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RESUMO

O colapso traqueal € uma desordem comum quando se trata de alteracbes
respiratorias de caes de ragas pequenas e miniaturas. A afeccdo apresenta carater
progressivo e pode ser congénita ou adquirida. Para graus de colapso severos o
implante de protese que sustente o formato tubular da traqueia é o tratamento mais
indicado. Atualmente o implante de protese traqueal helicoidal extraluminal de nitinol
€ o tratamento de melhor resultado, porém o alto custo da protese ainda € um
empecilho na aplicagdo da técnica. O objetivo do trabalho foi averiguar a
biocompatibilidade em modelo experimental (coelho) de prétese helicoidal
extraluminal de poliamida modelada em impressora 3D. Para isso foram estudados
40 coelhos distribuidos em dois grupos e 4 blocos de tempos experimentais de 7, 14,
21 e 30 dias com 10 pacientes agrupados em cada bloco, sendo cinco para
tratamento e cinco para controle em cada bloco. Vinte coelhos passaram por todo o
processo cirurgico sem receber a protese (grupo controle - 7, 14, 21 e 30 dias) e
outros 20 coelhos receberam a prétese (grupo tratamento - 7, 14, 21 e 30 dias).
Apods o periodo de acompanhamento as amostras de traqueia de cada grupo foram
colhidas para exame histopatolégico quanto a alteragcbes de congestdo, edema,
fibrose, hemorragia, inflamagdo e necrose; Apenas um coelho apresentou
deiscéncia. A maioria das amostras traqueais analisadas microscopicamente
apresentaram alteragbes leves a moderadas quanto aos aspectos de
biocompatibilidade, no entanto ndo houve diferenga entre os grupos que receberam
a protese dos grupos que nao receberam. Com base nos resultados obtidos conclui-
se que a protese traqueal helicoidal extraluminal confeccionada em poliamida por
meio da impressdo em trés dimensdes nas caracteristicas utilizadas nesse trabalho
provoca leve a moderada reacgao tecidual sendo considerada biocompativel.

Palavras-chave: Colapso traqueal. Protese de traqueia. Impressao 3D. Sinterizacao
seletiva a laser.



ABSTRACT

Tracheal collapse is a common disorder when it comes to respiratory disorders in
small and miniature breed dogs. The condition has a progressive character and can
be congenital or acquired. For severe degrees of collapse, the implantation of a
prosthesis that supports the tubular shape of the trachea is the most indicated
treatment. Currently, the implant of nitinol extraluminal helical tracheal prosthesis is
the treatment with the best results, but the high cost of the prosthesis is still an
obstacle in the application of the technique. The objective of this work was to
investigate the biocompatibility in an experimental model (rabbit) of an extraluminal
helical polyamide prosthesis modeled on a 3D printer. For this, 40 rabbits were
studied, divided into two groups and 4 blocks of experimental times of 7, 14, 21 and
30 days with 10 patients grouped in each block, being five for treatment and five for
control in each block. Twenty rabbits underwent the entire surgical process without
receiving the prosthesis (control group - 7, 14, 21 and 30 days) and another 20
rabbits received the prosthesis (treatment group - 7, 14, 21 and 30 days). After the
follow-up period, trachea samples from each group were collected for
histopathological examination for changes in congestion, edema, fibrosis,
hemorrhage, inflammation and necrosis; Only one rabbit showed dehiscence. Most
of the microscopically analyzed tracheal samples showed mild to moderate changes
regarding biocompatibility aspects, however there was no difference between the
groups that received the prosthesis and the groups that did not. Based on the results
obtained, it is concluded that the extraluminal helical tracheal prosthesis made of
polyamide by means of three-dimensional printing in the characteristics used in this
work causes mild to moderate tissue reaction and is considered biocompatible.

Keywords: Tracheal collapse. Tracheal prosthesis. 3D printing. Selective laser
sintering.
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1 INTRODUGAO GERAL

O colapso traqueal € uma das principais causas de desordens respiratorias
em caes de ragas pequenas e miniaturas. Ela é caracterizada pelo enfraquecimento
dos anéis traqueais e musculo traqueal dorsal. Essa condigao leva ao achatamento
dorsoventral da traqueia e, consequentemente, a diminuicdo da luz desse o6rgéao,
causando desde sinais leves como tosse até a insuficiéncia respiratéria grave e obito
do paciente acometido, dependendo da severidade do colapso (TAPPIN, 2016;
DEWEESE & TOBIAS, 2014).

O diagnéstico do colapso traqueal leva em consideragdo sinais clinicos e
exames de imagem. Radiografia, fluoroscopia e traqueoscopia sdo alguns dos
exames de eleigdo tanto para diagnosticar quanto para determinar o grau de
comprometimento da luz traqueal (CULP & O’'DONNELL, 2016). O tratamento para o
colapso € definido pela proporcdo da luz traqueal obstruida pelo achatamento
traqueal. O tratamento conservativo medicamentoso € recomendado nos casos mais
brandos de colapso (até 50% de obstrugdo da luz do érgao) e tratamento cirurgico
para os graus mais severos (obstrugdo maior que 50%) e também casos refratarios
ao tratamento clinico (JOHNSON & POLLARD, 2010).

O implante cirurgico de proteses extraluminais em liga de niquel-titénio (nitinol)
em céaes tem demonstrado bons resultado a longo prazo no tratamento de graus
elevados de colapso traqueal (SUEMATSU et al., 2019), no entanto seu elevado
custo ainda é fator limitante no uso desse material e, consequentemente
inviabilizando a popularizagéo dessa técnica (MICHELON, 2016).

