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RESUMO

O uso de implantes bioldgicos vem crescendo e ganhando consideravel repercussao
no meio cirargico veterindrio. Para a utilizacdo de membranas bioldgicas ¢ necessario
submeté-las a tratamento quimico, dentre os quais o mais conhecido ¢ a glicerina a 98%,
porém ha uma grande preocupacdo com o fato da acdo antimicrobiana da glicerina ser
restrita a bactérias ndo esporuladas e fungos, permitindo a transmissdo de agentes virais e
bactérias esporuladas ao animal receptor de enxertos homologos ou heterélogos. Desde
1969 utiliza-se o glutaraldeido na conservagdo de membranas bioldgicas, sendo eficiente
contra formas vegetativas bacterianas. O risco potencial da toxicidade sistémica dos
aldeidos deve ser considerado, e andlises clinicas e laboratoriais podem ser tteis para sua
determinagdo. O objetivo deste estudo ¢ avaliar possiveis alteracdes funcionais ou
morfoldgicas em figado, rins e bago de coelhos provocadas pela implantacdo vesical de
membrana biolodgica (pericardio ovino) tratada pelo glutaraldeido 1% e conservada em
glicerina 98%. Foram utilizados 36 animais, divididos em seis grupos, sendo os Grupos de
1 a 3 considerados como controles (membranas tratadas em glicerina 98%) com abate pos-
cirargico aos 14, 30 e 60 dias, respectivamente, e os Grupos 4, 5 e 6 referentes aos animais
cujas membranas implantadas foram tratadas com glicerina 98% e glutaraldeido 1%,
também com abate pds-cirurgico aos 14, 30 e 60 dias. Sob anestesia geral inalatoria os 36
coelhos foram submetidos a cistoplastia com substituicdo de um segmento 1 cm x 1 cm da
parede vesical por retalho de pericardio ovino de mesmo tamanho tendo sido previamente
tratado por glicerina 98% durante 30 dias, ou glutaraldeido 1% por 18 dias e posterior
tratamento pelo glicerol 98% por 30 dias. Para observagdo dos possiveis efeitos sistémicos
da absorcdo do glutaraldeido 1% utilizado como substancia de tratamento da membrana
biologica foram avaliadas fungao renal e hepatica pela dosagem sérica de ureia, creatinina,
alanino transaminase (ALT), aspartato transferase (AST) e fosfatase alcalina em amostras
sanguineas coletadas no pré-operatério e no momento pré-abate, alem da analise macro e
microscopica de rins, figado e bagco. Acompanhamento de ingestdo e excre¢ao no pos-
operatorio, realizacdo de hemogramas e avaliacdo macroscopica da cavidade peritoneal
foram realizados para descartar alteragdes prévias ou concorrentes. Todos os valores da
avaliacdo bioquimica mantiveram-se na faixa de normalidade. Nos testes de fungdo
hepatica as variagdes entre as coletas pré-cirirgica e pré-abate mostraram padrdo
semelhante nos grupos controle e tratamento; o mesmo foi observado nos niveis de ureia,
porém a creatinina sofreu elevacdo somente nos grupos cujas membranas foram tratadas
com glutaraldeido 1%, com abate aos 14 e 30 dias (grupos 4 e 5), sugerindo possiveis
efeitos agudos sobre esta viscera. Achados aos exames macro € microscopico nao
caracterizaram efeitos deletérios do glutaraldeido. Conclui-se que o tratamento do
pericardio ovino com glutaraldeido 1% ¢ seguro para seu uso na cistoplastia, quanto ao
comprometimento de rim, figado e bago.

Palavras-chave: glutaral, glicerol, bioproteses
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ABSTRACT

The use of biological implants is growing and gaining considerable impact in
veterinary surgery. It is necessary to submit biological membranes to chemical treatment,
of which the best known is 98% glycerin, but there is a great concern that the antimicrobial
action of glycerin is restricted to nonsporulating and fungi bacteria, allowing transmission
of viral agents and sporulated bacteria to the receptor of homologous or heterologous
grafts. Since 1969 glutaraldehyde is used in the conservation of biological membranes,
being effective against bacterial vegetative forms. The potential risk of systemic toxicity of
aldehydes should be considered, and clinical and laboratory tests may be useful for its
determination. The objective of this study is to evaluate possible functional or
morphological changes in liver, kidney and spleen of rabbits caused by bladder
implantation of biological membrane (sheep pericardium) treated by 1% glutaraldehyde
and maintained in glycerol 98%. Thirty six animals were divided into six groups, of which
Groups 1 to 3 were considered as controls (membranes treated by glycerin 98%) with abate
on postoperative days 14, 30 and 60, respectively, and Groups 4, 5 and 6 corresponded to
those animals whose implanted membranes were treated with 98% glycerol and 1%
glutaraldehyde, post-surgical slaughter at 14, 30 and 60 days. Under general inhalation
anesthesia 36 rabbits underwent cystoplasty with replacement of a segment 1 cm x 1 cm of
the bladder wall by sheep pericardial patch of the same size that was previously treated
with glycerin 98 % for 30 days or 1% glutaraldehyde for 18 days and subsequent treatment
by glicerol 98% through a 30 days period. For observation of possible systemic effects of
glutaraldehyde 1% absorption, kidney and liver function were evaluated by urea,
creatinine, alanine transaminase (ALT), aspartate transferase (AST) and alkaline
phosphatase measurements in blood samples collected preoperatively and at the time
before slaughter, besides the macro and microscopic analysis of the kidneys, liver and
spleen. Food and water intake and excretion in the postoperative period, blood counts and
macroscopic evaluation of the peritoneal cavity were performed to rule out prior or
concurrent changes. All biochemical values remained in the normal range. Liver function
tests variations between the pre-surgical and pre-slaughter collection showed similar
pattern in the control and treatment groups; the same was observed in urea levels, but
creatinine increased at post-surgical 14 and 30 days only in groups whose membranes were
treated with 1% glutaraldehyde (groups 4 and 5), suggesting possible acute effects on this
viscera. Macroscopic and microscopic findings did not characterize deleterious effects of
glutaraldehyde. It was concluded that treatment of sheep pericardium with glutaraldehyde
1% is safe for use in cystoplasty, regarding kidney, liver and spleen impairment.

Key-words: glutaral, glycerol, bioprosthesis



LISTA DE FIGURA, GRAFICOS, TABELAS E QUADROS

Figura 1 — 1. Vesicula urinaria de coelho isolada com compressas Umidas; 2.
cistocentese; 3. pontos de reparo nas extremidades cranial e caudal do plano incisado,
para auxiliar e facilitar a manipulagdo do 6rgdo; 4. substitui¢do do defeito cirargico
por retalho de pericardio ovino, de mesma dimensdo;S. fixacdo do enxerto
empregando sutura continua simples com fio absorvivel sintético multifilamentar
(Poliglactina 910) 5-0 em unico plano; 6. quatro pontos simples separados sero-
musculares aplicados nos vértices da interface implante-hospedeiro, com fio
inabsorvivel sintético (nailon)3-

Grafico 1 — Volume médio de dgua ingerida (mL) por coelhos apds procedimento de
cistoplastia experimental com implante de pericardio ovino, nos primeiros cinco dias
de pos operatorio, nos animais controle (grupos 1, 2 e 3 - CONTR) e nos grupos cujo
implante foi tratado com glutaraldeido a 1% (grupos 4, 5 e 6 -

Grafico 2 — Volume médio de racao ingerida (mL) por coelhos apos procedimento de
cistoplastia experimental com implante de pericardio ovino, nos primeiros cinco dias
de pds operatdrio, nos animais controle (grupos 1, 2 e 3 - CONTR) e nos grupos cujo
implante foi tratado com glutaraldeido a 1% (grupos 4, 5 ¢ 6 - GLUTA)........ccceeeuveneee.

Grafico 3 — Volume médio de fezes eliminadas (mL) por coelhos apds procedimento
de cistoplastia experimental com implante de pericardio ovino, nos primeiros cinco
dias de pds operatdrio, nos animais controle (grupos 1, 2 e 3 - CONTR) e nos grupos
cujo implante foi tratado com glutaraldeido a 1% (grupos 4, 5 e 6 - GLUTA)...............

Tabela 1 — Valores médios, desvio padrao (DP) e niveis de significancia estatistica ao
teste estatistico de Mann-Whitney das enzimas Alanino transaminase (ALT),
Aspartato transaminase (AST) e Fosfatase Alcalina obtidas de coleta sanguinea no
momento pré-operatério e pré-abate de coelhos submetidos ao procedimento de
cistoplastia experimental com implantes de pericardio ovino preservados em glicerina
(grupos 1, 2 e 3) e tratados em glutaraldeido a 1%, (grupos 4,5 € 6).....ccccvevevverveeveennen.

Tabela 2 — Valores médios, desvio padrao (DP) e niveis de significancia estatistica ao
teste estatistico de Mann-Whitney de Ureia e Creatinina obtidas de coleta sanguinea
no momento pré-operatorio e pré-abate de coelhos submetidos ao procedimento de
cistoplastia experimental com implantes de pericardio ovino preservados em glicerina
(grupos 1, 2 e 3) e tratados em glutaraldeido a 1%, (grupos 4,5 € 6).....ccccvevevverveereannen.

