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Resumo: Defeitos de grandes segmentos traqueais podem apresentar sério problema clini-
co, devido a auséncia de substitutos na cirurgia reconstrutiva. Os biomateriais poliméricos
estdo entre os mais utilizados na medicina. Entretanto, a implanta¢cdo de um biomaterial
desencadeia uma série de eventos bioldgicos e a biocompatibilidade do material é de extre-
ma importancia para a medicina regenerativa. Objetivou-se com este estudo avaliar o uso
da copoliamida associada ao elastdmero termoplastico (PCTPE) em proteses impressas em
3D para reparagdo de defeitos parciais da traqueia de coelhos. Foram utilizados 16 coelhos
machos da raca Nova Zelandia Branco, submetidos a criacdo de um defeito parcial de tra-
qgueia na regiao ventral do 4° ao 8° anel traqueal. Os animais foram subdivididos (n=4) de
acordo com o momento das eutanasias, programadas com intervalo de sete (G7), quinze
(G15), trinta (G30) e sessenta dias (G60). A anadlise histopatoldgica por hematoxilina e eosi-
na (HE) revelou que o implante 3D de PCTPE apresentou reacdo do tipo corpo estranho e
a inflamacdo persistiu até os 60 dias de avaliagdo. A histoquimica de picrosirius vermelho
revelou tendéncia de maior quantidade de colageno tipo | nos tempos iniciais de inflamacao,
enquanto o colageno tipo Il foi predominante nos periodos tardios de avaliacdo. Pode-se
sugerir reacao exacerbada e ndo adequada da interface tecido-material e perpetuacdo do
processo inflamatério.
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Abstract: Large segmental tracheal defects can pose a serious clinical challenge owing to
the lack of suitable substitutes for reconstructive surgery. Polymeric biomaterials are widely
used in medicine. However, the implantation of biomaterials triggers a series of biological
events, and material biocompatibility is of paramount importance in regenerative medicine.
The objective of this study was to evaluate the use of a copolyamide associated with ther-
moplastic elastomer (PCTPE) in 3D-printed prostheses for repairing partial tracheal defects
in rabbits. Sixteen male New Zealand White rabbits were used, and partial tracheal defects
were created in the ventral region from the 4th to the 8th tracheal ring. The animals were
subdivided into groups (n=4) based on the time of euthanasia, scheduled at seven days (G7),
15 days (G15), 30 days (G30), and 60 days (G60). Histopathological analysis with hematoxylin
and eosin staining revealed that the 3D implant of PCTPE exhibited a foreign body reaction,
and inflammation persisted for up to 60 days. Histochemistry with picrosirius red revealed
a tendency for a greater amount of type | collagen to accumulate in the early stages of in-
flammation, whereas type Il collagen was predominant in later evaluation periods. These
findings suggest an exacerbated and inadequate tissue-material interface reaction and per-
petuation of the inflammatory process.

Keywords: bioprosthesis; picrosirius; polymers; regeneration; tracheoscopy

1. Introdugao

Defeitos de grandes segmentos traqueais podem apresentar sério problema clinico, de-
vido a auséncia de substitutos na cirurgia reconstrutiva. A engenharia de tecidos é opcao
promissora para tal problematica . A engenharia de materiais € um campo em ascensao;
biomateriais sdo substancias que podem ser de origem natural ou sintética, estes estdo em
intimo contato com os sistemas biolégicos e podem fazer parte do processo de repara¢ao ou
substituicdo de um tecido ou 6rgdo do corpo por um periodo de tempo @. Dentre os bioma-
teriais, os polimeros estdo dentre os mais empregados no ambito médico. Existe, no entanto,
necessidade do desenvolvimento de novos e mais acessiveis biomateriais devido a crescente
demanda de procedimentos médicos personalizados ©.

Um componente que se encontra em processo de estudos atualmente € o elastdmero
termoplastico (TPE), que possui as propriedades elasticas das borrachas com a facilidade do
processamento em temperaturas elevadas “. O copolimero associado ao elastémero ter-
moplastico (PCPTE) foi produzido com o objetivo de apresentar a flexibilidade do TPE e a
durabilidade do nylon ©®. A impressao 3D produz objetos por meio do processo de adi¢cao de
camada sobre camada de materiais (FDM), que se baseia em modelo virtual, gerado por com-
putador a partir de dados segmentados de secdes transversais bidimensionais, permitindo a
producdo precisa de modelos em pouco tempo e com custos baixos ©.

Objetivou-se com este estudo avaliar a utilizacdo de um implante customizado em im-
pressora 3D com copolimero associado ao elastdmero termoplastico para reparo de defeito
parcial da traqueia de coelhos.
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2. Material e métodos

O presente trabalho seguiu as normas e principios éticos de experimentacao animal
aprovados pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA) e pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) (protocolo n° 006161/19). Foram utilizados 16
coelhos (Oryctolagus cuniculus), saudaveis, machos, linhagem Nova Zelandia Branco, com
peso entre 3 e 3,5 quilogramas e 7 meses de idade, provenientes do Biotério Central da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Campus Botucatu. Os animais fo-
ram subdivididos de acordo com os seguintes tempos de avaliacao pds-operatoria: sete (G7),
quinze (G15), trinta (G30) e sessenta dias (G60), com quatro animais em cada momento (n=4).
Foi utilizado o material copoliamida associada ao elastdmero termoplastico (PCPTE), fabri-
cado pela Taulman 3D, LLD, com apresentacdo na forma de monofilamento 1,75mm para
impressdo 3D, cor branco.