A tecnologia de manufatura aditiva, popularmente conhecida por impressao
3D, esta se revelando uma importante ferramenta no meio médico-cirargico tanto
para o planejamento pré-cirurgico quanto para a fabricacdo de proteses e orteses
personalizadas e precisas. Essa tecnologia tem motivado estudos de diversos
materiais quanto a sua biocompatibilidade para poder oferecer dispositivos cirurgicos
com menor custo, maior grau de customizacado/adaptacéo ao paciente e rapidez na
fabricacdo (AZEVEDO et al., 2018).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 COLAPSO TRAQUEAL EM CAES

A traqueia é formada por 35 a 45 anéis de cartilagem hialina incompletos em
forma de “C” unidos por ligamentos anulares nas regides ventrais e laterais, na
regido dorsal encontra-se a membrana traqueal dorsal formada por tecido conjuntivo
fibroso e pelo musculo traqueal, compondo um o6rgao flexivel e semirrigido
estendendo-se da cartilagem cricoide até a bifurcacdo dos brénquios pulmonares
principais direito e esquerdo (ETTINGER, KANTROWITZ, FELDMAN, 2004;
FOSSUM, 2013). O colapso desse 6rgao € causa comum na disfungao respiratoria
de caes de ragas miniaturas e de pequeno porte, principalmente poodle, yorkshire
terrier, spitz e outros, sem predisposicao sexual. A severidade dos sinais clinicos
depende da proporcdo colapsada que dificulta ou impede a passagem do ar,
podendo causar tosse, inflamagdo da mucosa traqueal, variados graus de
dificuldade respiratéria, taquipneia, intolerancia a exercicios, angustia respiratéria,
sincope, entre outras desordens que trazem que diminuiem a qualidade de vida e,
em casos extremos, causam a morte desses animais (MAGGIORE, 2014; YOON,
2017).

2.2 ETIOLOGIA DO COLAPSO TRAQUEAL

O colapso traqueal resulta do enfraquecimento dos anéis de cartilagem pela
diminuicdo de glicosaminoglicanos, condroitina e glicoproteinas componentes da
matriz cartilaginosa. Essa afeccao tem carater multifatorial e progressiva, podendo
ser congénita ou adquirida. O colapso esta associado a flacidez da membrana
traqueal dorsal, que cede as pressdes oscilatorias durante o ciclo respiratério e
achata o lumem traqueal tanto na regido cervical quanto toracica, no sentido dorso
ventral (FERIAN, 2009; MAGGIORE, 2014; TAPPIN, 2016).

2.3 DIAGNOSTICO

O diagndstico do colapso traqueal pode ser feito por meio do histérico do
paciente, sinais clinicos, exame fisico e levar em consideracdo a predisposicao
racial. Para confirmagdo do diagndstico, localizagdo e gravidade da doenca séo

necessarios exames de imagem como: radiografias cervicais e toracicas,
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fluoroscopia, ultrassonografia, traqueoscopia e tomografia computadorizada, sendo
a traqueoscopia 0 método com maior grau de sensibilidade no diagndstico e na
determinagao da gravidade do colapso (MACREADY et al., 2007).

Conforme a proporgdo do lumen traqueal obstruido o colapso pode ser
classificado de | a IV. O grau | corresponde a uma reducdo de até 25% do lumen
traqueal, com os anéis traqueais ainda em formato circular e o musculo traqueal
dorsal pouco pendular. O grau Il corresponde a obstru¢cao de 25 a 50% da luz do
0rgao, nesse caso 0s anéis traqueais ja se encontram levemente achatados e o
musculo traqueal torna-se pendular. Com 75% de obstrugéo, grau Ill de colapso, o
musculo esta mais pendular que no grau Il e os anéis mais achatados. No grau IV os
anéis traqueais se mostram achatados, podendo estar invertidos com sua porcao
ventral entrando em contato com o musculo traqueal e a luz do érgéo pode estar
quase completamente obstruida (JOHNSON & POLLARD, 2010; PADRID, 2011).

2.4 TRATAMENTO

O tratamento para essa desordem depende do grau de obstrucao

diagnosticada, no entanto, pacientes em angustia respiratoria devem ser atendidos
em regime de urgéncia com auxilio de oxigenoterapia, local calmo e com baixa
temperatura. Casos mais graves sugere-se sedacgao e intubagdo endotraqueal para
estabilizagao ventilatoria antes de qualquer exame diagndéstico (TAPPIN, 2016).
Para os graus | e Il o tratamento recomendado é conservativo e consiste em
administracdo de medicamentos que visam a restauracdo das desordens de
cartilagens dos anéis traqueais como: antitussigenos, anti-inflamatérios néao
esteroidais e esteroidais, antibioticoterapia, sedativos, exercicios leves e adequacao
da dieta para os pacientes acima do peso (HAWKINS, 2009; TAPPIN, 2016).

Pacientes com elevado grau de colapso traqueal (graus lll e IV) e pacientes
refratarios ao tratamento clinico sdo elegiveis ao tratamento cirurgico visando
reestabelecer o diametro natural da traqueia. Diversas técnicas cirurgicas tém sido
empregadas na tentativa de restaurar a paténcia e a reducao da resisténcia traqueal
a passagem do ar, dentre essas técnicas estdo a condrotomia de anel traqueal,
resseccado e anastomose de segmentos traqueais, plicatura da membrana traqueal
dorsal e, mais recentemente, aplicacao de stents intraluminais e proteses de suporte
extraluminal (DURANT et al, 2012).
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A aplicagdo de stent intraluminal de liga metalica de niquel-titanio (nitinol) &
uma técnica efetiva no reestabelecimento do didametro em qualquer regido traqueal,
pouco invasiva, de curto tempo cirurgico e anestésico, no entanto tem a
desvantagem da necessidade de equipamento de imagem em tempo real para sua
aplicacado (fluoroscépio), além de diversos efeitos colaterais relatados como:
traqueite bacteriana ou inflamatéria, persisténcia da tosse, obstrucdo de fluxo
mucociliar, estenose traqueal por exacerbada produgao de tecido de granulagao
devido ao intimo contato do stent com a mucosa traqueal, fratura do stent e
perfuragdo traqueal, migracéo, problemas relacionados ao comprimento e diametro
dos stents implantados (BROWN et al, 2008; RASKE et al, 2018).