Quadro 1 — Alteragdes macroscopicas, locais de aderéncia e niveis de resisténcia a
ruptura observados apos o abate de coelhos submetidos a cistoplastia experimental
com pericardio ovino preservado em Glicerina 98% (grupo 1,2 e 3) ou tratado em
Glutaraldeido 1% (GrupoS 4,5 € 0)..ccoueiiiiiiiieieee e

Quadro 2 — Achados microscopicos pos-abate observados em figado de coelhos
submetidos a cistoplastia experimental com pericardio ovino preservados em
Glicerina 98% (grupo 1,2 e 3) ou tratados em Glutaraldeido 1% (grupos 4,5 € 6)..........

10

11

11

12

13

14



Quadro 3 — Achados microscopicos pos-abate observados em bago de coelhos
submetidos a cistoplastia experimental com pericardio ovino preservados em
Glicerina 98% (grupo 1,2 e 3) ou tratados em Glutaraldeido 1% (grupos 4,5 € 6)..........
Quadro 4 — Achados microscopicos pos-abate, observados em rins de coelhos
submetidos a cistoplastia experimental com pericardio ovino preservados em
Glicerina 98% (grupo 1,2 e 3) ou tratados em Glutaraldeido 1% (grupos 4,5 e 6)

15



SUMARIO

1 INTRODUGAO. ... 01
2 REVISAO DA LITERATURA ........ccocooiiiiinieieieieie e 02
2.1 Utilizagcdo de Membranas Biologicas em Cirurgia..........ccceeeeveervierieenieenieenieenneennenn 02
2.2 Caracteristicas do PEriCATdIO .......cceieviieeiiieeiiecie et 03
2.3 Implantes emM BeXIZa .....c.ceeiieiiiiiiieiieiie ettt ettt et et eeae s 03
2.4 Toxicidade de solugdes de tratamento das membranas biologicas ..........cccccveeeeneenne. 04
2.5 Utilizaca0 de tEStE€ N VIV ..ueiiiiiiiiiiieciiieeeeeiiee e ettt eeive e e et e e et e e e eare e e e eeanaeea s 05
3 MATERIAL E METODOS ..ottt 06
3.1 Obtencao e Limpeza da Membrana BiolOgica ...........cccoevvveviieiiieniiiiiecieeiceeieee. 06
3.2 Preparagdo das Solugdes de Glutaraldeido e Glicerina ...........ccceeeevveerieeeeieeeennenn. 06
3.3 Tratamento ¢ Conservagao dos Pericardios OVINOS ..........ccceeeevieeeiieecieeeiiieeeneeenns 06
34 ADIIMALS ..oiiiieiiieiieciie ettt ettt ettt e et e et e e be e st e eabeesteenbe e saeenbeeseeenbeeteennbeenseennnas 06
3.5 Procedimentos Pré, Trans € POS-CIrlrgiCos .......c.eevuieeriveeeiieeniieeeiieeeieeeeveeeivee s 07
3.6 AVALTIAGOECS ....eouveieeiiieeeiee ettt et ra e et e e e b e e b e e e eareeenns 08

3.6.1 Avaliagao CHNICA .......oeiiiiiiiiicicieee et et e 08

3.6.2 AnAlises 1abOratorials ......ceevieeriieeieeiiienieeieeeie et ete et e ee e e saeebeeseneensens 09

3.6.3 Avaliacao macroscopica e coleta das amostras teciduais ..........cccceveeeeuveeeneen. 09

3.6.4 Processamento e analise microscopica das amostras teciduais ...................... 09

3.6.5 Avaliagao €StAtISTICA .....eeeeeuiiieeeiiiee e et e ettt e e et e e e e e 09
4 RESULTADOS ...ttt ettt ettt et e e s ta e e beesaseetaesaseenseeeens 10
5 DISCUSSAOQ ..ottt 16
6 CONCLUSAOQ ......oooiiiiiee ettt 19
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFIAS ........oooiiiieeee et 20

ANEXOS e e e 25



1 INTRODUCAO

O uso de implantes bioldgicos vem crescendo e ganhando consideravel
repercussdo na cirurgia veterinaria. Grande variedade de materiais tem sido usada na
reconstru¢ao da bexiga, inclusive o pericardio de diferentes espécies, para fornecer
arcabougo e orientar a cicatrizagdo mediante processos de reparacdo que restabelecem a
estrutura e a funcao dos tecidos lesados.

Para a utilizacdo de qualquer biomaterial ¢ necessario submeté-lo a tratamento
quimico. O agente quimico para tratamento e conservacao de materiais bioldgicos mais
conhecido e utilizado na medicina veterinaria no Brasil ¢ a glicerina 98%, porém ha
uma grande preocupa¢do com o fato da a¢do antimicrobiana da glicerina ser restrita a
bactérias nao esporuladas e fungos, permitindo a transmissdo de agentes virais e
bactérias esporuladas ao animal receptor de enxertos homélogos ou heterdlogos.

Desde 1969 utiliza-se o glutaraldeido na conservagdo de membranas biologicas,
sendo eficiente contra formas vegetativas bacterianas. A concentracdo usual do
glutaraldeido para este fim varia de 0,5% a 0,625% considerada como esterilizante e
nao prejudicial a incorporagao do implante. Todavia, sabe-se que na concentracao de
0,625% o glutaraldeido ¢ incapaz de inativar o virus rabico e, por este motivo,
concentragdes mais altas devem ser testadas (TRANI, 2006).

O risco potencial da toxicidade sist€émica dos aldeidos deve ser considerado.
Levando-se em conta a hipotese do glutaraldeido utilizado no tratamento de membranas
biologicas implantadas em diferentes localizagdes vir a ser absorvido de forma
sistémica, alteragdes na integridade estrutural e funcional de figado, baco e rins podem
ocorrer, sendo detectadas por meio de anélises clinicas, laboratoriais € morfoldgicas.

A avaliagdo da seguranca do uso de produtos quimicos como a glicerina 98% e
glutaraldeido 1% para tratamento de membranas biologicas ¢ de fundamental
importancia na pratica cirargica veterinaria, uma vez que este método caracteriza-se por
sua praticidade, baixo custo e grande aceitagdo no meio, além da ampla gama de
aplicagoes.

O objetivo do presente estudo ¢ avaliar se a membrana biologica (pericardio
ovino) tratada com glutaraldeido 1% e conservada em glicerina 98%, implantada na
parede vesical de coelhos € capaz de promover alteragdes sist€émicas, avaliadas por meio
de exames clinicos, laboratoriais e analise macro e microscépica de figado, bago e rins.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Utiliza¢ao de Membranas Biologicas em Cirurgia

Segundo Covarrubias (2005) a utilizacdo de proteses cirtirgicas surgiu a partir da
necessidade de se substituir cirurgicamente a falta ou a falha de um 6rgao ou parte do
mesmo, seja este implante constituido por material artificial ou biologico. A utilizagdo
de membranas bioldgicas, no Brasil, teve inicio a partir da implantagdao experimental de
dura-mater homologa, conservada em glicerina, na substituicdo de segmento dural de
caes (PIGOSSI, 1967).

Pigossi, em 1967, analisou em periodos de 19 a 105 dias a dura-mater de caes
que, apds lavagem em 4gua corrente para retirada de sujidades, foi acondicionada e
conservada em frasco de tubo de ensaio com glicerina pura em temperatura ambiente.
Em periodos variaveis, exames histologicos das pegas de dura-mater foram realizados
para a verificacdo de alteragdo em sua textura e uma discretissima delaminacdo do
colageno foi notada, tendo sido posteriormente atribuida a desidratacao.

Muitos experimentos foram e vém sendo realizados com membranas bioldgicas
conservadas com glicerina (PIGOSSI, 1967; PIGOSSI et al., 1971; ALVARENGA,
1977; LEITE et al., 1979; BRAILE, 1990; BARROS et al., 1994; ALMEIDA et al.,
1998; BRANDAO et al., 2001; GURGEL & CORTEZ FILHO, 2001; QUITZAN et al.,
2003; BRUN et al., 2004; BRAGA & PIPPI, 2009) e os resultados obtidos sempre
foram satisfatorios tanto em relacdo a reagdo inflamatéria quanto ao processo
regenerativo. De acordo com Leite et al. (1979) este agente quimico proporciona
auséncia de reacdes inflamatérias agudas dos implantes, o que indica a baixa
antigenicidade do transplante mantido neste meio de conservacdo, e para Mota et al.
(2002) a solugdo de glicerina 98% ¢ a que melhor mantém a integridade celular.

Pigossi et al. (1971) relataram a impossibilidade de investigacdo da transmissao
de particulas virais por meio de membranas bioldgicas tratadas com glicerina 98% por
motivos técnicos, no entanto consideraram esta solu¢do de tratamento, embora seja
utilizada em concentragdes menores para manutengdo viral na rotina de laboratorios,
capaz de inativar particulas e evitar a transmissdo de doengas causadas por virus quando
em conservacao prolongada e a temperatura ambiente. Entretanto, Trani (2006)
demonstrou que o virus rabico foi mantido em pelo menos 50% dos pericardios de
camundongos conservados em glicerina 98%, por periodo de 30 dias e a temperatura
ambiente.

O glutaraldeido (C5H802), também conhecido como pentanedial, ¢ uma solugao
quimica, biocida e desinfetante, utilizada no tratamento quimico, conservagao e fixacao
de biomateriais A sua utilizagdo teve inicio na medicina humana no final da década de
1960. A aplicagdo desta solugdo de tratamento e conservagdo abrange membranas
biologicas como cartilagens (ADLINGTON et al., 1992), por exemplo, além de
implantes de pele (ZHENG, 1991), colageno (OLIVER et al, 1975; OLIVER e
GRANT, 1979) e pericardios autdlogos ou heterdlogos, dentre outros, e vem sendo
considerada eficiente em muitos estudos. Sua acdo antibacteriana e fungicida se da
devido a alquilacao de grupos sulfidrila, hidroxila, carboxila e amina, alterando o DNA,
RNA e a sintese de proteinas desses microrganismos.