A protese foi projetada em programa computacional de prototipagem tridimensional
Solidworks 2016 e impresso no método de modelagem por fusdo e deposicdo em impres-
sora da marca Prusa modelo 13. As dimensdes foram baseadas na média obtida em estudo
piloto, realizado pelo grupo de pesquisa, a partir de modelo ex-vivo da traqueia de coelhos,
com as seguintes dimensdes: 4mm de diametro de circunferéncia cranial, 5 mm de didmetro
de circunferéncia caudal, 0,5mm de espessura da parede. Os protétipos foram produzidos
pela empresa VetCraft®, embalados em papel grau cirurgico e auto clavados em ciclo rapido
em 121°C por 15 minutos. No momento da cirurgia, o implante foi seccionado com auxilio de
tesoura Mayo, formando duas metades (Figura 1).

Figura 1 Implante para reparacao de defeitos parciais de traqueia em coelhos, impresso em
3D pelo método de modelagem por fusdo e deposicdo com material PCTPE. (A) Implante ime-
diatamente apés a impressao (forma circular); (B) vista da parte interna e (C) vista lateral do
implante finalizado.

2.1 Protocolo anestésico e procedimento cirdrgico

Os animais foram anestesiados com medicagdo pré-anestésica utilizando cloridrato de
clorpromazina (Longactil®, Cristalia Industria Farmacéutica, Sdo Paulo, Brasil) na dose de
0,5 mg/kg e morfina (Dimorf®, Cristalia Industria Farmacéutica, Sao Paulo, Brasil) na dose
de 0,5 mg/kg, ambos por via intramuscular. Inducao anestésica foi realizada com propofol
(Propovan®, Cristalia Industria Farmacéutica, Sao Paulo, Brasil), na dose de 10 mg/kg por
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via intravenosa, seguida de intubacdo orotraqueal com tubo endotraqueal n° 3.0. A manu-
tencdo anestésica ocorreu por via inalatéria, com isofluorano (Isoforine®, Cristalia Industria
Farmacéutica, Sao Paulo, Brasil) diluido em oxigénio a 100%, através do aparelho de aneste-
sia com fornecimento de fluxo total de 1L/min.

O procedimento foi realizado seguindo todos os preceitos de cirurgia asséptica, com
material cirdrgico, gaze, compressas e panos de campo esterilizados e a equipe cirdrgica foi
a mesma em todos 0s grupos. Foi preparado o campo cirurgico com tricotomia ampla da re-
gido cervical ventral até o manubrio. Apds, executava-se antissepsia prévia e definitiva com
clorexidina degermante 2% e alcool 70%.

A incisao de pele foi realizada na linha média da regiao cervical ventral, imediatamente
caudal a cartilagem cricoide com extensdo até o manubrio. Procedeu-se com divulsdo do
subcutaneo e localizacao e afastamento dos musculos esternohioideos para exposicao da
traqueia. Foi realizada divulsao delicada apenas da regidao a ser manipulada, evitando danos
na inervagao do local. Foi criado defeito na regido ventral da traqueia, com auxilio de uma
lamina de bisturi n® 15, os anéis cartilaginosos foram incisados a partir do quarto até o oitavo
anel traqueal, com a extensao equivalente a cinco anéis traqueais de forma a gerar um defei-
to parcial ventral, porém em espessura completa, expondo o lumen da traqueia.

ApOs realizado o defeito da traqueia, o implante de material PCTPE, previamente custo-
mizado em impressora tridimensional, foi fixado sob o defeito com o objetivo de recobri-lo
utilizando fio de polipropileno 4-0. Primeiramente, foi realizada a passagem do fio de sutura
pela traqueia e pela prétese e ancorado com pincas hemostaticas e, ato continuo, os nés
foram cerrados de forma intercalada, para melhor distribuicao de forcas da sutura (Figura 2).
A protese de PCTPE é rigida, entretanto a passagem da agulha do fio de sutura foi possivel.
Em seguida foi realizado reposicionamento dos musculos esternohioides, aproximacao do
subcutaneo com padrao de sutura zigue-zague e dermorrafia com padrao de sutura simples
separado com fio de nylon 3-0.

Figura 2 (A) Defeito parcial de traqueia em coelhos confeccionado entre o 4° e o 8° anel traqueal,
sonda endotraqueal indicada pela seta preta; (B) Ancoragem dos pontos de sutura do implante na
traqueia; (C) Sutura do implante de PCTPE finalizada recobrindo o defeito traqueal.
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Avaliagao pos-operatoria

No pods-operatério imediato, os animais foram medicados com hidrocortisona
(Cortisonal®, Unido Quimica Nacional S/A, Sao Paulo, Brasil) na dose de 50mg/kg/IV (aplica-
¢do unica); cloridrato de tramadol (Tramadon®, Cristalia Industria Farmacéutica, Sdo Paulo,
Brasil) na dose de 4mg/kg/IM e enrofloxacina (Chemitril®, Chemitec Agro-Veterinaria, Sao
Paulo, Brasil) na dose de 5mg/kg/SC. Foram monitorados e aquecidos até recuperarem a
consciéncia e apresentarem padrao respiratério normal.