Apesar do menor grau invasivo e tempo operatério na colocagao dos stents
intraluminais, seus efeitos colaterais pds-operatorio sao limitadores na sua utilizagao
e o desenvolvimento de novas técnicas e materiais sdo necessarios. Uma das
alternativas séo as proteses extraluminais, algumas delas utilizadas desde os anos
1990 (KIRBY et al, 1991), feitas comercialmente de polipropileno em formato de anel
ou entdo confeccionadas a partir da seccao de seringas. Tinga et al (2015) em
trabalho retrospectivo comparativo entre anéis extraluminais e stents intraluminais
nao encontrou diferenca entre as técnicas a respeito das complicagdes gerais pos-
operatdrias, no entanto, quando comparados os dois tratamentos a longo prazo o
grupo que recebeu anéis extraluminais teve menor taxa de complicagdes e com
maior tempo de sobrevida, assim, o desenvolvimento de protese helicoidal
extraluminal de nitinol tem se mostrado uma alternativa com bons resultados. Vale
lembrar que dispositivos fabricados com esse material j& sdo amplamente utilizados
na ortopedia e cardiologia e tem boa biocompatibilidade (SANTOS-JUNIOR, 2016).

Em termos gerais, a biocompatibilidade de um componente ou dispositivo
esta relacionada com a habilidade do organismo aceitar tal material, desse modo, o
grau de biocompatibilidade esta relacionada a extensédo dessa reagéo tecidual na
presenca desses componentes, podendo ser mensurada pela magnitude e duragéo
dos efeitos adversos nos tecidos receptores (DUERIG, PELTON, STOCKEL, 1999;
ANDERSON, 2019).

Apesar dos promissores resultados encontrados com a implantagdo de
proteses intraluminais e extraluminais de nitinol em pacientes com colapso traqueal,
o elevado custo da matéria prima desse modelo de prétese tem se revelado um

empecilno para a popularizagdo da técnica e aplicagdo em grande parte dos
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pacientes que necessitam de tal procedimento (MICHELON, 2016). Para Moretto et
al. (2016), a modelagem de proteses e dispositivos assistivos a por Manufatura
Aditiva em impressoras tridimensionais (impressoras 3D) € uma alternativa as
proteses de nitinol que ja vem sendo amplamente explorada nos ultimos anos e
consequentemente, com gradativa diminuigdo de custos dos produtos (TACK et al,
2016).

2.5 IMPRESSAO 3D APLICADA A SAUDE

A Manufatura Aditiva ou Prototipagem Rapida (Rapid prototyping, RP) ou
Fabricacdo de Formas Tridimensionais Livres (Solid Freeform Fabrication, SFF),
popularmente conhecido como impressao 3D, € o processo pelo qual um objeto é
criado baseando-se em um modelo digital computadorizado ou computer-aided
design (CAD). A medida que a maquina |é os dados do modelo digital, deposita
sucessivas camadas de material fundido e cada camada fusionada depositada
equivale a uma secdo transversal do modelo computadorizado, que ao final do
processo forma o objeto sdlido (FINK, 2019).

Na area médica, os modelos impressos em 3D incluem producdo pecas para
visualizagdo e planejamento cirurgico, Orteses, préteses e substratos para
crescimento de células-tronco para regeneragdo de ossos, cartilagens, musculos,
vasos sanguineos, entre outros tecidos bioldgicos. A principal vantagem dessa
modalidade de modelagem ¢é a producdo de dispositivos de acordo com a anatomia
e/ou condicdo especifica do paciente com personalizacdo do dispositivo, melhor
adaptacao as particularidades anatomicas do paciente e, no caso de implantes
traqueais, trazendo impactos positivos tanto na redugdo do tempo cirurgico quanto
no sucesso da implantagdo da protese por seu elevado grau de costumizagao
(KLEIN et al., 2013; JACOTTI, et al., 2014; WHITAKER, 2014; CHIA e WU, 2015;
LEE et al., 2017; VUKICEVIC, et al., 2017).

Entre os diversos materiais amplamente utilizados neste processo de
modelagem por impressao 3D esta a classe das poliamidas (BORAH, 2014).
Poliamidas sdo compostos termoplasticos obtidos a partir da reacdo de
polimerizagcao de um acido e uma diamina. A depender da variagcdo no comprimento
da cadeia polimérica e estrutura quimica, podem ser produzidos diversos tipos, a
mais utilizada é a poliamida 12 (PA12) (EBEWELW, 2000). Varias sao as suas
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aplicagoes, tanto na area industrial quanto na area médica por ter baixo custo, ser
resistente a impactos, estabilidade dimensional, excelente resisténcia quimica e ser
flexivel (BASSANI, et al., 2002). Na area médica, a poliamida € utilizada ha muito
tempo como um dos principais polimeros que compdem fios de sutura por provocar
pequena ou nenhuma reacéo tecidual e ter facil manuseio (MEDEIROS, ARAUJO-
FILHO, CARVALHO, 2017).

Considerando as caracteristicas de evolugao dos processos de fabricagao de
dispositivos que visam melhorar a vida dos pacientes tanto na medicina quanto na
medicina veterinaria e que, para Rozenfeld et al., (2006), o processo de
desenvolvimento de um produto passa necessariamente pelo levantamento das
necessidades e desejos dos possiveis consumidores para se traduzir esses dados
em especificagcbes do novo produto, a utilizacdo de materiais biocompativeis
modelados por impressao 3D se mostra promissora na resposta a demandas ja
presentes no dia a dia da medicina veterinaria (GYLES, 2019).
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral: averiguar a possibilidade de utilizagcao de protese traqueal helicoidal
extraluminal confeccionada em poliamida por meio da impressédo em trés dimensdes
para correcdo de colapso traqueal em caes tendo coelhos como modelo

experimental.

Objetivos especificos:

v’ avaliar a biocompatibilidade de prétese traqueal helicoidal extraluminal
confeccionada em poliamida modeladas em impressora 3D;

v' avaliar histolégicamente as reagbes teciduais promovidas pelo implante das

préteses de poliamida.