A eficacia dos aldeidos como esterilizantes para bactérias, fungos e enterovirus
depende da concentracdo, temperatura, pH e tempo de exposicdo. As baixas
concentragdes de glutaraldeido, usualmente utilizadas no tratamento de tecidos
biologicos ndo sao muito eficazes contra micobacterias, esporos de bactérias (Bacillus
subtilis, Clostridium sporogenes), fungos (Chaetomium globosum), e slow viruses (virus
com um longo periodo de incubagdo entre a infec¢dao e o desenvolvimento de doencas
degenerativas como a doenca de Creutzfeldt-Jakob) (HILBERT et al., 1988 apud
MAIZATO, 2003). Trani (2006) demonstrou a ineficacia de baixas concentracdes de
glutaraldeido (0,625%) no tratamento e controle do virus rabico em pericardios bovinos
tratados. Isto demonstra a necessidade de aumento das concentragdes utilizadas para
este tipo de tratamento, entretanto, concentragdes maiores sdo extremamente toxicas
(WERLEY et al., 1996), embora sejam mais rigorosamente desinfetantes. Costa (2010)
avaliou concentragdes de 0,625%, 1% e 1,5% no tratamento de pericardio bovino
implantado na parede abdominal de ratos e observou que a intensa reagao inflamatoéria
provocou a escassa integracdo entre o implante e o tecido muscular, na concentracao
1,5% o que ndo foi observado nas concentra¢cdes menores (0,625% e 1%).

2.2 Caracteristicas do Pericardio

O pericardio ¢ uma membrana que forma um saco fibroso, grosso, translicido,
de duas capas. E composto por uma folha fibrosa externa que se adere ao esterno, aos
grandes vasos e ao diafragma, e por uma membrana serosa interna. Sua capa fibrosa esta
coberta por uma lamina serosa de células cubodides, que junto com a membrana serosa
formam o pericardio parietal. A membrana serosa, por sua vez, se reflete na superficie
epicardica formando o pericardio visceral. O maior constituinte do pericardio parietal é
o tecido fibroso, cujos principais componentes sdo as fibras compactas de coldgeno
dispostas entre trés capas orientadas em angulos iguais entre si. As fibras de elastina
também formam parte do pericardio, no entanto sdo menos numerosas, ndo formam
fibras densas e tendem a estar orientadas em angulo reto com relagdo as fibras colagenas
adjacentes. A predominancia de colageno e sua configuragdo anatémica sao muito
importantes para as propriedades viscoelasticas do pericardio (COVARRUBIAS et al.,
2005).

O pericardio ¢ um material de origem bioldgica altamente resistente, de facil
manejo cirurgico, maleavel e sem problemas de reagao com corpo estranho. Além disso,
¢ um tecido de facil obtengdo. O tratamento do pericardio com glutaraldeido
proporciona propriedades mecanicas e imunogénicas, flexibilidade, reduz a
trombogenicidade e controla a degradacdo tecidual (MAIZATO et al., 2008). Apods o
tratamento, com remocdo de restos celulares, proteinas degradaveis e lipideos, ele
consiste de uma malha de fibras colagenas, um material facil de suturar, com boa forga,
minima elasticidade, e auséncia de irritagdes no contato com outros materiais (ANSON
& MARCHAND, 1996 apud YAMATOGI et al., 2005).

2.3 Implantes em Bexiga

Implantes de tecido bioldgico em bexiga, na medicina veterindria, foram
relatados por DALECK et al. (1989), que realizaram cistoplastia dorsal em cdes com
membrana peritoneal bovina, SUTHERLAND et al. (1996) com matriz de tecido
acelular derivada da parede gastrica e vesical em ratos, GURGEL & CORTEZ FILHO
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(2001) em gatos que receberam implante vesical de membrana de pericardio caprino,
GRECA et al. (2004) com submucosa intestinal suina (SIS) na bexiga de caes, YANG et
al. (2005) com matriz extracelular derivada de tecido vesical homologo em coelhos e
OLIVEIRA et al. (2008) com peritonio bovino em cistoplastia em coelhos.

2.4 Toxicidade de solucoes de tratamento das membranas biolégicas

O material utilizado em implantes somente ¢ ideal para aplicacdes “in vivo” se
for biocompativel e causar a menor toxicidade ou injlria ao tecido, e ndo deve ser
carcinogénico ou imunogénico (TANG et al, 1995). O aspecto inerente a
compatibilidade sanguinea implica uma série de caracteristicas intrinsecas ao material
de implante, ou seja, ndo destruir ou sensibilizar os elementos celulares do sangue, nao
alterar as proteinas plasmaticas, ndo causar respostas imunes diversas, ndo induzir a
carcinogenicidade ou mutagenicidade, ndo produzir reagdes toxicas ou alérgicas, nao
causar deplecdo de eletrolitos, ndo ser adversamente afetado pela esterilizacdo,
apresentar estabilidade no ambiente fisioldgico e ndo provocar calcificagdo (BRUCK,
1981, STARK, 1991 apud PINTO et al., 1993).

A solugdo de glutaraldeido ¢ téxica para o organismo receptor, portanto, ¢&
extremamente importante a lavagem abundante com solucdo salina antes de a
membrana biologica ser implantada (PINTO et al., 1993). Por isso, ¢ importante definir-
se uma concentragao ideal de glutaraldeido que nao interfira bruscamente na reagao
inflamatoria, que nao provoque calcificacdo do implante, que ndo gere toxicidade local
e sist€émica e que seja capaz de controlar, de forma eficaz, o crescimento microbiano.

Ao se avaliar o processo inflamatorio na utilizagdo de enxerto de pericardio
bovino tratado com glutaraldeido, pode-se caracterizd-lo como cronico ¢ moderado
(GRECA et al., 2005). Segundo Tang et al. (1995), respostas inflamatdrias cronicas,
acompanhadas de macrofagos e/ou acumulo de células gigantes do organismo, tém sido
observadas ao redor de muitos tipos de implantes de biomateriais e tém sido associadas
com varias complicacdes que afetam tanto o receptor quanto o implante por si mesmo
(TANG et al., 1995). Durante a resposta inflamatoria cronica ao implante, produtos da
aderéncia de células inflamatorias podem ser gerados e danificar o implante e/ou reagir
com o biomaterial e gerar catabdlitos toxicos (ZHAO & COURTNEY, 1999).

Com os avangos das pesquisas o glutaraldeido mostrou-se um potente agente
citotoxico, sendo responsdvel por muitos efeitos adversos. Ribeiro et al. (2009)
observaram que entre profissionais da area da saide que trabalham em contato direto
com o agente, os sintomas mais comuns sdo afecgdes respiratorios, seguidas por
sintomas neurologicos e dermatologicos.

O risco potencial da toxicidade sistémica deve ser considerado, e analises
clinicas e laboratoriais podem ser uteis para sua determinacdo. A avaliacdo da
integridade estrutural e funcional de figado, bago e rins de camundongos com pericardio
conservado pré-implantado ¢ importante para se determinar a toxicidade do
glutaraldeido e fornecer maior confiabilidade com relacdo a indicagdo de sua utilizagdo
(MARTINS et al., 2011).



2.5 Utilizagao de teste in vivo

A utilizacdo de animais na tentativa de compreensdo de processos biologicos
comecou hd muitos anos com Hipocrates (450 a.C.) que, didaticamente comparava o
aspecto de orgdos humanos doentes com o de animais. Galeno (129 — 210 d.C.), em
Roma, foi talvez o pai da medicina cientifica, realizando procedimentos experimentais
semelhantes a vivisseccdo, testando algumas varidveis em modelos animais.
(PINHEIRO et al., 2007).

Segundo Schanaider et. al. (2004), a pesquisa cirirgica em animais utilizados em
laboratdrio tem se expandido nas Ultimas décadas, em decorréncia do melhor suporte
anestésico, da sofisticacdo de infraestrutura, aperfeicoamento de materiais para
monitorizagdo continua. Os focos principais destas pesquisas t€ém sido aprimorar o
conhecimento acerca dos mecanismos fisiopatologicos de doencas, empreender ensaios
terapéuticos com novos farmacos, estudar marcadores bioldgicos e avaliar novas
técnicas. O autor reporta ainda que ¢ facil trabalhar com coelhos e hamsters, por se
adaptarem bem ao ambiente de laboratorio.



3 MATERIAL E METODO

3.1 Obtencao e Limpeza da Membrana Bioldogica

Os pericardios ovinos foram obtidos de animais abatidos em matadouro de
Fiscalizagdo Estadual na cidade de Trés Rios — RJ. O material coletado foi transportado
e conservado em uma embalagem plastica limpa e ndo estéril, em recipiente isotérmico
com gelo, que manteve os pericardios em temperatura média de 10°C, aferida com
termOmetro até a chegada ao laboratério. Em seguida, foi realizada a limpeza do
pericardico, retirando-se a gordura para que o tratamento e conservagdo fossem
iniciados.