A terapia antimicrobiana com enrofloxacina e analgesia com cloridrato de tramadol fo-
ram mantidas durante cinco dias consecutivos nas mesmas doses e vias de acesso citadas
anteriormente, com intervalo de 12 horas. Durante todo o periodo de avaliacdo, os coelhos
permaneceram em gaiolas individuais proprias para o manejo da espécie, com agua e ra-
¢do comercial a vontade e ambiente climatizado.

Os animais foram avaliados todos os dias por meio de padrao respiratério, ruidos
respiratérios, presenca ou auséncia de secre¢do na ferida cirdrgica, enfisema subcutaneo
e comportamento. A manipulacao excessiva foi evitada para evitar estresse e consequen-
temente quadros de dispneia. Foram realizadas eutanasias dos respectivos grupos nos
seguintes intervalos de tempo: aos 7, 15, 30 e 60 dias apds intervencdo cirurgica. O méto-
do de eutanasia obedeceu aos principios éticos em experimentacdo animal determinados
pelo CONCEA, que foi realizado por meio da administracdo intravenosa de propofol (dose-
-efeito) e apos certificado a auséncia de reflexos corneano e pupilar, administrado 20 ml de
cloreto de potassio, também por via intravenosa para indugao de assistolia.

2.3 Traqueoscopia

Atraqueoscopia foi realizada imediatamente ap6s eutanasia, por meio de endoscépio ri-
gido de 4 mm e 30° (Karl Storz- endoskope®, microcamera Telecam SL NTSC®, 6tica Hopkins
[I® com fonte de luz fria hal6gena 250 Twin ® e Xénon 100®).

Foram realizadas traqueoscopias de quatro coelhos anestesiados para outros procedi-
mentos experimentais da equipe, sem qualquer intervencdo cirdrgica ou intubac¢do orotra-
queal, com o objetivo de obter imagens para comparacao da traqueia normal da espécie.

Foram avaliadas a superficie interna do implante em rela¢do a presenca de secrecao
e de granulomas intraluminais que foram graduados com os seguintes escores determi-
nados por dois avaliadores nao cegos: ausente (0), discreto (1), moderado (2) e acentuado
(3); visibilizacao de pontos de sutura e recobrimento da protese por tecido foram caracte-
rizados como: sim ou ndo; a graduacao do estreitamento do lUmen traqueal foi adaptada
da classificagdo de colapso de traqueia em cdes, proposta por Tappin ”: ausente (0), grau I
diminuicdo de 25% do lumen (1), grau Il: diminui¢cao de 50% do lumen (2), grau lll: diminui-
cdo de 75% do lumen (3) e grau IV: perda total do lumen (4).

2.4 Avaliacdo macroscopica ap0s eutanasia

O sitio cirurgico foi avaliado apds eutanasia em relagdo aos seguintes aspectos: rea-
¢Oes sugestivas da inflamacdo ou tipo corpo estranho pela colora¢ao do tecido, aumento de
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volume no local da cirurgia e conteddo ou secrecao ao corte. Os parametros de avaliacdo
foram graduados como: ausente (0), discreto (1), moderado (2) e acentuado (3).

2.5 Avaliacdo Histolégica

As amostras foram processadas conforme a rotina convencional de processamento
histologico, inclusao em blocos de parafina, e realizacdo dos cortes histolégicos. Estes
foram cortados em micrétomo, com espessura de 4 pm. Apds a confecgao das laminas
procedeu-se as coloracdes especificas (Hematoxilina e Eosina e Tricdmico de Masson).
Para o corte foi necessario retirar o implante devido a sua rigidez, logo as analises fo-
ram realizadas da area de interface implante-traqueia. A analise dos cortes histoldgicos
foi realizada por um patologista experiente sem conhecimento prévio da identificacao
dos grupos. A avaliacao histolégica das laminas foi realizada em microscépio Optico. As
fotomicrografias foram obtidas com auxilio do programa Olympus Cell Sens Standard
software 1.18. Os dados obtidos de epitelizacdo, fibrose, inflamacao, capilares e tecido
cartilaginoso foram classificados de acordo com a intensidade em que foram encontra-
dos e transformados em variaveis semiquantitativas mediante atribui¢cdo de indice para
os achados histoldgicos, segundo os critérios de Jung et al. ®. A presenca de células cali-
ciformes no epitélio da traqueia, feita por dois avaliadores e realizada por escores: - (au-
sente); + (aumento discreto); ++ (aumento moderado); +++ (aumento acentuado); RO (ndo
ha reducao); R1 (reducdo discreta); R2 (redu¢cdo moderada); R3 (reducdo acentuada).

A coloragao histoquimica de picrosirius vermelho foi realizada seguindo instrucdes
do kit comercial Picrosirius Histokit® da EasyPath Diagndsticos, sendo entdo realizada a
avaliacdo com utilizacdo de microscépio Optico de luz polarizada Nikon® ECLIPSE E200
acoplado a camera Tucsen® HD Lite e software Tucsen® TCapture 5.1.1. Foram obtidas fo-
tomicrografias de 3 campos da area de interesse com objetiva 20X. A mensuracdo da area
de colageno tipo | e colageno tipo lll foi feita com o software ImageJ® utilizando o plugin
Threshold Color, conforme sugerido por Bedoya et al. © com base em faixas de cor padroni-
zadas. Para o verde (colageno tipo Ill), parametro Cor 45-120; para o vermelho (colageno I),
parametro Cor 0-40 e 190-255. O parametro de Saturacao foi mantido 0-255 e o parametro
Brilho foi estabelecido automaticamente pelo software.