Esta dissertacdo de mestrado foi elaborada na forma de artigo cientifico de acordo
com as normas da revista Acta Veterinaria Brasilica, para onde sera submetida. As
normas estao disponiveis no site:

<https://periodicos.ufersa.edu.br/index.php/acta/about/submissions>
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BIOCOMPATIBILIDADE DE IMPLANTE DE POLIAMIDA EM TRAQUEIA DE COELHO

(Oryctolagus cuniculus)
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RESUMO - O colapso traqueal é uma desordem respiratéria comum em caes de racas
pequenas e miniaturas. Apresenta carater progressivo e pode ser congénita ou adquirida.
Para graus severos, o implante de prétese que sustente o formato tubular da traqueia é o
tratamento mais indicado. Atualmente, o implante helicoidal extraluminal de nitinol é o
tratamento com melhor resultado, porém o alto custo da prétese é um empecilho na
aplicacdo da técnica. O objetivo do trabalho foi averiguar a biocompatibilidade em
modelo experimental (coelho) de proétese helicoidal extraluminal de poliamida
modelada em impressora 3D. Para isso foram estudados 40 coelhos distribuidos em dois
grupos e 4 blocos de tempos experimentais de 7, 14, 21 e 30 dias com 10 pacientes
agrupados em cada bloco, sendo cinco para tratamento e cinco para controle. Vinte
coelhos passaram por todo o processo cirirgico sem receber a prétese (grupo controle -
7,14, 21 e 30 dias) e 20 coelhos receberam a prétese (grupo tratamento - 7, 14, 21 e 30
dias). Apds, as amostras de traqueia foram colhidas para exame histopatoldgico quanto a
alteracdes de congestdo, edema, fibrose, hemorragia, inflamacdo e necrose. Apenas um
coelho apresentou deiscéncia de sutura. A maioria das amostras traqueais
apresentaram alteracdes leves a moderadas quanto aos aspectos de biocompatibilidade,
no entanto nao houve diferenca entre os grupos tratamento e controle. Conclui-se que a
prétese traqueal helicoidal extraluminal confeccionada em poliamida por impressao em
trés dimensoOes nas caracteristicas utilizadas provoca leve a moderada reagdo tecidual,

sendo considerada biocompativel.

Palavras-chave: colapso traqueal, prétese de traqueia, impressdao 3D, sinterizacdo

seletiva a laser.
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INTRODUCAO

O colapso traqueal é uma das principais causas de desordens respiratérias em cdes de
racas pequenas e miniaturas. Ela é caracterizada pelo enfraquecimento dos anéis
traqueais e musculo traqueal dorsal levando ao achatamento dorsoventral da traqueia e,
consequentemente, a diminuicdo da luz, causando desde sinais leves como tosse até a
insuficiéncia respiratdria grave e 6bito, dependendo da severidade do colapso (TAPPIN,

2016; DEWEESE, 2019).

O diagnéstico do colapso traqueal leva em consideracdo sinais clinicos e exames de
imagem. Radiografia, fluoroscopia e traquescopia sdo alguns dos exames de eleicao
tanto para diagnosticar quanto para determinar o grau de comprometimento da luz
traqueal (CULP & O’DONNELL, 2016). O tratamento para o colapso é definido pela
propor¢do da luz traqueal obstruida pelo achatamento traqueal, sendo tratamento
conservativo medicamentoso para graus mais brandos de colapso (até 50% de
obstrugdo da luz do 6rgdo) e tratamento cirurgico para os graus mais severos (obstrucao
maior que 50%) e também casos refratarios ao tratamento clinico (JOHNSON &

POLLARD, 2010).

O implante cirargico de préteses extraluminais em liga de niquel-titdnio (nitinol) em
cdes tem demonstrado bons resultado a longo prazo no tratamento de graus elevados de
colapso traqueal (SUEMATSU, 2019), no entanto seu elevado custo ainda é fator
limitante no uso desse material e, consequentemente inviabilizando a aplicagdo dessa

técnica (MICHELON, 2016).

A manufatura aditiva, popularmente conhecida por impressao 3D, estd se revelando
uma importante ferramenta no meio médico-cirurgico, tanto para o planejamento pré-
cirdrgico quanto para a fabricacao de proteses e drteses personalizadas e precisas. Esse
assunto tem motivado estudos de diversos materiais quanto a sua biocompatibilidade
para poder oferecer dispositivos cirdrgicos com menor custo, maior grau de
customizacdo/adaptacdo as necessidades do paciente e rapidez na fabricacao (AZEVEDO,

2018).
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O objetivo do presente trabalho foi averiguar a biocompatibilidade de prétese traqueal
helicoidal extraluminal confeccionada em poliamida por meio da impressdo em trés

dimensdes como possivel alternativa para tratamento de colapso traqueal em caes.
MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal do Parana - Setor Palotina sob o Protocolo n® 28/2020.

Foram estudados 40 coelhos (Oryctolagus cuniculus) da linhagem Nova Zelandia Branco
com pesos entre 3,2 e 3,5kg, fisicamente higidos, independente de sexo, acondicionados
em gaiolas individuais suspensas medindo 50x50x60cm em ambiente climatizado e
mantido a temperatura de 24°C, com ciclos de luminosidade em torno de 12 a 14 horas
diarias, fornecida dgua limpa e fresca a vontade e ragdo padrdo comercial especifica para
espécie (Agramulti - Agraria Nutricdo Animal, Guarapuava - Brasil). Os pacientes
permaneceram nessas condicdes durante 10 dias para adaptacao ao ambiente e rotina

de manejo antes do inicio dos procedimentos cirdrgicos.

Para definicio do didmetro e comprimento das préteses foram obtidas imagens
radiograficas da regido cervical de cada espécime e aferidas as medi¢coes do segmento
meédio da porgcdao cervical dos mesmos por meio de sistema de radiografia
computadorizada Fujifilm® (equipamanto: FCR Prima T2 V), com medi¢do em software
computacional Radiant DICOM®. Houve variacdo de 0,06cm entre a maior e menor

medicdo obtida nas imagens radiograficas (figura 1).