3.2 Preparacio das Solucdes de Glutaraldeido e Glicerina

As solug ndes de glutaraldeido e glicerina foram preparadas no laboratorio do
Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria da UFRRJ. Preparou-se uma solugao
PBS, composta por fosfato monopotéssico, fosfato dissodico, cloreto de sddio e agua
destilada, que foi utilizada para o tamponamento da solu¢do de glutaraldeido 1%.
Obteve-se a concentragao da solugdo por meio de volume por volume e o pH final 7,2,
aferido por pHmetro (TRANI, 2006). Utilizou-se soluc¢ao de glicerina comercializada na
concentragdo 98%, que, assim como a solugdo de glutaraldeido, foi armazenada em
frascos estéreis com 70mL das solugodes cada.

3.3 Tratamento e Conservac¢ao dos Pericardios Ovinos

Os pericardios ovinos, apds a limpeza, foram fracionados em partes com areas
equivalentes a 1,5 x 1,5cm, medidos por paquimetro e, em seguida, cada frasco de
solucdao recebeu um fragmento para que o processo de tratamento fosse iniciado. Os
fragmentos em glicerina permaneceram nestes frascos por no minimo 30 dias
(DALECK et al., 1988); em glutaraldeido permaneceram por 18 dias (GOISSIS, 1999),
sendo entdo transferidos para frascos contendo glicerina, onde foram mantidos por um
periodo minimo de 30 dias. Todos permaneceram armazenados em temperatura
ambiente, sob protecdo da luz em caixa escura vedada.

3.4 Animais

O uso de animais foi aprovado pela Comissio de Etica na Pesquisa da
UFRRJ/COMEP, processo 23083.009478/2012-70.

Foram utilizados 36 coelhos (Oryctolagus cuniculus, Lagomorfa, Mammalia) da
raca Nova Zelandia, machos e fémeas adultos com média de peso entre 2 e 3 quilos,
procedentes do Instituto de Zootecnia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Ao recebimento os animais sofreram exame fisico, com objetivo de eventuais
descartes daqueles que nao se enquadrassem nos padrdes de normalidade. Apos periodo
de ambientacdo de aproximadamente 10 dias, foi realizada coleta sanguinea da veia
jugular para hemograma e bioquimica.



A manuten¢do dos coelhos foi feita em gaiolas individuais suspensas com
dimensdes de 80x50x35cm em galpao telado com piso e ventilagdo adequados, onde
receberam agua e racdo seca sem restri¢oes.

Foram formados seis grupos, sendo que cada grupo foi constituido por seis
coelhos. Considerou-se os trés primeiros grupos como controle (C) e os trés seguintes
como tratado (T):

Grupo C1: coelhos que receberam implantes conservados com glicerina a 98% e foram
mortos apos 14 dias;

Grupo C2: coelhos que receberam implantes conservados com glicerina a 98% e foram
mortos apos 30 dias;

Grupo C3: coelhos que receberam implantes conservados com glicerina a 98% e foram
mortos apos 60 dias;

Grupo T1: coelhos que receberam implantes tratados com glutaraldeido a 1%,
posteriormente conservados na glicerina a 98% e foram mortos apds 14 dias;

Grupo T2: coelhos que receberam implantes tratados com glutaraldeido a 1%,
posteriormente conservados na glicerina a 98% e foram mortos apds 30 dias;

Grupo T3: coelhos que receberam implantes tratados com glutaraldeido a 1%,
posteriormente conservados na glicerina a 98% e foram mortos apds 60 dias;

3.5 Procedimentos Pré, Trans e Pos-Cirurgicos

Os pericardios foram retirados dos frascos e lavados com solugdo salina estéril
(cloreto de sodio a 0,9%) para a retirada do maximo de solugdo presente na superficie
(PINTO et al., 1993). Foram efetuadas quatro lavagens nos fragmentos tratados com
glicerina (PINTO et al., 1993) e oito lavagens nos que foram tratados com glutaraldeido
(PINTO et al., 1993; HADDAD FILHO et al., 2004). Cada lavagem foi realizada com
10 mL da solugdo salina. Apos a ultima lavagem, os fragmentos permaneceram nesta
solucao por 30 minutos.

Para realizagdo da técnica de cistoplastia, cada coelho foi contido manualmente
e os pélos que recobrem as orelhas foram tricotomizados, aplicado 1mL da mistura de
lidocaina-prilocaina a 5% (creme EMLA®) sobre a pele para posteriores pungdes venosa
e arterial livres de dor apos 15 minutos (MOREIRA et. al., 2013). Como medicagao pré-
anestésica foram administrados, pela via subcutdnea (SC), meloxicam 1,5 mgkg’
(TURNER, 2006) e morfina 2,5 mg.kg!' (MURAI & OGURA, 1978; LIPMAN, 2008).
A anestesia foi induzida com propofol 8 mg.kg' via intravenosa (IV) (MARTIN-
CANCHO, 2006) e mantida com isoflurano por meio de mascara conectada a um
circuito semifechado (BATEMAN, 2005).

Com o animal posicionado em decubito dorsal, foi realizada a tricotomia da
regido abdominal caudal, seguida de anti-sepsia. Apds celiotomia mediana, isolamento
da bexiga com compressas umidas e cistocentese, foram aplicados, na face dorsal da
parede vesical, dois pontos de reparo na extremidade cranial e dois na extremidade
caudal do plano a ser incisado, para auxiliar e facilitar a manipulagdo do 6rgao; apos
incisdo em estocada, retirou-se um fragmento de 1,5 x 1,5cm, o qual foi substituido por
retalho de pericardio ovino, de mesma dimensdo, de acordo com Oliveira et al. (2008).
O implante foi fixado através de sutura continua simples com fio absorvivel sintético
multifilamentar (Poliglactina 910) 5-0 em tnico plano. Quatro pontos simples separados
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sero-musculares foram aplicados nos vértices da interface implante-hospedeiro, com fio
inabsorvivel sintético (ndilon)3-0 (Figura 1), para a identificacdo futura da regido do
implante. Por fim fechou-se a cavidade abdominal e posteriormente a pele, ambas com
sutura interrompida simples (OLIVEIRA et al., 2008).

S

FIGURA 1 — 1. Vesicula urinaria de coelho isolada com compressas umidas; 2.
cistocentese; 3. pontos de reparo nas extremidades cranial e caudal do plano
incisado, para auxiliar e facilitar a manipulagdo do 6rgdo; 4. substituicdo do defeito
cirargico por retalho de pericardio ovino, de mesma dimensao;5. fixacdo do enxerto
através de sutura continua simples com fio absorvivel sintético multifilamentar
(Poliglactina 910) 5-0 em tnico plano; 6. quatro pontos simples separados sero-
musculares aplicados nos vértices da interface implante-hospedeiro, com fio
inabsorvivel sintético (nailon)3-0.

Foram instituidas as terapias antimicrobiana com enrofloxacina (5 mg.kg"), via
(SC), a cada 24 horas, durante cinco dias consecutivos e antiinflamatoria com
meloxicam (0,1 mg.kg"!), via (SC), a cada 12 horas durante trés dias, bem como a
limpeza da ferida cirrgica com clorexidina, a cada 24 horas, por sete dias. Todos os
animais receberam colares protetores para evitar deiscéncia de sutura decorrente de
auto-mutilagao.

3.6 Avaliacoes
3.6.1 Avaliacao clinica

Os animais eram avaliados diariamente, nos cinco dias posteriores a cirurgia
quanto ao aspecto da ferida cirurgica da pele, a procura de deiscéncia de sutura,
formagdo de seromas, hematomas e abscessos. Pelo mesmo periodo foi realizada
medi¢do do volume fecal e mensuracdo de 4gua e racdo ingeridas pelos animais,
utilizando-se um medidor com capacidade de 500 mL; eram fornecidos diariamente 300
mL de ragdo e 1 litro de dgua para cada coelho, calculando-se a diferenca do fornecido
pelo restante nos comedouros e bebedouros.



Apbs os cinco primeiros dias do poés-operatério a ingestdo e eliminagdo foi
observada diariamente, enquanto que a regido da ferida cirargica foi avaliada
semanalmente, até o momento do abate. Os pontos de pele foram retirados no décimo
dia de pos operatorio.

3.6.2 Analises laboratoriais

Realizou-se as analises laboratoriais a partir de amostras de sangue coletadas da
veia jugular em dois momentos distintos, apos periodo de ambientagdo/quarentena e
previamente ao abate. As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Analises
Clinicas do Departamento de Medicina e Cirurgia do Instituto de Veterinaria para
confec¢ao do hemograma e para o Laboratério de Quimioterapia Experimental em
Parasitologia Veterinaria (LQEPV) para determinagdo dos valores de ureia, creatinina,
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina.

3.6.3 Avaliacdo macroscopica e coleta das amostras teciduais

Cada grupo foi avaliado em periodos pos-operatdrios diferentes correspondentes
a 14, 30 e 60 dias, apos abate com tiopental sédico (200mg kg™!) por via IV. Procurou-
se a presenca de possiveis complicagdes da enxertia tais como: seromas, hematomas,
fistulas, abscessos, calcificagdes, aderéncias, peritonite, € demais lesdes em figado, rins
e bago, classificando-se as alteragdes encontradas de acordo com modelo proposto por
Martins et al. (2011).

Fragmentos de figado, rins e bago foram coletados, fixados em formol a 10%,
devidamente identificados e encaminhados ao Laboratorio de Histopatologia do
Instituto de Veterinaria (Anexo 1) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Todas as carcagas foram encaminhadas para cremagao.

3.6.4 Processamento e analise microscopica das amostras teciduais

Apds a fixacdo, os fragmentos viscerais foram desidratados em alcool absoluto,
tratados com xilol, incluidos em parafina, cortados na espessura de 5y e corados pela
hematoxilina-eosina (HE) para analise a microscopia de luz.

