
de remodelamento, a densidade de vasos sanguineos tende a diminuir (Tonnesen et al. 2000). Portanto, na
andlise dos vasos sanguineos, foi observado maior quantidade no grupo controle em relacdo aos demais
grupos, que ndo apresentaram diferenga estatistica entre si. Sugerindo, maior expressédo da ocorréncia de
vasos sanguineos no tecido integro, em relacdo ao cicatricial, que por sua vez, demonstrou como
caracteristica apresentar maior densidade da ocorréncia das suas fibras de colageno em substituicdo aos
vasos, caracterizando assim o preenchimento dos espacos gerados.

CONCLUSAO

Foi evidenciada a auséncia de aderéncias, aumento de colageno do tipo Ill e maior formacao de
tecido conjuntivo, no grupo quitosana quando comparado ao categute. E auséncia de diferenga estatistica
referente ao colageno do tipo | e VEGF-A, que foram atribuidas a fase de remodelamento da cicatrizagao,
guando da realizacdo das bidpsias, onde ndo ocorreu aumento da expressao destes parametros. A maior
resposta inflamatéria foi notéria no grupo categute quando comparado ao quitosana, com predominio de
atividade de linfocitos, estimulando a formacdo de aderéncias. O fio de quitosana demonstrou em
comparacao ao categute, promover efeito preventivo no processo de formacdo de aderéncias pés-cirdrgicas
das areas de rafia e aumento da deposi¢do de colageno do tipo Il no processo de reparagdo tecidual,
conferindo melhor qualidade cicatricial no utero de ovelhas.
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