2.6 Analise estatistica

As variaveis dos parametros de avaliacao clinica, traqueoscopia e macroscopia post
mortem foram submetidas ao teste Qui-quadrado e confirmadas com o teste Exato de
Fisher, a 5% de significancia. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do
Statistical Analisys Software (SAS, version 9.3, SAS Institute, Cary, CN, EUA). Os dados de
histologia de hematoxilina e eosina e quantificacdo de colageno por picrosirius vermelho
foram submetidos ao teste de Pearson e confirmado pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de
significancia. Para estas analises foi utilizado o software R 4.3.0.
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3. Resultados e discussao

Dos 16 animais operados, um foi a 6bito 12 dias ap6s o procedimento cirdrgico, animal
pertencente ao grupo de 60 dias. Apresentou dispneia grave, com cianose de mucosa oral e
posicdo ortopneica, e a evolu¢do do quadro ocorreu em um unico dia. Nao apresentou au-
mento de volume no local da cirurgia, no entanto havia presenca de grande quantidade de
secrecdo serosa no lumen da traqueia. A estenose da luz traqueal ndo foi observada e nem a
formacdo de granuloma intraluminal, na avaliagdo post mortem. Este animal foi excluido das
analises estatisticas.

3.1 Avaliacdo clinica

Nenhum individuo apresentou enfisema, seroma ou secre¢cdo na ferida cirurgica.
Anorexia, outras alteracfes gastrintestinais e de comportamento também ndo foram obser-
vadas. Durante o periodo de avaliagdo, os animais permaneceram ativos e sem altera¢des
graves do padrao respiratério. Nao foi observada perda de peso significativa dos animais
antes do experimento e antes do momento da eutanasia de cada grupo (Tabela 1). Segundo
Grillo 9, os pré-requisitos para reconstrucao traqueal de sucesso sdo primeiramente que o
substituto apresente rigidez e permita a passagem do ar sem gerar colapso e flexibilidade,
fato que permite a movimentac¢ao do pescoco sem fraturar o implante. A prétese de PCTPE
apresentou essas caracteristicas, pois nenhum animal apresentou ruptura da traqueia, e
permaneceram com a movimentacao normal do pescoco, observada pelo comportamento,
dentro da gaiola e durante a alimentacdo e ingestdo de agua até os 60 dias de avalia¢ao.

Tabela 1 Peso dos coelhos submetidos a reconstrucdo de defeito parcial da traqueia com proétese
3D de PCTPE nos momentos da cirurgia e eutandsia

Peso (kg)
Grupo
Animal Cirurgia Eutanasia
1 3,5 3,4
ke 2 34 33
©
™~ 3 4,4 4,4
4 4,6 4,6
1 3,8 4,0
3 2 42 44
©
\n 3 3,7 3,5
4 3,5 3,2
1 3,4 3,6
w
S 2 3,8 38
©
] B 3,6 4,0
4 3,7 4,2
8 1 4.2 4,0
§ 2 3,7 4,0
3 35 37

3.2 Traqueoscopia

Os achados de traqueoscopia ndo diferiram entre si com significancia. A secrec¢do in-
traluminal observada na traqueoscopia apresentou as mesmas caracteristicas em todos
0s animais: coloracdo amarelada, espessa, aderida a protese ou parede da traqueia, com
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variacdo na quantidade e distribui¢do (Figura 3). O segundo pré-requisito crucial para subs-
tituicdo traqueal de sucesso a longo prazo é a presenca completa de epitélio respiratorio
especializado para promover barreira contra infec¢des e expulsar corpos estranhos 1%,

Figura 3 Traqueoscopia de coelhos com reconstrucao de defeito parcial da traqueia com implante
3D de PCTPE. (A) e (B) 7 dias. (A) auséncia de secrecao no local da prétese, visibilizacdo de tecido
recobrindo a prétese, vaso sanguineo (seta azul), (B) Presenca de fio entrelacado no centro da
prétese (seta vermelha), estreitamento grau | - diminuicdo de 25% do limen; (C) e (D) 15 dias.
(C) presenca de secrecdao moderada no local da prétese (*), superficie irregular; (D) presenca de
secrecao discreta no local da prétese (*), visibilizacdo do fio de sutura (seta preta); (E) e (F) 30 dias.
(E) presenca de secrecao acentuada no local da prétese (*), (F) Auséncia de secrecao no local da
prétese, visibilizacdo do fio de sutura (setas pretas); (G) e (H) 60 dias. (G) presenca de secrecao
moderada no local da prétese (*), visibilizacdo de fio de sutura (setas pretas).

A presenca de tecido recobrindo a prétese foi visibilizada, entretanto em alguns ani-
mais, dependendo da quantidade de secrecdo no local, esta avaliacao foi comprometida.
A visibiliza¢do de tecido recobrindo a prétese e dos pontos de sutura pela traqueoscopia é
indicativo positivo de interacao do biomaterial com o hospedeiro, assim como a auséncia
de granulomas intraluminais.

Jung et al. ® avaliaram a frequéncia de batida ciliar, um importante indicativo de funcdo
do epitélio respiratério especializado, em coelhos submetidos a reconstrucdo parcial de
defeito traqueal também do 4° ao 8° anel, com protese 3D de poliuretano e observaram
presenca a partir de 8 semanas de implantacdo da protese, 0 mesmo tempo maximo de
avaliagdo deste trabalho. Ndo relataram visibilizagdao de secrecao no local da prétese na
tragueoscopia, mas quatro de 32 animais apresentaram granulomas intraluminais, altera-
¢do nao encontrada no presente estudo com PCTPE.