3.6.5 Avaliacio estatistica

Para a avaliag¢do da ingestdo de dgua e racdo e eliminagdo de fezes, comparou-se
diariamente, nos primeiros cinco dias, os valores obtidos dos grupos controle (C1, C2 e
C3) com os valores dos grupos que receberam implante tratado com glutaraldeido a 1%
(grupos T1, T2 e T3), recebendo tratamento estatistico pelo Teste de Mann-Whitney.

Os niveis séricos da Alanino transaminase (ALT), Aspartato transaminase
(AST), Fosfatase Alcalina, Ureia e Creatinina obtidos no momento pré-operatério e pré-
abate foram comparados, dentro de cada grupo, pelo teste estatistico de Mann-Whitney.



4 RESULTADOS

A avaliacdo da ferida cirurgica revelou padrdo de cicatrizagdo esperado, nao
sendo observada formagdo de seromas, hematomas e abscessos ou qualquer outra
alteracdo no reparo.

A avaliagdo estatistica dos cinco primeiros dias pds-cirtrgicos de ingestao de
dgua e racdo e eliminacdo de fezes, comparando-se 0s animais que serviram como
controle (grupos C1, C2 e C3) com aqueles que receberam implantes tratados pelo
glutaraldeido 1% (grupos T1, T2 e T3), demonstrou ndo haver diferenca significativa na
variagdo da ingestdo de racdo; a ingestdo de agua foi estatisticamente diferente no
segundo dia (p<0,01) e, na eliminacdo de fezes, houve diferenca estatisticamente
significante no dia um (p<0,05), ndo havendo significancia nos demais dias em ambos
os paramentos. Os seis grupos atingiram o padrdo de volume de ingestdo hidrica,
alimentar e fecal ao quinto dia da avaliagdo, demonstrado respectivamente nos graficos
1,2¢3.

Ingestao de agua
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Griafico 1 — Volume médio de agua ingerida (mL) por coelhos apos
procedimento de cistoplastia experimental com implante de pericardio
ovino, nos primeiros cinco dias de pos operatorio, nos animais controle
(grupos C1, C2 e C3 - CONTR) e nos grupos cujo implante foi tratado
com glutaraldeido a 1% (grupos T1, T2 e T3 - GLUTA).
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Grafico 2 — Volume médio de ragdo ingerida (mL) por coelhos apods
procedimento de cistoplastia experimental com implante de pericardio
ovino, nos primeiros cinco dias de pds operatdrio, nos animais controle
((grupos C1, C2 e C3 - CONTR) e nos grupos cujo implante foi tratado
com glutaraldeido a 1% (grupos T1, T2 e T3 - GLUTA).
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Griafico 3 — Volume médio de fezes eliminadas (mL) por coelhos apos
procedimento de cistoplastia experimental com implante de pericardio
ovino, nos primeiros cinco dias de pds operatério, nos animais controle
(grupos C1, C2 e C3 - CONTR) e nos grupos cujo implante foi tratado
com glutaraldeido a 1% (grupos T1, T2 e T3 - GLUTA).
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Os resultados hematoldgicos dos coelhos no momento pré-cirurgico
demonstraram valores de hematocrito com variagao entre 30% e 40%; os leucocitos
variaram entre 4 x 10%/ul e 12 x 10°/ul enquanto que os niveis plaquetarios da maior
parte da amostra encontravam-se acima de 200 x 10*/ul com excecio de 3 animais cujos
niveis encontravam-se em torno de 140 x 10%/ul. Tais valores e padrdes se mantiveram
no momento pré-abate. (Anexo F).

Os resultados dos testes bioquimicos de fun¢do hepatica realizados no momento
pré-cirurgico e pré-abate revelaram uma grande variacao de valores, independentemente
dos grupos analisados. A avaliacdo da fosfatase alcalina revelou valores entre 89 Ul/dl e
229 Ul/dl no momento pré-cirurgico e entre 33 Ul/dl e 157 Ul/dl no momento pré-
abate; a aspartato transferase (AST) variou entre 20 Ul/dl e 117 Ul/dl no primeiro
momento e de 20 Ul/dl a 111 UI/dl no pré-abate, enquanto que a alanino transaminase
(ALT) teve seus valores entre 36 Ul/dl e 102 Ul/dl no momento pré-cirurgico e 22 Ul/dl
e 109 Ul/dl no momento pré-abate.

A comparagdo estatistica entre os valores de alanino transferase (ALT) nos
momentos pré-cirurgico e pré-abate revelou haver diferenca significante apenas no
grupo C3 (animais controle com abate aos 60 dias), com valor de p<0,01. Em relagdo a
aspartato transaminase (AST) ndo houve variacdo significante em nenhum dos grupos
enquanto que a fosfatase alcalina revelou modificacdo significante nos grupos C1, C3 e
T3 (p<0,01) e T1 (p<0,05). Estes resultados, assim como a media e o desvio padrao de
cada grupo, estdo demonstrados na tabela 1.

Tabela 1 — Valores médios, desvio padrao (DP) e niveis de significancia estatistica ao
teste estatistico de Mann-Whitney das enzimas Alanino transaminase (ALT), Aspartato
transaminase (AST) e Fosfatase Alcalina obtidas de coleta sanguinea no momento pré-
operatorio e pré-abate de coelhos submetidos ao procedimento de cistoplastia
experimental com implantes de pericardio ovino preservados em glicerina (grupos Cl1,
C2 e C3) e tratados em glutaraldeido a 1%, (grupos T1, T2 e T3).

ALT AST Fosfatase Alcalina
Pré- . Mann- Pré- A Mann- Pré- . Mann-
operatorio Pré-abate Whitney  operatério Pré-abate Whitney  operatério Pré-abate Whitney
c1 44,67 48 ns 70,33 62,67 ns 199,66 103,16 oo
(DP 10,71)  (DP 28,19) (DP 13,98)  (DP 30,72) (DP 17,28)  (DP 45,53)
oy 47 32,5 ns 64,83 63,17 ns 123,33 59 ns
(DP 21,15)  (DP 14,05) (DP (15,33)  (DP 30,78) (DP 56,09)  (DP 12,85)
- 149,17 44,67 s 67,33 45,83 . 149,16 44,67 e
(DP 41,24) (DP 6,98) (DP 24,87) (DP 14,39) (DP 41,23) ( DP 6,98)
T1 160 106 ns 58,5 45,5 s 160 106
(DP 34,23)  (DP 40,98) (DP 18,74)  (DP 12,82) (DP 34,23)  (DP 40,98)
™ 169,17 123,83 ns 52 33,76 ns 169,1 123,8 ns
(DP 34,23)  (DP 40,98) (DP 20,15) (DP 33,76) (DP 34,23) DP 40,99)
156 50,17 74,67 65,5 156 50,17
T3 ns ns Hok

(DP2631)  (DP 16,22) (DP29.88)  (DP31,19) (DP26,3)  (DP 16,22)

ns — ndo significante; * - p<0,05; ** - p<0,01
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Os valores obtidos na avaliagdo da fun¢do renal dos coelhos submetidos ao
procedimento demonstraram variagdo na creatinina entre 0,6 Ul/dl e 1,6 Ul/dl em
ambos os momentos, enquanto que na ureia observaram-se valores entre 16 Ul/dl e 45
UI/dl no momento pré-cirurgico ¢ 22 Ul/dl e 61 Ul/dl no momento pré-abate. A
comparacdo estatistica entre os dois momentos de avaliagdo referente a ureia revelou
variacao significante nos grupos C2 e T2 (p<0,01) e C1 e T1 (p<0,05), enquanto que na
creatinina observou-se diferenca apenas nos grupos T1 (p<0,01) e T2 (p<0,05). Os
resultados assim como a media e o desvio padrao de cada grupo, estdo apresentados na
tabela 2.

Tabela 2 — Valores médios, desvio padrdao (DP) e niveis de significancia estatistica ao
teste estatistico de Mann-Whitney de Ureia e Creatinina obtidas de coleta sanguinea no
momento pré-operatorio e pré-abate de coelhos submetidos ao procedimento de
cistoplastia experimental com implantes de pericardio ovino preservados em glicerina
(grupos C1, C2 e C3) e tratados em glutaraldeido a 1%, (grupos T1, T2 e T3).

Ureia Creatinina
Pré- . Mann- Pré- . Mann-
operatorio Pré-abate Whitney  operatério Pré-abate Whitney
Ccl1 19,83 37,5 % 0,88 0,95 s
(DP 4,17)  (DP 10,25) (DP 0,08) (DP0,19)
c2 27,5 43,83 - 1,21 1,18 ns
(DP5,82)  (DP747) (DP 0,24)  (DP 0,09)
C3 37,83 45,66 ns 1,2 1,37 ns
(DP5,91) (DP 11,20) (DP0,5) (DP0,22)
T 21,66 28,33 . 0,75 1,01 e
(DP 6,25) (DP 6,28) (DP 0,08) (DP 0,15)
T2 20,33 37,67 - 0,77 1,05 x
(DP2,94)  (DP 4,03) (DP0,1) (DPO0,16)
33,83 44,33 1,35 1,43
T3 ns ns

(DP 6,30)  (DP 14,53) (DP0,14) (DP 0,29)

Na avaliacdo macroscopica apds o abate nao foi observada a formacao de
seromas, hematomas, fistulas, abscessos ou calcificagdes tampouco alteragdes em rim,
figado e bago. Os achados estao listados no quadro 1.
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Quadro 1 — Alteragdes macroscopicas, locais de aderéncia e niveis de resisténcia a
ruptura observados apos o abate de coelhos submetidos a cistoplastia experimental com
pericardio ovino preservado em Glicerina 98% (grupo C1,C2 e C3) ou tratado em
Glutaraldeido 1% (grupos T1,T2 e T3).