Figura 1 - Imagens radiograficas evidenciando menor e maior medida de didmetro

traqueal encontrado entre os 40 coelhos radiografados - Cascavel - 2020.
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(A) Menor diametro traqueal observado no espécime 21, (0,59cm). (B) Maior didametro
traqueal observado no espécime 13 (0,65cm).

Fonte: acervo do autor.

Figura 2 - Imagens das proteses helicoidais de poliamida modeladas em 3D pelo método

de sinterizacdo seletiva a laser - Cascavel - 2020.

(A) Vista superior demonstrando didmetro interno de 0,70cm. (B) Vista lateral,
comprimento total de 1 cm. Espessura de 0,1 cm.

Fonte: acervo do autor.

As proteses impressas em 3D foram obtidas pelo processo de manufatura aditiva por
sinterizacdo seletiva a laser (SLS Printer, equipamento: Formiga P110 Velocis, fabricante
EOS) em poliamida 12 (PA2200, fabricante EOS) a partir de modelo virtual projetada em
software computacional SolidWorks®, com medidas de 0,70cm de didmetro interno e
1cm de comprimento total e 0,1cm de espessura (figura 2) (Trideo - Sao Paulo - Brasil).
Embaladas em envelope grau cirdrgico e esterilizadas em autoclave no ciclo rapido a

121°C por 15 minutos.

0 estudo foi delineado em blocos ao acaso de tempos experimentais de 7, 14, 21 e 30
dias, com 10 pacientes agrupados aleatoriamente em cada grupo, sendo 5 para cada
tratamento:

- controle (C) - apenas dissec¢do e exposicao da traqueia;

- tratamento (P) - implante da protese.
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Os animais nao foram submetidos a jejum hidrico ou alimentar pré-anestésico. No dia do
procedimento cirurgico, foram pré-medicados com associagdo de 15mcg/kg de
dexmedetomidina (Dexdomitor - Zoetis, Sdo Paulo - Brasil), 5mg/kg de cetamina
(Cetamin - Syntec, Santana de Parnaiba - Brasil), 0,5 mg/kg de morfina (Dimorf -
Cristalia, Itapira - Brasil) e 0,5 mg/kg de midazolam(Dormire - Cristalia, Sdo paulo -
Brasil), pela via intramuscular. Apos acesso venoso na veia auricular, a anestesia foi
induzida com propofol (Propovan - Cristalia, Itapira - Brasil) dose-efeito. Seguiu-se
intubacao orotraqueal e manutenc¢do anestésica com isoflurano (Isoforine - Cristalia,

[tapira - Brasil) em 100% de oxigénio e ventilagdo espontanea.

Durante a anestesia, os animais foram monitorados quanto a frequéncia cardiaca (FC),
frequéncia respiratéria (FR), temperatura corporal, eletrocardiografia, capnografia e
pressdo arterial sistdlica, diastdlica e média de forma invasiva com cateter posicionado

na artéria auricular.

Foi realizada tricotomia ampla da regido cervical ventral e preparo do campo operatorio
para cirurgia asséptica. Em seguida, foi realizada uma incisdo na linha média ventral na

regiao cervical, na altura da cartilagem cricoide até o manubrio.

A dissecacao de tecidos adjacentes a traqueia foram necessarios para exposicdo de toda
extensdo cervical, desde seu inicio, caudal a cartilagem cricoide, até o manubrio esternal,
tomando-se o cuidado em nao lesionar o nervo laringeo recorrente que foi afastado e
protegido para aplicacdo da protese. Nos pacientes do grupo Controle a traqueia foi
exposta durante dois minutos sem a colocacdao da préotese. Apds dois minutos foram
aproximados os musculos esterno-hidideo, esternocefalico e tecido subcutaneo com fio
4.0 absorvivel poligalactina 910 (VicPoint - Point Suture do Brasil, Fortaleza - Brasil) em
sutura simples continua e fechamento de pele em sutura subcuticular continua com

mesmo fio.

No grupo que recebeu o tratamento as proteses foram posicionadas em torno da
traqueia na regido média cervical em contato intimo com o 6rgio evitando seu
deslocamento cranial ou caudal, porém sem comprometer seu suprimento sanguineo ou

nervoso. Apés implantacao da prétese foram aproximados os musculos esterno-hi6ideo,

24



153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170

171

esterno-cefalico e tecido subcutaneo com fio 4.0 absorvivel poligalactina 910 (VicPoint -
Point Suture do Brasil, Fortaleza - Brasil) em sutura simples continua e fechamento de

pele em sutura subcuticular continua com mesmo fio (figura 3).

No pés-cirurgico imediato foi administrado uma dose de antimicrobiano enrofloxacino
(Baytril injetavl 5% - Bayer animal health, Sdao Paulo - Brasil) 5mg/kg por via
subcutanea, terapia analgésica com cloridrato de tramadol (Cronidor - Agener Unido,
Sao Paulo - Brasil) na dose de 5 mg/kg e duas aplicagdes de anti-inflamatério nao
esteroidal meloxicam (Maxicam - Ouro Fino, Cajamar - Brasil) na dose de 0,2 mg/kg com
intervalo de 24 horas. Logo apds retorno anestésico completo os animais retornaram as
suas respectivas gaiolas onde foram monitorados diariamente e observados quanto a
qualquer alteragdo comportamental anormal referente a dor, alteragdes no padrao
respiratorio (dispneia, tosse, cianose ou alteracdes de sons na auscultacao pulmonar) e
também possiveis alteracdes na regido da ferida cirtrgica como: secre¢des, edema,

enfisema subcutaneo e alteragdes de coloragao.

Figura 3 - Imagens trans-operatorias de pacientes dos grupos C e grupo P - Cascavel -

2020.
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(A) Exposicdo traqueal durante dois minutos nos individuos do grupo C. (B) Prétese
aplicada nos individuos do grupo P. (C) Aproximacdo de musculos afastados
cirurgicamente. (D) Aproximacdo de tecido subcutaneo e pele.