3.3 Avaliacdo macroscépica post mortem

Os achados da inspecdo direta do local da cirurgia, apds a eutanasia, de aumento de
volume e secre¢do ao corte nao dependem do tempo de anadlise. Durante o acesso para
coleta de material da traqueia alguns animais apresentaram secrecdo amarelada, espessa e
circunscrita abaixo da pele no local da cirurgia, sugerindo a formacdo de abscesso (Figura 4).
No G7, nenhum animal apresentou aumento de volume no local da ferida; no G15, 2 animais
apresentaram aumento de volume, discreto (25%) e moderado (25%), o ultimo apresentan-
do secrecao amarelada ao corte em quantidade moderada; no G30 2 animais apresentaram
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aumento de volume discreto (50%) e um animal apresentou aumento de volume moderado
(25%) com secrecdao amarelada em quantidade moderada ao corte; no G60 apenas um ani-
mal apresentou aumento de volume discreto, com quantidade moderada de secrecdo ao
corte (25%). A alteracao de coloracdo do tecido na regido do local da cirurgia foi ausente em
todos os animais de todos os grupos. Segundo Townsend et al. 2 o contato direto do ar com
o implante na traqueia, permite a colonizacdo de diversas bactérias.

Figura 4 Avaliacdo macroscépica da traqueia apds a eutanasia dos coelhos. (A) animal do GI15
com auséncia de aumento de volume e de secre¢ao no local da ferida cirargica; (B) e (C) outro
animal do GI15 com moderado aumento de volume no local da cirurgia (seta preta), apds incisao
de pele observa-se aumento e volume circunscrito de coloracdo amarelada; apés incisdo da sutura
da musculatura presenca de secrecao amarelada (seta branca).

Nao foram realizadas culturas bacterianas da secrecdo proveniente da ferida cirurgica,
entretanto pode-se sugerir que a perda da integridade da traqueia associada a protese sin-
tética predisp0s a infec¢bes oportunistas do trato respiratorio, e a perpetuacao da infeccdo
impediu ou retardou a reepitelizacdo da traqueia, observado também pela presenca de se-
crecao no lumen traqueal pela traqueoscopia. Como alternativa a este problema Kang et al. 3
utilizando a engenharia de tecidos, associaram ao arcabouco para substituicdo traqueal uma
membrana fibrosa com propriedades antimicrobianas, testada previamente para E. coli e
Staphylococcus sp., concluiram que a presenca da membrana antimicrobiana acelerou a ree-
pitelizacao da traqueia. O uso do omento também pode ser alternativa para evitar infeccao
e acelerar a reepitelizacdo da traqueia, assim como relatado com resultados positivos por
outros autores com o retalho pediculado e cultura do arcabouco em biorreator in vivo 4,

3.4 Avaliacdo histoldgica

A primeira gera¢do de biomateriais foi desenvolvida para ser bioinerte, com o objetivo
primordial de nao provocar rea¢do do tipo corpo estranho no organismo 9, Entretanto, a
implantacdo de um biomaterial desencadeia uma série de eventos biolégicos ®. Segundo
Williams 7 algumas das principais reacdes esperadas de um biomaterial em seu hospedei-
ro sao: ativacao neutrofilica, ativacdo de macrdéfagos, producdo de células gigantes do tipo
corpo estranho, formacdo de tecido de granulagao, fibrose, mudancas microvasculares, res-
posta do tecido especifico (ex.: osteoclasto e osteoblasto para 0sso) e proliferacao endotelial.
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No presente estudo foi evidente a reacdo tecidual ao implante 3D de PCTPE na traqueia.
Os achados histoldgicos da regido de interface-implante incluem: epitelizacao, infiltrado in-
flamatorio na membrana basal e epitélio, presenca de tecido fibroso, aumento ou diminui-
cdo de células caliciformes e neovascularizacao na submucosa e aumento de volume da car-
tilagem do anel traqueal, caracterizado pelo aumento do numero de condrdcitos nos anéis
traqueais (Figura 5). Também foi possivel observar presenca de exsudato do tipo catarral e
mucopurulento na luz do 6rgdo. As alteracBes no epitélio corresponderam a transicdo de
epitélio do tipo pseudoestratificado para estratificado. A distribui¢cdo dos resultados confor-
me 0s grupos esta exposta na Tabela 2.

Ainflamacao ndo apresentou diferenca significativa em relagdo aos grupos, e a presenca
de infiltrado inflamatdrio na regido do epitélio e da camada basal da area da interface im-
plante-traqueia foi identificada em todos os grupos, até os 60 dias de avaliacdo. E esperado
gue o biomaterial desencadeie uma reacdo inflamatoria estéril, e que ocorra o equilibrio
entre inflamacdo e fibrose (. Em materiais biocompativeis, a resposta inflamatéria crénica,

ocorre com a presenca de células mononucleares e deve durar no maximo por duas sema-
nas. A persisténcia de inflamag¢do aguda ou respostas inflamatérias além do periodo de trés
semanas, geralmente indicam infeccao 9.