A OUTRAS
ANIMAL | GRUPO | SEXO ADERENCIA ~
OBSERVACOES
1 M +++ reto e omento
2 M +++ reto; ++ omento
3 M +++ int delg e peritonio parietal ventral deiscéncia sutura de pele; peritonite;
Grupo C1 . .
massa caseosa na cavidade peritoneal
4 M ++ omento
5 M ++ omento
6 M ++ omento
7 M + omento
8 M +++ int delg
9 M + omento
10 Grupo €2 M + omento
11 F + omento
12 M + omento
13 M + omento
14 F ++ omento
15 F + omento
16 Grupo €3 M + omento
17 M + omento
18 M + reto
19 M +++ reto
20 M ++ peritonio parietal ventral
21 M ++ omento
22 Grupo T1 M + omento
23 M ++ omento
24 M +++ peritonio parietal ventral e int delg Eventracdo
25 M ++ omento
26 M ++ omento
27 M -
28 Grupo T2 M ++ ceco
29 M + reto
30 M ++ int delg
31 F ++ omento
32 F ++ omento
33 F + omento
34 Grupo T3 M + omento e peritonio parietal ventral
35 M ++ omento
36 M + omento
Legenda: M — Macho; F — Fémea; + pouca resisténcia; ++ moderada resisténcia; +++ resisténcia
acentuada.

O exame microscopico revelou, no figado, leve a moderada tumefacdo de
hepatécitos e congestdo. Havia ainda, em parte dos animais, vacuoliza¢do de
hepatocitos e infiltrado inflamatorio periportal. No bago observou-se hiperplasia
linféide em um coelho e, nos rins, verificaram-se mineralizagdo em um animal ¢ leve a
moderada congestdo em 17 animais. Os achados foram identificados e quantificados
quanto ao numero de aparicdes em cada grupo, e os resultados estdo expostos
respectivamente nos quadros 2, 3 ¢ 4.
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Quadro 2 — Achados microscopicos observados em figados de coelhos submetidos a
cistoplastia experimental com pericardio ovino preservado em Glicerina 98% (grupos
C1,C2 e C3) ou tratados em Glutaraldeido 1% (grupos T1,T2 e T3)

Figado
Sem | Tumefacdo | Tumefagdo | Congestio | Congestao L Inﬁltra(’lo.
alteraco *) () ) (+) Vacuolizagao Inﬂamatorlo
Periportal

Cl 3 3 1
C2 5 1 2 3
C3 6 3 2 6 1
T1 3 2 1 1
T2 5 1 3 3
T3 1 2 1 2 1 1 1

Legenda: +discreta; ++ moderada

Quadro 3 — Achados microscopicos observados em bago de coelhos submetidos a
cistoplastia experimental com pericardio ovino preservados em Glicerina 98% (grupos
C1,C2 e C3) ou tratados em Glutaraldeido 1% (grupos T1,T2 e T3)

Bago
Sem Hiperplasia
Alteracdo Linfoide

GRUPO C1 6
GRUPO C2 5 1
GRUPO C3 5
GRUPO T1 4
GRUPO T2 4 2
GRUPO T3 6

Quadro 4 — Achados microscopicos, observados em rins de coelhos submetidos a
cistoplastia experimental com pericardio ovino preservados em Glicerina 98% (grupos
C1,C2 e C3) ou tratados em Glutaraldeido 1% (grupos T1,T2 e T3)

RINS
Sem Congestao Congestao

Alteracdo leve moderada
GRUPO C1 6
GRUPO C2 2 3
GRUPO C3 3 2 1
GRUPO T1 6
GRUPO T2 4 2
GRUPO T3 5 1




5 DISCUSSAO

As pesquisas a respeito do glutaraldeido na conservacdo e fixagcdo de
biomateriais vem ganhando grande importancia no meio cirurgico, tendo em vista que a
aplicacdo desta solugdo abrange uma série de implantes, dentre os quais estd o
pericardio ovino (OLIVER et al., 1975; OLIVER e GRANT, 1979; ZHENG, 1991;
ADLINGTON et al., 1992). A concentragdo usual do glutaraldeido para este fim varia
de 0,5% a 0,625% considerada como esterilizante e ndo prejudicial a incorporagdo do
implante. Todavia, sabendo-se que na concentracao de 0,625% o glutaraldeido ¢ incapaz
de inativar o virus rabico (TRANI, 2006) testou-se no presente estudo o glutaraldeido na
concentragdo de 1%. A escolha da solucdo de glutaraldeido utilizada no trabalho segue
os resultados de Costa (2009), que demonstrou boa biocompatibilidade da concentragao
de 1% para tratamento de pericardios bovinos implantados em parede abdominal de
camundongos. A associacdo do tratamento com glutaraldeido a posterior conservagao
em glicerina 98% buscou aproximar o método escolhido a realidade de utilizacdo de
biopréteses na pratica cirurgica veterinaria, fornecendo uma condicdo pratica de
manutengdao da membrana a longo prazo.

A ingestdo de agua e alimento e a excrecdo fecal foram utilizadas como
sinalizacdo de alteracdes que pudessem levar a quadros de dor ou outros incomodos,
como nausea ¢ aumento de pressao intra-abdominal. Experimentos com monitoramento
comportamental em coelhos tem se tornado um desafio para as pesquisas, tendo em
vista a vulnerabilidade desta presa mediante um predador (pesquisador, tratador, etc.),
fator este que se faz prejudicial nas analises de comportamento, podendo mascarar a
realidade dos resultados. Estudos como os de Keating et al. (2012) determinaram que a
melhor forma de avaliacdo do bem estar animal no pds-cirirgico imediato ¢ através da
quantificagdo da ingestdo de agua e racdo, tdo quanto pela excrecao de rejeitos fecais.
As diferencgas estatisticamente significantes na ingestao de agua e excrecao de fezes nos
primeiros dias do pds-operatério relacionaram-se a irregularidade dos valores
observados, o que ¢ esperado nesta fase, quando os animais estdo ainda sob o impacto
das situacdes de stress, com respostas individuais amplamente variaveis. Da mesma
forma, a avaliagdo hematoldgica pré-cirirgica e pré-abate revelou valores de
hematocrito, leucdcitos e plaquetas dentro dos referenciais (HEIN e HARTMAN,
2003), descartando assim alteragdes prévias ou concorrentes.

As avaliagdes renal e hepdtica foram realizadas tendo em vista que figado e rim
sao oOrgdos de extrema relevancia funcional para o organismo, metabolizando as
substancias presentes no sangue tdo quanto excretando-as, respectivamente.
Determinou-se a coleta de sangue em dois periodos diferentes, pré e pos-cirtrgico, a fim
de descartar animais com possiveis lesdes antecedentes ao procedimento e promover
uma analise comparativa nas fungdes renais € hepaticas nos dois momentos, buscando-
se identificar possiveis influéncias sistémicas do tratamento.

A fosfatase alcalina se manteve em ambos os momentos dentro do referencial
citado por Emanuelli et al. (2008), cujos valores encontram-se entre 10,66 Ul e 167,39
Ul e também segundo Hein e Hartman (2003) que relatam valores de fosfatase alcalina
de zero até 396 UI; entretanto, foi observada acentuada diminui¢cdo dos valores no pos
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cirirgico, que pode estar relacionada ao fator idade (ROQUETE, 2000; ALVES e
ARRUTI, 2009) tendo em vista que os animais foram recebidos ainda jovens, sendo a
primeira coleta realizada neste momento, diferentemente da segunda andlise, quando os
animais ja encontravam-se com dois ou trés meses de idade a mais.

A anélise estatistica da comparag¢do dos valores da Alanino transaminase nos
diferentes periodos de coleta demonstrou significAncia apenas no Grupo C3 (controle
com abate aos 60 dias), entretanto entendeu-se que pode estar relacionada ao alto desvio
padrdo obtido no momento pré-cirurgico, quando valores isolados de alguns animais
podem ter influenciado nos resultado finais. Por sua vez, na Aspartato transferase nao
houve alteracdo significativa entre os dois momentos em nenhum dos grupos, porém,
esteve em muitos animais, em ambos os momentos, acima do referencial descrito por
Hein e Hartman (2003), de até 0, 28 UI/l. Na literatura consultada foi identificada
grande divergéncia a respeito da padronizacao dos valores de referencia das analises
hematolodgicas e de funcao renal e hepatica de coelhos, tendo em vista que ainda existe
acentuada discrepancia entre os valores relatados (HEIN e HARTMAN, 2003;
EMANUELLI et al. 2008) e, desta forma, considera-se que ha ainda uma lacuna a ser
complementada a respeito do tema.