Fonte: acervo do autor.

Os pacientes foram acompanhados por 7, 14, 21 e 30 dias apds a cirurgia e submetidos a
eutanasia para coleta de amostras de traqueia para posterior comparac¢do histoldgica

conforme demonstrado na figura 4 .

Figura 4 - Cronograma de rotina de tratamento, acompanhamento e coleta de amostras

dos grupos experimentais - Cascavel -2020.

Dias Cronograma de acompanhamento e coleta de amostras
Grupos 0 7 14 21 30

C7 eP7 Cirurgia Coleta - - -
Cl4 e P14 Cirurgia Rotina Coleta - -

C21eP21 Cirurgia Rotina Rotina Coleta -

C30e P30 Cirurgia Rotina Rotina Rotina Coleta

Fonte: o autor.

A eutandsia dos animais foi realizada com dexmedetomidina 15 mcg/kg e morfina 0,5
mg/kg por via intramuscular seguida pela administracdao de propofol dose-resposta até
perda de reflexos palpebral e corneal e 10ml de cloreto de potassio 19,1% (Samtec,

Ribeirdo Preto - Brasil) por via endovenosa para indugao a assistolia.

A coleta dos segmentos transversais da traqueia no local onde encontrava-se a protese
ocorreu logo apds a eutandsia e foram acondicionadas em frascos contendo formol
tamponado a 10% por 10 dias, seguida por desidratacdo seriada e emblocamento em

parafina. Os cortes histoldgicos de 5 pm foram corados pela técnica de HE.

A andlise macroscopica do sitio cirdrgico foi feita por inspecdo direta durante todo o
periodo pos-cirurgico e no momento da eutandsia para coleta dos segmentos traqueais
e avaliou-se a presencga ou auséncia de hematoma, hiperemia, hemorragia e formagao de

caseo na pele, nos tecidos subcutdneo e peritraqueal. Os dados referentes a avaliacdo

26



199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231

macroscopica de presenca ou auséncia de hematoma, hiperemia, hemorragia e formacgao

de caseo foram analisados de forma descritiva com valores expressos em percentuais.

As laminas histologicas foram analisadas por avaliador treinado e encoberto, que anotou
em planilha prépria as caracteristicas dos tecidos conforme os critérios:

- alteracdes extraluminais: inflamacao, congestdo, edema, hemorragia, fibrose e necrose;
- alteragdes intraluminais: grau de obstruc¢dao luminal em analise subjetiva aproximada,

edema, hiperemia, hemorragia, metaplasia, hiperplasia e inflamacao.

As alteracoes foram classificadas em: 0 (ausente), 1 (leve), 2 (moderada) e 3 (intensa),
de acordo com o grau de acometimento dos tecidos, conforme orientacdo para descricao
de laminas do American College of Veterinary Pathologists (BARROS, 2020; apud
Willians, 2001).

Com o resultado das andlises histologicas tabuladas utilizou-se teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis para comparacdo entre multiplos grupos e, quando houve diferenca
entre os grupos, foi utilizado teste de Wilcoxon (comparacao 2 a 2) para identificar
grupos que apresentavam diferencas entre si. Esse tratamento foi aplicado para as
variaveis de alteracGes extraluminais: inflamacdo, congestdo, edema, hemorragia,
fibrose e necrose. Alteracdes intraluminais: grau de obstrucdo luminal em analise
subjetiva aproximada, edema, hiperemia, hemorragia, metaplasia, hiperplasia e
inflamacao. Todos os grupos tratados foram comparados com seus respectivos grupos
controle. Todas as analises foram realizadas sob significancia de 5% (p<0,05). A analise
estatistica foi realizada com auxilio de software computacional GraphPad Prism®

versao 9.1.2.

RESULTADOS

Um espécime do grupo C14 apresentou apatia, inapeténcia, diarreia e veio a ébito no
segundo dia do periodo de adaptagdo ndo sendo possivel identificar a causa. Seu recinto
foi higienizado com detergente enzimatico, hipoclorito de sédio a 2,5% e ndo foi
reutilizado. Um paciente do grupo P14 apresentou assistolia e apneia durante inducdo

anestésica e veio a Obito antes do inicio do procedimento cirtrgico, ao exame
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necroscopico nao foi possivel determinar a causa da morte. O protocolo anestésico
permitiu procedimento cirtirgico sem outras intercorréncias. No pés-cirurgico imediato
e em todo tempo experimental ndo foi observada qualquer alteracdo referente a dor
e/ou alteracdes no padrao respiratorio (dispneia, tosse, cianose ou alteragdes de sons na

auscultacao pulmonar).

Durante a avaliagdo macroscopica ao decorrer dos tempos experimentais, 2,63% dos 38
pacientes (um coelho do grupo P21) apresentou altera¢des no sitio cirtrgico, sendo:
hematoma, hiperemia e hemorragia. Foi observado deiscéncia de sutura subcuticular no
segundo dia pos-cirurgico, sem comprometimento da sutura de aproximacgdo dos
musculos esterno-hiédeo e esternocefalico. A ferida cicatrizou por segunda intenc¢ao. Os
resultados da andlise microscopica das amostras traqueais foram tabulados em planilha

propria e divididas em alterac¢des traqueais (tabela 1).

Tabela 1 - Resultado das andlises histologicas das laminas confeccionadas a partir de
cortes transversais das se¢des traqueais que foram expostas cirurgicamente nos
pacientes do grupo C e de sec¢des traqueais dos pacientes que receberam a protese,

grupo P. Palotina - 2021.