Figura 5. Fotomicrografias da traqueia de coelho com reconstrugao de defeito parcial com proétese
3D de PCTPE. (A) regido de traqueia normal, epitélio psudoestratificado cilindrico ciliado (cabeca
de seta), presenca de células caliciformes (setas pretas) (barra=20 pm); (B) animal do G7, epitélio
cilindrico estratificado (cabeca de seta) , fibrose ma submucosa (*) e hiperplasia da cartilagem
traqueal com presenca de condroblastos (seta preta) (barra=50 pm); (C) animal do G7, epitélio
cilindrico estratificado ciliado (cabeca de seta), células caliciformes (seta preta) ((barra=20 pm); (D)
animal do G15, hiperplasia da cartilagem traqueal com presenca de condroblastos (*) (barra=100
pm); (E) animal do G15, epitélio cilindrico estratificado pavimentoso, auséncia de cilios (cabeca de
seta), fibrose (*), (barra=20 pm); (F) Animal do G30, epitélio cilindrico estratificado ciliar (cabeca
de seta), submucosa sem fibrose e com grande quantidade de vasos sanguineos (setas pretas)
(barra=100 pm); (G) e (H) Animal do G60, (G) epitélio cilindrico estratificado com presenca de
cilios (destaque no canto superior esquerdo), submucosa sem fibrose com discreto infiltrado
inflamatério (*) e (H) evidenciando presenca de células caliciformes em cachos na regido do epitélio
(setas pretas,destaque no canto superior esquerdo) (barra=50 pm); (I) animal do G60, epitélio
cilindrico estratificado, auséncia de cilios (cabeca de seta), infiltrado inflamatério mononuclear na
submucosa ( *) (barra=100 pm); Hematoxilina e Eosina.
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Foi também observado presenca de piogranulomas, flegmdo e necrose em tecido mus-
cular adjacente a regido de interesse em 3 animais do G7 (75%), 1 animal do G15 (25%), 2
animais do G30 (50%) e 2 animais do G60 (67%) (Figura 6). Segundo Gaissert et al. " o pro-
cesso inflamatodrio gerado por proétese sintética na traqueia pode favorecer a presenca de
processos infecciosos nos tecidos adjacentes.

Figura 6 Fotomicrografias de musculo esquelético da regidao adjacente a prétese 3D de PCTPE
pararecobrimento de defeito parcial da taqueia de coelhos. (A) Animal do G7 mostrando musculo
esquelético com necrose (*) e areas de calcificagao distréfica (setas pretas) (barra=100 pm). (B)
Animal do G15 com musculo esquelético com necrose coagulativa (*) e extensa area de necrose
liquefativa (**, flegmao) ao redor de estrutura amorfa acidéfila (fio de sutura). Adjacente a
esta area nota-se fibrose (cabeca de seta, barra 100 pm). (C) Animal do G30 com presenca de
piogranuloma ao redor de estrutura amorfa acidoéfila (fio de sutura, seta preta) (barra=100 pm).
Hematoxilina e Eosina.

Tabela 2 Resumo dos resultados de macroscopia, laringoscopia e microscopia (HE) dos grupos
G7, G15, G30 e G60 de coelhos submetidos a reconstrucdo de defeito parcial da traqueia com

protese 3D de PCTPE

Grupo Animal Aumento Secre¢do Secrecdo Células Presenca de Tipo de

Estreitamento Epitelizacdo Inflamagao Fibrose Angiogénese
de volume ao corte no limen caliciformes exsudato Epitélio
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1 - - - 0 + ++ + R1 - = +

2 - - ++ 0 + + + RO - E ++

60 dias

3 + ++ ++ 0 + + ++ R2 = E ++

- ausente; +: discreto; ++: moderado, +++: acentuado;

0: sem alteracdo, 1: grau | (diminuicdo de 25% do lumen), 2: grau Il (diminui¢éo de 50% do lumen); 3: grau Il (diminui¢éo
de 75% do lumen);

RO: ndo hd reducdo; R1: reducdo discreta; R2: reducdo moderada; R3: reducdo acentuada. PSE: cilindrico pseudoestratifi-
cado ciliado; E: cilindrico estratificado pavimentoso, *: presenca de cinocilios.

A traqueia possui diferentes tecidos em sua composicdo, tais como, a camada epitelial, a
submucosa, cartilagem hialina e vascularizacdo segmentar que tornam sua reconstrucao di-
ficil de ser executada. Além disso, no trato respiratorio, o ar inspirado acarreta contaminacao
bacteriana e pode interromper a anastomose do implante com o tecido traqueal, outro fator
que pode impedir o crescimento do epitélio respiratério ?®. O PCTPE € um material rigido, e
mesmo que 0s animais ndo tenham apresentado enfisema subcutaneo, nao foi possivel ve-
dacdo completa do érgao permitindo desta forma passagem de pequena quantidade de ar
para os tecidos adjacentes, podendo justificar as altera¢des nos tecidos musculares.

A neovascularizacdo na submucosa foi bastante evidente em todos os tempos de ava-
liagdo. Um suporte vascular rico é importante para regeneracao da cartilagem @V, Resposta
reparativa da cartilagem foi observada em todos os tempos de avaliacao, com a presenca de
células jovens na periferia da cartilagem. Assim como evidenciado por Chang et al. ??, com
uso de arcabouco de policaprolactona impresso em 3D revestido por células mesenquimais
semeadas em fibrina. Han et al. @ relatou o uso de células tronco mesenquimais associado
a arcaboucos de biomateriais para regeneracao de diversos tecidos, dentre eles a traqueia,
como meio promissor para a engenharia de tecidos.