A avaliacdo da funcdo renal foi conduzida através das analises da ureia e da
creatinina. Segundo Hein e Hartman (2003), os niveis séricos de ureia em coelhos
devem estar entre 20 mg/dl e 84 mg/dl enquanto que, segundo Emanuelli et al. (2008),
tais valores podem estar entre 9,0 mg/ dl e 66 mg/dl. Os niveis de ureia sanguinea dos
animais testados permaneceu dentro do referencial em ambos os periodos de analise,
entretanto a comparacdo estatistica entre o pré-cirirgico € o pré-abate revelou
significancia tanto nos grupos controle quanto nos de tratamento, referente a coleta com
14 e 30 dias, ndo sendo possivel identificar, com base na literatura pesquisada, um
mecanismo que esclare¢a o ocorrido. Os niveis séricos de creatinina se mantiveram, em
ambos os momentos, dentro do referencial (HEIN e HARTMAN, 2003), todavia a
analise estatistica revelou alteracdo significativa nos momentos pré-cirurgico e pré-
abate referente aos Grupos T1 e T2, cujos pericardios ovinos foram tratados em
glutaraldeido 1% com anélises séricas realizadas aos 14 e 30 dias; este fato sugere uma
discreta alteragdo aguda e transitéria no funcionamento renal por influéncia do
glutaraldeido 1% que, entretanto, ndo esteve relacionada a nenhuma alteragdo
morfolégica no 6rgdo. O ocorrido precisa ser confirmado e melhor elucidado através de
novas pesquisas.

A avaliagdo macroscopica da cavidade peritoneal foi realizada com o intuito de
inferir possiveis influéncias abdominais sobre a morfologia de figado, baco e rins, o que
poderia influenciar as analises histopatoldgicas. A necropsia revelou apenas a presenga
de aderéncias relacionadas com a vesicula urinaria. As aderéncias presentes na cavidade
abdominal ocorreram em sua maioria entre o local do implante e o mesentério, ndo
havendo qualquer relagdo desta com os 6rgaos analisados. O achado foi observado em
todos os animais pertencentes ao experimento ndo havendo assim qualquer influencia
do tratamento sobre a presenga da mesma. A microscopia de figado, bago e rins nao
revelou alteragdes que pudessem estar associadas ao efeito toxico do glutaraldeido 1%
tendo em vista que os achados presentes nos grupos tratados foram também
identificados nos grupos controle, o que descarta a correlacdo das lesdes com a agdo do
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glutaraldeido 1%. A tumefacdo/vacuolizagdo no citoplasma de hepatocitos pode estar
relacionada a reservas nutricionais de glicogénio e/ou lipideos.

As andlises realizadas no experimento demonstraram que o tratamento das
membranas com glutaraldeido ndo exerceu influéncia sistémica sobre o organismo; este
resultado corrobora os relatos de Martins et al. (2011) nos quais também nao observou-
se relacdo do mesmo com alteragdes de figado, rim e bago de camundongos submetidos
a fragmentos de pericardio bovino tratados em glutaradeido e implantados na parede
abdominal. No referido trabalho, os autores levantam o questionamento referente a
baixa vascularizagdo ao redor do implante como fator influente na toxicidade da
substancia, o que ocorre de forma diversa no presente estudo, visto que a parede da
bexiga ¢ ricamente irrigada, propiciando niveis mais elevados de absor¢ao, o que, ainda
assim, ndo determinou efeitos toxicos sistémicos.
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6 CONCLUSOES

O implante de pericardio ovino tratado com glutaraldeido 1% e posteriormente
mantido em glicerina 98% ndo provocou efeitos deletérios sobre a funcdo renal e
hepatica, tampouco lesdes morfoldgicas em rins, figado e baco de coelhos.

O tratamento do pericardio ovino com glutaraldeido 1% promoveu aumento da
creatinina sanguinea em periodo de até¢ 30 dias apos sua implantacdo na bexiga de
coelhos, sem terem sido ultrapassados os niveis de referéncia, sugerindo alguma
influéncia sobre o funcionamento renal.
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ANEXOS

Anexo A - Valores individuais, media e desvio padrdo de cada grupo referente a
Fosfatase Alcalina em UI/L obtida de coleta sanguinea no momento pré-operatorio
e pos-operatorio de coelhos submetidos ao procedimento de cistoplastia
experimental com implantes de pericardio ovino preservados em glicerina (grupos
Cl, C2 e C3) e tratados em glutaraldeido a 1%, (grupos TI1, T2 e

Anexo B - Valores individuais, media e desvio padrao de cada grupo referente a
Alanino Transaminase (ALT) em UI/L obtida de coleta sanguinea no momento pré-
operatorio e pos-operatorio de coelhos submetidos ao procedimento de cistoplastia
experimental com implantes de pericardio ovino preservados em glicerina (grupos
Cl, C2 e C3) e tratados em glutaraldeido a 1%, (grupos TI1, T2 e

Anexo C - Valores individuais, media e desvio padrao de cada grupo referente a
Aspartato transferase (AST) em UI/L obtida de coleta sanguinea no momento pré-
operatorio e pos-operatorio de coelhos submetidos ao procedimento de cistoplastia
experimental com implantes de pericardio ovino preservados em glicerina (grupos
Cl, C2 e C3) e tratados em glutaraldeido a 1%, (grupos TI1, T2 e

Anexo D - Valores individuais, media e desvio padrao de cada grupo referente a
ureia em mg/dL, obtida de coleta sanguinea no momento pré-operatorio € pos-
operatorio de coelhos submetidos ao procedimento de cistoplastia experimental
com implantes de pericardio ovino preservados em glicerina (grupos C1, C2 e C3)
e tratados em  glutaraldeido a 1%, (grupos TI1, T2 e

Anexo E - Valores individuais, media e desvio padrdo de cada grupo referente a
creatinia (creat.) em mg/dL, obtida de coleta sanguinea no momento pré-operatdrio
e pos-operatorio de coelhos submetidos ao procedimento de cistoplastia
experimental com implantes de pericardio ovino preservados em glicerina (grupos
Cl, C2 e C3) e tratados em glutaraldeido a 1%, (grupos TI1, T2 e

27

28

29

30

31

25



Anexo F - Valores individuais de hemécias, hemoglobina, hematocrito, plaquetas e
leucocitos nos momentos pré-operatdrio e pos-operatorio de coelhos submetidos ao
procedimento de cistoplastia experimental com implantes de pericardio ovino
preservados em glicerina (grupos C1, C2 e C3) e tratados em glutaraldeido a 1%,
(ErUPOS T1, T2 € T3)eoeiieiieiieeieeee ettt ettt ettt et
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Anexo A - Valores individuais, media e desvio padrio de cada grupo referente a
Fosfatase Alcalina em UI/L obtida de coleta sanguinea no momento pré-operatério e
pos-operatorio de coelhos submetidos ao procedimento de cistoplastia experimental
com implantes de pericardio ovino preservados em glicerina (grupos C1, C2 e C3) e
tratados em glutaraldeido a 1%, (grupos T1, T2 e T3).

Fosfatase Alcalina (ALP) - UI/L - Momentos Pré e Pds operatério
Animal | ALP - Pré | ALP -Pés Animal | ALP - Pré | ALP -Pos
1 215 163 19 106 39
2 191 130 20 195 157
— 3 175 30 — 21 189 105
© 4 189 116 = 22 155 140
5 209 80 23 178 99
6 219 100 24 137 96
Media | 199,6667 103,1667 160 106
Desvio | 17,28198 | 45,52984 34,23449 | 40,97804
S 7 147 58 § 25 138 104
g 8 90 53 "8 26 226 177
g ~ 9 164 69 ’g N 27 135 106
5 © 10 120 40 = = 28 240 94
=2 11 187 57 g 29 187 158
© 12 32 77 O 30 89 104
Media | 123,3333 59 Media | 169,1667 | 123,8333
Desvio | 56,09159 | 12,85302 Desvio | 58,53347 | 34,60877
13 207 51 31 139 53
14 143 46 32 153 34
o 15 184 42 . 33 180 73
© 16 148 54 = 34 164 33
17 118 39 35 185 44
18 95 36 36 115 64
Media | 149,1667 | 44,66667 Media 156 50,16667
Desvio | 41,23793 | 6,97615 Desvio | 26,30589 | 16,21625
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Anexo B - Valores individuais, media e desvio padrdo de cada grupo referente a
Alanino Transaminase (ALT) em UI/L obtida de coleta sanguinea no momento pré-
operatério e pds-operatorio de coelhos submetidos ao procedimento de cistoplastia
experimental com implantes de pericardio ovino preservados em glicerina (grupos Cl1,
C2 e C3) e tratados em glutaraldeido a 1%, (grupos T1, T2 e T3)

Alanino Transaminase (ALT) - UI/L - Momentos Pré e Pos operatério

Animal | ALT -Pré | ALT -Poés Animal | ALT -Pré | ALT -Poés
1 78 97 19 38 23
2 91 3 20 59 46
3 52 20 21 93 54
_ 4 58 86 _ 22 59 39
© 5 72 78 = 23 55 55
6 71 63 24 47 56
Media | 7033333 | 62,66667 Media 58,5 45,5
Desvio | 13,98094 | 30,72241 Desvio | 18,73766 | 12,81796
7 79 92 25 24 69
. 8 66 109 > 26 46 73
2 9 73 49 B 27 49 60
EIS 10 62 34 g o 28 49 31
5 1 73 59 = 29 58 91
= 12 36 36 e 30 86 132
Media | 64,83333 | 63,16667 | O Media 52 33,76389
Desvio | 1532862 | 30,78582 Desvio | 20,14944 | 33,76389
13 102 50 31 95 106
14 38 54 32 124 53
15 60 63 33 73 56
- 16 47 2 - 34 48 36
© 17 36 37 = 35 59 39
18 71 49 36 49 103
Media | 67,33333 | 45,83333 Media | 74,66667 65,5
Desvio | 24,86497 14,38634 Desvio 29.88422 31,19455
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Anexo C - Valores individuais, media e desvio padrio de cada grupo referente a
Aspartato transferase (AST) em UI/L obtida de coleta sanguinea no momento pré-
operatério e pds-operatorio de coelhos submetidos ao procedimento de cistoplastia
experimental com implantes de pericardio ovino preservados em glicerina (grupos Cl1,
C2 e C3) e tratados em glutaraldeido a 1%, (grupos T1, T2 e T3)