Grupos Inflamacao Congestao Edema Hemorragia Fibrose Necrose
C7 (1) 1 2 0 1 0 0
C7 (2) 3 1 1 2 1 0
C7 (3) 1 2 2 0 0 0
C7 (4) 1 2 1 1 0 0
C7 (5) 0 1 1 0 0 0
C14 (1) 1 0 1 0 0 0
C14 (2) 1 1 1 2 0 0
C14 (3) 0 0 0 0 1 0
C14 (4) 0 0 0 0 0 0
Cl4 (5) * * * * * *
C21(1) 0 0 0 0 0 0
C21(2) 0 0 0 0 0 0
C21(3) 0 0 0 0 0 0
C21(4) 0 0 0 0 0 0
C21(5) 0 0 0 0 1 0
C30(1) 0 0 0 0 0 0
C30(2) 0 0 0 0 0 0
C30(3) 0 0 0 0 0 0
C30(4) 1 1 0 0 1 0
C30(5) 0 0 1 0 0 0
P7 (1) 1 1 1 0 3 0
P7 (2) 1 1 0 0 1 0
P7 (3) 2 0 0 0 1 1
P7 (4) 1 1 2 2 2 0
P7 (5) 1 0 2 0 2 0
P14 (1) 1 0 0 0 1 0

[\
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P14 (2) 1 1 0 0 1 0
P14 (3) 2 0 0 0 3 0
P14 (4) 1 1 1 1 2 0
P14 (5) * * * * * *
P21 (1) 1 1 1 0 2 0
P21 (2) 1 0 0 0 1 0
P21 (3) 1 0 0 0 1 0
P21 (4) 1 0 1 0 1 0
P21 (5) 3 0 2 0 3 0
P30 (1) 1 0 1 0 1 0
P30 (2) 1 0 1 0 1 0
P30 (3) 1 0 2 0 0 0
P30 (4) 1 0 0 1 0 0
P30 (5) 1 0 0 0 1 0

(0) Ausente. (1) Leve. (2) Moderada. (3) Intensa. (*) Obito do paciente.

Apés a tabulacao dos dados, procedeu-se analise estatistica aplicando-se teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis para comparacdo entre multiplos grupos. Os valores de p
obtidos pelo teste de Kruskal-Wallis dos parametros congestdo, edema, fibrose,
hemorragia, inflamacdo e necrose entre os grupos C e P para os tempos experimentais

de 7, 14, 21 e 30 dias estdo expressos na tabela 2.

Tabela 2 - Valores de p obtidos pelo teste ndao paramétrico de Kruskal-Wallis para

comparacao entre multiplos grupos C e P. Palotina - 2021.

Parametros Valores de p
Congestdo 0,0051*
Edema 0,1864
Fibrose 0,0015*
Hemorragia 0,2638
Inflamacao 0,0020*
Necrose 0,0594

*Estatisticamente significante quando p< 0,05

Aos grupos que apresentaram diferenca no teste de Kruskal-Wallis foram aplicados teste
de Wilcoxon (pareados 2x2) que revelou nao haver diferenca nos parametros de

congestao, fibrose e inflamac¢do conforme graficos apresentados nas figuras 5, 6 e 7.

Figura 5 - Grafico representando média e desvio padrao para cada tratamento nos
periodos experimentais de 7, 14, 21 e 30 dias. Valores de p expressos no grafico obtidos

pelo teste de Wilcoxon pareados 2x2 para parametro de congestao - Palotina 2021.
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270  Significancia estatistica quando p<0,05.

271  Fonte: o autor.

272

273 Figura 6 - Grafico representando média e desvio padrdao para cada tratamento nos
274  periodos experimentais de 7, 14, 21 e 30 dias. Valores de p expressos no grafico obtidos

275  pelo teste de Wilcoxon pareados 2x2 para parametro de fibrose - Palotina - 2021.
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277  Significancia estatistica quando p<0,05.
278  Fonte: o autor.
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280  Figura 7 - Grafico representando média e desvio padrdo para cada tratamento nos
281  periodos experimentais de 7, 14, 21 e 30 dias. Valores de p expressos no grafico obtidos

282  pelo teste de Wilcoxon pareados 2x2 para parametro de inflamacao - Palotina - 2021.
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284  Significancia estatistica quando p<0,05.

285  Fonte: o autor

286

287  Foram observadas areas de congestdo e edema leve a moderado em submucosa nos
288  grupos C e P (figura 8).

289

290  Figura 8 - Lamina histoldgica de tecido traqueal de espécime do grupo experimental P7*
291  em coloragao HE, aumento 100X. Observe areas de edema, congestdo e fibrose - Palotina

292 -2021.
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(A)Paciente P7(4), area de edema leve em submucosa (seta preta)e congestao moderada
em regido de pericondrio e submucosa (setas brancas). (B)Paciente P7(1), area de
fibrose intensa (seta preta) em local de contato com a prétese (seta branca).

*P7: paciente acompanhado por sete dias apds implantacao da protese.

Fonte: o autor.

O infiltrado inflamatério presente foi variado, tanto no grupo controle quanto no grupo
tratamento, destacando-se as células polimorfonucleadas. Apenas quatro laminas
analisadas apresentaram infiltrado de grau intenso (grau 3): uma do grupo C7 e uma do
grupo P21 (figura 9). Todas as outras laminas analisadas apresentaram auséncia de

infiltrado inflamatoério, graus leves ou moderados (conforme tabelas 1 e 2).

Figura 9 - A - Lamina histoldgica de tecido traqueal de espécime do grupo experimental
C7*. B - Lamina histologica de tecido traqueal de espécime do grupo experimental P21**,

Coloracao HE*. Palotina - 2021.

(A) Area focal de infiltrado inflamatério leve, grupo C7 (aumento de 100X). (B) area de
infiltrado inflamatorio intenso, paciente P21(5). Aumento de 40X.

*C7: paciente do grupo controle acompanhado por 7 dias.

**Paciente acompanhado por 21 dias apds implantacao da protese.

Fonte: o autor
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DISCUSSAO

A definicdo do modelo animal experimental levou em consideragdo as diretrizes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal - CONCEA (BRASIL, 2013) e
os principios éticos na experimentacdo animal postulados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdao Animal - COBEA, (2013) que consideram o coelho um bom modelo
experimental por suas caracteristicas de facil manejo, ser uma espécie docil, faceis de se
obter e aceitar bem as condi¢des de biotério. Nesse experimento optou-se pelo coelho
também por ser maior em tamanho que ratos cobaias ou da linhagem wistar, o que

facilita o procedimento cirturgico (ANDRADE, PINTO, OLIVEIRA, 2002).