Apos o rompimento tecidual, se inicia o processo de reparo, que consiste em uma se-
guéncia de eventos celulares, moleculares e bioquimicos, com o objetivo de restabelecer a
integridade do tecido lesionado @4, A reparacdo tecidual € um evento dividido em etapas, de
limites nao muito bem definidos e que se sobrepde no tempo, sendo elas: hemostasia, fase
inflamatoria, formacao do tecido de granulacdo, com deposicao de matriz extracelular (cola-
geno, elastina e fibras reticulares); e por fim remodelagao 25 2627

Na coloracdo picrosirius vermelho, as fibras colagenas mais espessas do tipo | sdo ex-
pressas na cor vermelho/alaranjado, as fibras colagenas maduras mais finas sao expressas
na cor verde. Essa coloracdo diferencial permite a avaliacdo quantitativa das fibras colagenas
I e lll ®® A expressao de colagenos tipo | e lll ndo apresentaram diferenca significativa entre
0s grupos (p>0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis, confirmado pelo teste de Dunn. Entretanto,
€ possivel sugerir a tendéncia de que a expressao do colageno tipo | diminui nos grupos de
maior tempo (G30 e G60) em relacdo ao grupo de menor tempo (G7), sendo a menor ex-
pressao no G60. Inversamente proporcional ao colageno tipo Ill, que aumenta com o tempo,
sendo a maior expressao no G60, como demonstrado no grafico da Figura 7. Estes dados cor-
roboram com os achados de Varghese et al. ?, onde foi observado que a hiperplasia fibrosa
inflamatoria apresenta polarizacao vermelho alaranjada intensa.
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Porcentagem de expressao de colagenos tipo | e lll em relagao ao tempo em dias.
80%

71%

70%

60%

mColageno |
@ Colageno llI

Expressdo de colageno
w H» L4
(=] (=] o
X X ®

20%

10%

0%

Tempo (em dias)

Figura 7 Grafico em barras com linha de tendéncia sobre a porcentagem de expressao de fibras
de colageno Tipo | e Tipo Ill em relacdo ao tempo em dias, de coelhos submetidos a reparacao de
defeito parcial de traqueia com prétese 3D de PCTPE.

O tecido de granulacdo é formado cerca de trés a quatro dias apods a lesdo ©9. Tal afirma-
¢do justifica a maior quantidade de fibras colagenas do tipo | nos tempos iniciais de avaliacao,
condizente com a fase inflamatéria inicial. Ja a presenca de fibras colagenas tipo Il refere-se
a fibras de tecido conjuntivo frouxo, que podem ser compostos de pro-colageno, colagenos
intermediarios e colagenos patolégicos ©V. Morales et al. ®? relataram maior quantidade de
colageno tipo Il em fibrose pulmonar.

Reis et al. ¥ e Jahshan et al. ®® mostraram em seus estudos que lesGes estendticas
traqueais induzidas por intubag¢do orotraqueal em humanos e ratos, respectivamente, apre-
sentaram maior fibrose do tecido da traqueia, avaliada quantitativamente pela técnica his-
toquimica de picrosirius vermelho. Reis et al. ®® observaram no grupo controle de traqueias
humanas maior expressao de coldgeno tipo |, com varia¢ao de acordo com o local de avalia-
¢do, mais intenso proximo a glandulas e vasos sanguineos e menos intenso em areas com
tecido conjuntivo frouxo. Ja o grupo com traqueia estendtica com hipertrofia e hiperplasia da
submucosa e areas de metaplasia escamosa no epitélio traqueal apresentou maior expres-
sdo de colageno tipo | sem distingdo das camadas epitelial e basal. Achado condizente com
0 presente estudo em que foi observada correlagdo positiva moderada (cor=0,55), com sig-
nificancia acima de 95% (p=0,02) entre o indice de colageno tipo | e o indice de epitelizac¢ao.

O epitélio respiratdrio da traqueia possui grande capacidade proliferativa, sendo capaz
de se renovar continuamente apos injurias acima da membrana basal, desde que as células
tronco nao tenham sido destruidas. Se a lesao do tecido envolver as camadas epitelial e sub-
MuCosa, a regeneragao nao ocorre sozinha. Nessas situa¢des o processo de reparagdo se da
por meio da deposicao de fibras de colageno, formando uma cicatriz. As terapias para repa-
racao de traqueia devem ter como objetivo a regeneracao evitando a formacdo de cicatriz 9,
para manter desta maneira a funcao do 6rgao.

Ciéncia Animal Brasileira | Brazilian Animal Science, v.25, 76225P, 2024. @ @


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Rein Aetal., 2024.

Entretanto, diferindo de Reis et al.®® no qual o estudo da traqueia normal apresentou
maior incidéncia de colageno tipo |, aos 60 dias com a protese de PCTPE encontramos maior
expressdo de colageno tipo lll, apesar de o G60 apresentar pouca quantidade de tecido fibro-
so na membrana basal em rela¢do aos demais grupos avaliados por meio da coloracao de
HE e Tricbmico de Massom (Figura 8), pode-se sugerir que a perpetuacdo da inflamacao até
0 G60 pode ter atrasado a maturac¢ao do colageno.