Alanino Transaminase (ALT) - UI/L - Momentos Pré e Pos operatdrio
Animal | AST-Pré | AST -Pés Animal | AST-Pré | AST -Pés
1 29 44 19 24 35
2 52 47 20 17 20
3 57 15 21 67 17
— 4 35 96 — 22 38 77
© 5 45 27 =0 54 11
6 50 59 24 21 22
Media | 44,66667 48 Media | 36,83333 | 30,33333
Desvio | 10,70825 28,1851 Desvio | 20,07403 | 24,19642
7 53 45 25 117 72
S 8 62 45 § 26 24 216
x 9 78 33 '8 27 22 50
EIRES 10 30 41 B~ 28 28 20
5| © 11 37 19 E = 1 2 35 73
6 12 22 12 § 30 53 111
Media 47 32,5 © Media 46,5 90,33333
Desvio | 21,1471 14,05347 Desvio | 36,31391 68,45339
13 90 21 31 35 60
14 49 17 32 129 60
15 40 36 33 55 34
) 16 44 17 e 34 44 21
© 17 47 31 = 35 24 32
18 56 21 36 25 84
Media | 54,33333 | 23,83333 Media 52 46,2
Desvio | 18,27202 | 7,859177 Desvio | 39,50696 | 23,50957
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Anexo D - Valores individuais, media e desvio padrao de cada grupo referente a ureia
em mg/dL, obtida de coleta sanguinea no momento pré-operatério e pos-operatdrio de
coelhos submetidos ao procedimento de cistoplastia experimental com implantes de
pericardio ovino preservados em glicerina (grupos Cl, C2 e C3) e tratados em
glutaraldeido a 1%, (grupos T1, T2 e T3)

Ureia- mg/dL - Momentos Pré e Pos operatorio
Animal | Ureja - Pré | Ureia-P6s Animal | Ureja - Pré | Ureia-P6s
1 24 45 19 19 34
2 17 19 20 22 25
3 14 34 21 17 24
_ 4 25 44 _ 22 34 38
° 5 19 46 = 2 19 22
6 20 37 24 19 27
Media | 19,83333 37,5 Media | 21,66667 | 28,33333
Desvio | 4,167333 | 10,25183 Desvio | 6,250333 | 6,28225
7 18 52 25 19 34
8 26 49 26 16 34
=X X
S 9 27 45 — 27 23 40
foN Q
S|~ 10 36 47 Bl o 28 21 35
R @) S )
5 11 29 38 s 29 19 39
o g
= 12 29 32 = 30 24 44
en o0
Media 27,5 43,83333 Media | 20,33333 | 37,66667
Desvio | 5,822371 | 7,467708 Desvio | 2,94392 | 4,033196
13 41 36 31 37 61
14 36 40 32 45 61
15 48 64 33 33 46
o 16 37 36 0 34 30 25
17 33 44 35 28 37
18 32 54 36 30 36
Media | 37,83333 | 45,66667 Media 3383333 | 44,33333
Desvio | 5913262 | 11,20119 Desvio | 6306082 | 14,52813
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Anexo E - Valores individuais, media e desvio padrdo de cada grupo referente a
creatinia (creat.) em mg/dL, obtida de coleta sanguinea no momento pré-operatdrio e
pos-operatorio de coelhos submetidos ao procedimento de cistoplastia experimental
com implantes de pericardio ovino preservados em glicerina (grupos C1, C2 e C3) e
tratados em glutaraldeido a 1%, (grupos T1, T2 e T3)

Creatinina- mg/dL - Momentos Pre e Pos opratorio
Animal | Creat. - Pré | Creat. -Pos Animal | Creat. - Pré | Creat. -Pos
1 0,8 1 19 0,7 1,3
2 0,9 0,6 20 0,8 1
3 0,9 0,9 21 0,8 0,9
_ 4 0,8 1,1 _ 22 0,6 1
© 5 1 11 = 2 0.8 0.9
6 0,9 1 24 0,8 1
Media | 0,883333 0,95 Media 0,75 1,016667
Desvio | 0,075277 0,187083 Desvio | 0,083666 | 0,147196
7 1,2 1,1 25 0,6 0,8
8 1,2 1,2 26 0,8 1,2
§ 9 1,5 1,3 i\; 27 0,7 1,1
.g o 10 1,4 1,3 g o 28 0,9 0,9
g 11 1,2 1,1 g 29 0,8 1,2
© 12 0,8 1,1 g 30 0,8 1,1
Media | 1,216667 1,183333 Media | 0,766667 1,05
Desvio | 0,240139 | 0,098319 Desvio 0,10328 0,164317
13 0,2 1 31 1,4 1,6
14 1,4 1,3 32 1,6 1,9
15 1,4 1,6 33 1,3 1,4
. 16 1,2 1,3 o 34 1,2 1,2
17 1,4 1,4 35 1,3 1,4
18 1,6 1,6 36 1,3 1,1
Media 1,2 1,366667 Media 1,35 1,433333
Desvio | 0,505964 | 0,225093 Desvio | (,13784 0,287518
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Anexo F - Valores individuais de hemdcias, hemoglobina, hematocrito (Ht), plaquetas e
leucocitos nos momentos pré-operatdrio e pds-operatdrio de coelhos submetidos ao
procedimento de cistoplastia experimental com implantes de pericardio ovino
preservados em glicerina (grupos Cl, C2 e C3) e tratados em glutaraldeido a 1%,
(grupos T1, T2 e T3)

animais

Avaliag@o Pré-operatdrio

Avaliagdo Pré-abate

Hemacia | Hemoglobina | HT | Plaqueta | Leucédcito | Hemacia | Hemoglobina | HT | Plaqueta | Leucdcito

(x106/ul) (z/dl) (%) | (x103/ul) | (x103/ul) | (x106/ul) (g/dl) (%) | (x103/ul) | (x103/ul)

1 534 13.3 363 | 200 55 5.05 11.9 346| 284 9.2

2 5.75 132 374 296 102 5.63 12.9 36.8 | 342 1.7

ol 3 5.33 12.5 38.8 193 6.2 6.13 12.9 378 221 7.8
4 5.95 13.7 39.0 224 9.0 5.82 13.0 37.7 301 11.3

5 5.43 11.2 33.6 | 355 11.7 5.67 11.9 350 412 16.3

6 5.80 12.9 36.8 | 527 7.4 6.82 15.5 427 5l6 11.8

7 5.48 12.9 37.0 | 280 5.9 5.89 13.5 379 132 7.6

8 5.55 12.8 364 | 222 8.8 5.64 132 36.8 106 8.9

9 5.87 13.0 38.1 141 7.9 5.39 12.7 359 | 270 8.1

@ 10 6.10 14.0 39.2 147 6.0 6.33 14.8 403 | 265 7.6
11 5.60 13.5 38.1 284 6.9 5.07 123 346 | 208 7.2

12 5.34 11.4 335 395 9.8 5.66 12.5 359 26l 6.3

13 5.39 11.6 352 299 8.1 6.00 13.5 403 | 251 7.5

14 5.80 13.4 38.7| 541 8.0 5.98 13.4 382 364 6.4

15 4.86 10.8 325| 288 5.9 5.45 123 36.1 438 8.6

e 16 5.54 123 349 | 305 72 6.49 13.7 396 | 415 5.9
17 5.87 12.8 374 255 5.4 6.34 14.5 408 | 301 8.0

18 4.24 10.0 306 | 583 7.7 5.21 11.9 352 | 224 7.7

19 5.50 11.3 36.7| 300 5.9 5.63 12.9 3.1 212 6.6

20 4.89 11.0 320 | 309 5.9 5.80 12.3 359 | 444 4.6

21 4.94 11.9 328 | 269 7.1 5.78 13.5 383 | 226 42

B 22 4.99 11.7 340 | 264 6.4 5.28 12.1 353 | 428 143
23 457 12.4 287 | 243 6.8 6.54 139 397 327 7.1

24 5.03 10.3 305 | 819 8.5 4.86 10.3 302 | 367 8.9

25 5.48 12.5 36.6 | 329 7.2 5.59 12.7 363 | 281 7.6

26 6.76 142 4.1 365 7.7 5.35 122 333 380 6.5

27 5.78 12.0 36.5| 290 6.8 5.49 111 334 342 6.5
" 28 5.62 12.0 36.1 369 75 6.05 13.4 380 | 244 6.9
29 6.13 122 37.0 168 6.1 6.04 11.9 356 | 409 9.5

30 5.58 12.6 352 | 243 9.4 5.89 13.5 379 132 7.6

31 5.93 103 317|755 10.2 6.08 117 341 550 10.1

32 537 11.4 348 | 298 53 5.79 12.4 36.6 | 362 7.1

. 33 4.61 10.2 324 152 44 5.76 117 346 | 387 7.8
34 5.10 11.1 333 | 407 5.1 493 111 326 375 6.1

35 5.12 12.4 345 395 72 4.917 115 336 326 7.2

36 5.29 11.6 344 | 339 6.4 5.87 12.9 36.8 | 374 83
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