Segundo Flecknel (2009) os coelhos ndo fazem émese e tem metabolismo acelerado a
ponto de ndo necessitar jejum prévio ao procedimento cirdrgico. Considerando essas
caracteristicas da espécie os animais foram preparados para o procedimento logo apés
receberem a medicagdo pré-anestésica evitando assim stresse e manipulacdo

desnecessarios.

Quanto a deiscéncia de sutura do paciente do grupo P21 suspeita-se de tenha ocorrido
por infeccdo bacteriana em qualquer um dos momentos do experimento, Fossum et al

(2013) relata que essa é uma das principais causas de deiscéncia.

Foram observadas alteracdes leves a moderadas de congestao e edema tanto no grupo C
quanto no grupo P (tabela 1) sem diferenca estatistica entre os mesmos e, como as
alteracdes estdo presentes em ambos os grupos experimentais podemos atribuir
possivelmente ao trauma da manipulagao cirtrgica dos tecidos. Quanto a fibrose, mesmo
ndo apresentando diferenca estatistica, observou-se uma tendéncia maior de formacao
de fibrose nos grupos que receberam a prétese. Resultado semelhante foi encontrado
por Silva (2017) em trabalho com préteses traqueais extraluminais de nitinol. Medeiros
& Dantas Filho (2016) atribuem as alteracdes de congestao e edema a vasodilatacao e
aumento da permeabilidade vascular em resposta a injdria tecidual decorrente da
disseccdo cirurgica e manipulagdo tecidual. Embora a fibrose seja produto de uma
agressao ao tecido, ela pode se tornar uma vantagem no caso do colapso traqueal pois,

quanto mais robusto o tecido peritraqueal maior sera a sustentacdo da forma de tubo da
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traqueia, essa sustentacdo mecanica gerada pela fibrose pode auxiliar no alivio do grau
de colapso permitindo melhor passagem do ar durante os movimentos de inspiracdo e
expiracao, no entanto devido ao tempo experimental total de 30 dias desse trabalho nao

se pode verificar se a fibrose se perpetuaria a longo prazo.

Em dois pacientes que receberam a prétese foi observado degeneracdo da cartilagem do
anel traqueal no sitio de contato da protese com a traqueia, um paciente do grupo P7
que apresentou substituicdo da cartilagem hialina por tecido com caracteristicas de
cartilagem elastica e um paciente do grupo P30 que apresentou tecido com
caracteristicas intermedidrias entre a cartilagem hialina e tecido conjuntivo denso

(fibrocartilagem) onde ocorreu a compressao .

Montgomery (2015) em trabalho que comparou radiografia e tomografia
computadorizada para obtencdo de didmetro e comprimento de traqueias de cdes
identificou diferencas nas medi¢des, sendo que as imagens radiograficas subestimavam
tais medidas. Desse modo, suspeita-se que esse processo de degenerac¢do observado seja
decorrente da compressiao mecanica constante exercida pela prétese devido a
possibilidade do seu diametro ter sido subestimado, pois a definicao das dimensoes da

protese foram baseadas em proje¢des radiograficas.

O estudo apresentou algumas limitacdes, sendo: o periodo maximo experimental de 30
dias, ndo possibilitando observar reacoes teciduais a longo prazo nos animais que
receberam protese e; a conducao do estudo com paciente normorreativos, condicao que
pode afetar a maneira com que o organismo reage ao material do implante ja que nos
pacientes desse estudo ndo se esperava haver qualquer desordem traqueal que possa

ser exacerbada ou suprimida pela presenca da protese.

Para trabalhos futuros sugere-se utilizacdo de modelos experimentais livres de
patégenos especificos, com periodo experimental maior, estudo de pacientes
apresentando colapso traqueal de graus III ou IV e; utilizacdo de métodos mais precisos

para definicao das dimensoes da protese.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos conclui-se que a protese traqueal helicoidal
extraluminal confeccionada em poliamida por meio da impressdo em trés dimensdes nas
caracteristicas utilizadas nesse trabalho provoca leve a moderada reacdo tecidual sendo

considerada biocompativel.
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ANEXO 1 - COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Ministério da Educacdo ¥ %%
Universidade Federal do Parana &

Setor Palotina H

Comissdo de Etica no Uso de Animais

Certificado

Certificamos que o Protocolo n°® 28/2020 referente ao projeto de pesquisa Biocompatibilidade de
implante helicoidal extraluminal de poliamida modelado por impressora tridimensional em
traqueia de coelho (Oryctolagus cuniculus) sob responsabilidade do Prof. Olicies da Cunha esta de
acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotado pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentagao Animal (CONCEA) e foi APROVADO pela Comissao de Etica no Uso de Animais do
Setor Palotina da UFPR (CEUA/Palotina) em 18/09/2020.
O Docente responsavel pelo envio do formuldrio deve estar ciente de que deve:
« informar qualquer intercorréncia, efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo;
« informar sobre a necessidade de modificagbes ou emendas ao protocolo que foi descrito e aprovado,

identificando a parte do protocolo a ser modificada e apresentando justificativas claras

Palotina, 18 de setembro de 2020

Certificate

Certify that the Protocol n. 28/2020 regarding the research project Biocompatibility of polyamide
extraluminal helicoidal implant modeled by a three-dimensional printer in rabbit’s trachea (Oryctolagus
cuniculus) of Olicies da Cunha is according to the Ethical Principles of Animal Experimentation adopted
by the National Council for Animal Experiments Control (CONCEA) and was APPROVED by the Ethics
Committee on Animal Use of the UFPR — Setor Palotina (CEUA / Palotina) in September 18, 2020.

Palotina, September 18, 2020.

_— ;/5 - %

Prof. Geraldo Camilo Alberton
Coordenador/Coordinator
CEUA/Palotina - UFPR
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