Figura 8 Fotomicrografias da traqueia de coelho apds reconstrucdo de defeito parcial com protese
3D de PCTPE, regidao de interface implante-traqueia do G60. (A) Na coloracdao de HE notar a
presenca de células condrdcitos proliferando na periferia do anel traqueal (*), além de acentuada
neovascularizacdo na submucosa (setas pretas) e presenca de epitélio cilindrico estratificado
revestindo a mucosa (cabeca de seta) (Barra= 100 m); (B) Na coloracao Tricromico de Massom
observa-se na submucosa pouca quantidade de colageno maduro, com as fibras desorganizadas
(tecido conjuntivo frouxo) (*). O epitélio da mucosa é cilindrico estratificado (cabeca de seta)
(objetiva de 10x). (C) Método histoquimico Picrosirius vermelho sob luz polarizada, onde observa-
se predominancia de fibras colagenas do tipo lll (verde, seta branca) (objetiva de 20x).

Modelos sintéticos desenvolvidos para reposicdo da traqueia apresentam vantagens
como adaptacdo a forma, tamanho e caracteristicas biomecanicas previamente determina-
das, entretanto geram falhas por nao adquirirem estruturas macro e micro anatémicas do
orgdo %22, O epitélio da traqueia é pseudoestratificado cilindrico com cinocilios e células
caliciformes que produzem muco. A direcao da batida dos cinocilios no sentido da laringe
transporta particulas e detritos celulares do pulmado e expulsa do corpo ©9. Foi observado
diminuicdo e aumento das células caliciformes no epitélio da regido da interface implante-
-traqueia e presenca de exsudato na luz da traqueia.

Garcia et al. " correlacionaram as células caliciformes como possiveis precursoras das
células multiciliadas pela presenca de células hibridas que co-expressam marcadores de cé-
lulas caliciformes e multiciliadas. A presenca das células caliciformes na regiao de interface
implante-traqueia pode sugerir em parte a regeneracao do epitélio da regido. Entretanto,
mesmo a presenca de cilios sendo observada em um animal do G60 com camada submucosa
sem alteracdes, ndo significa que sua movimentacdo esteja adequada e funcional, o que jus-
tifica a presenca de secrecdo na regiao da proétese visibilizada pela traqueoscopia em todos
os tempos de avaliacao. Mensuracao da frequéncia de batida ciliar seria a avaliacdo mais
adequada para funcionalidade do epitélio, assim como realizado por Jung et al. ®, sendo uma
das limitacdes do presente estudo.
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Biomateriais ndo sdo essenciais para a medicina regenerativa. A medicina regenerativa
inclui terapias que induzem a regeneracao de tecidos ou 6rgdos que pode ser alcancada por
terapia de genes, terapia celular ou engenharia de tecidos. Neste contexto o biomaterial sera
sempre coadjuvante, logo sua biocompatibilidade é muito importante . O presente estudo
avaliou o uso do polimero PCTPE e suas reacdes na traqueia de coelhos sem intervenc¢ao de
nenhuma terapia adjuvante. Foi possivel observar que as rea¢des do tipo corpo estranho
foram evidentes em todos os tempos de analise, provocou alteraces no epitélio, na submu-
cosa e na cartilagem da regido de interesse, porém sem gerar altera¢des clinicas importantes
até os 60 dias de avaliacao.

A modelagem por fusao e deposi¢do ou fused deposition modeling (FMD), é o tipo mais
comum e barato de tecnologia de fabricacdo aditiva. Na medicina, o FDM é usado para fabri-
car dispositivos personalizados e especificos do paciente, como implantes, préteses, mode-
los anatdmicos e guias cirdrgicos @. O método FDM de impressao 3D, se mostrou eficaz para
confeccionar uma protese traqueal, sob medida com as caracteristicas previamente deseja-
das, como o formato para recobrir um defeito parcial da traqueia de coelhos.

Métodos alternativos para o manejo de defeitos traqueais vém sendo estudados por
muitos anos ©®. Os polimeros possuem grande variedade, e podem ser aplicados em diver-
sos campos da area médica. Um polimero biocompativel promove a funcdo sem alterar a ho-
meostase, sem provocar alergia ou outros efeitos colaterais ©°. Para avaliar a biocompatibili-
dade do PCTPE na traqueia, novos estudos sao necessarios, assim como o desenvolvimento
de novos biomateriais que podem ser associados a técnicas de medicina regenerativa para
melhores resultados.

Como limita¢des deste estudo cita-se a realizacdo da traqueoscopia apenas no momen-
to pés mortem imediato, o que ndo revela a evolu¢do de cada individuo durante o tempo
de anadlise e a quantidade pequena de animais por grupo (n=4), que pode refletir na falta
de diferenca significativa nas analises estatisticas aplicadas. O presente estudo ndo propde
analise de biocompatibilidade, pois para tal seriam necessarias outras avaliacbes que ndo
foram realizadas, como quimicas e de toxicidade, sendo este estudo preliminar da interacao
do material PCTPE com o tecido da traqueia.

4. Conclusao

A protese impressa em 3D de PCTPE mostrou perpetuacdo da inflamagdo até os 60 dias
de analise, o que pode sugerir reacao exacerbada e ndo adequada da interface tecido-mate-
rial. Entretanto deve-se levar em consideracdo, assim como previamente relatado por outros
autores, que a maior dificuldade no uso de préteses sintéticas na traqueia é a regeneracao
do epitélio especializado que evita infec¢bes do trato respiratério sendo imprescindivel para
o sucesso do procedimento a longo prazo. Nao podemos afirmar que a funcionalidade do
epitélio respiratorio foi restaurada. Com o avang¢o da medicina regenerativa, novos estudos
com o PCTPE na traqueia devem ser realizados, pois o uso de adjuvantes pode proporcionar
melhores resultados, assim como ja descrito na literatura com outros biomateriais.
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