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RESUMO

INTRODUCAO: Telas sintéticas representam, na atualidade, o pilar do tratamento da
incontinéncia urinaria e de prolapsos vaginais, sendo o polipropileno monofilamentar o material
sintético mais utilizado. Apesar de taxas de cura de até 90%, complicacdes relacionadas a
integragdo, tais como exposi¢ao ou erosdo das telas, ndo podem ser negligenciadas. O colageno,
por ser um material biologicamente compativel, pouco imunogénico e com propriedades
moduladoras do processo inflamatorio, pode ser utilizado como um importante agente cicatricial
melhorando a integragdo das telas. OBJETIVO: Avaliar, por meio de técnicas
imunohistoquimicas, o efeito do recobrimento de tela de polipropileno monofilamentar,
implantada no subcutaneo de ratas, com gel purificado de coldgeno bovino, do ponto de vista da
resposta imuno-inflamatoria, do metabolismo do coldgeno, angiogénese e citotoxicidade.
MATERIAIS E METODOS: Apés aprovagio no Comite de Etica em Experimentagdo Animal,
foram utilizadas 20 ratas fémeas da raga Wistar, tendo sido implantadas, em cada animal, de um
lado da parede abdominal, uma tela de polipropileno monofilamentar (PP) e, do outro lado, uma
tela semelhante recoberta com gel purificado de coldgeno (PPC). Os animais foram divididos em
quatro sub-grupos contendo 5 animais cada e foram eutanasiados em 7, 14, 21 e 90 dias apos o
implante. Foram utilizados reagentes especificos para avaliacdo dos aspectos de interesse: a)
Imunolégicos (Interleucina 1 — IL-1); b) Metabolismo do colageno (Metaloproteinases de Matriz
2 e 3 — MMP-2 e 3); ¢) Angiogénese (Antigeno de Superficie CD-31); d) Citotoxicidade
(Receptor do Fator de Necrose Tumoral alfa — TNF —a). A andlise das imunorreatividades foi
realizada com auxilio do software analisador de imagens AxioVision™. RESULTADOS: A
analise comparativa das variaveis entre os 4 periodos definidos (7,14, 21 e 90 dias) e entre os 2
grupos (PP e PPC) apontou diferenga significativa para: CD-31 com maior nimero de vasos no
grupo PPC, no subgrupo 14 dias (p=0.002) em relacao ao grupo PP, e diminui¢ao apds 90 dias
(p=0.002) no grupo PPC; MMP-2 com redugao na densidade média no grupo PPC (p=0.046) nos
subgrupos 21 e 90 dias em relagdo ao grupo PP ; MMP-3 com maior estabilidade ao longo do
tempo no grupo PPC, de modo que houve queda significativa da area percentual reativa no grupo
PP apos 14 e 90 dias (p=0.017), bem como reducdo da densidade média logo apds 21 dias, mas
apenas apdés 90 dias no grupo PPC (p<0.001). CONCLUSAO: O recobrimento com gel
purificado de colageno bovino determinou alteracdes significantes na resposta tecidual das ratas
as telas de polipropileno, do ponto de vista imunohistoquimico, quanto a angiogénese e atividade
das metaloproteinases na area do implante, sem influéncia significativa sobre a resposta imuno-
inflamatoria local (expressas por meio da IL-1 ¢ TNF—a).



ABSTRACT

INTRODUCTION: The use of synthetic meshes, specially the polypropylene mesh, has become
the standart treatment of urinary incontinence and vaginal prolapses. Even though presenting
high cure rates, complications related to integration issues, such as exposure or erosion of the
mesh, cannot be neglected. The collagen, well known as an important immunoinflammatory
modulator, has been speculated to be a usefull tool in the healing process and possibly improving
integration of meshes. OBJECTIVE The aim of this study is to evaluate, using
immunohistochemical techniques, the effect of the use of a new purified collagen gel covering
the monofilament polypropylene mesh implanted subcutaneously in rats, regarding immune-
inflammatory response, collagen metabolism, angiogenesis and cytotoxicity. METHODS: After
Ethics Committee on Animal Use’s approval, in 20 female Wistar rats were implanted, at one
side of abdominal wall, a monofilament polypropylene mesh (PP) and on the other side, the same
mesh covered with a new developed purified collagen gel (PPC). The animals were divided into
four sub-groups containing 5 animals each and were euthanized at 7, 14, 21 and 90 days after
implantation. The immunohistochemical assessment of the samples was done by using specific
reagents for the evaluation of points of interest: a) Immunologic (Interleukin 1 (IL-1)), b)
Collagen metabolism (Metalloproteinases 2 and 3 (MMP-2 and 3)), ¢) Angiogenesis (surface
antigen CD-31), d) Cytotoxicity (Tumor Necrosis Factor-alpha Receptor - TNF- a). The
objective analysis was performed using the image analysis software AxioVision ™. RESULTS:
Comparative analysis of variables between the four periods defined (7, 14, 21 and 90 days) and
between the 2 groups (PP and PPC) showed: higher vessel density in PPC group after 14 days
(p=0.002) and decrease after 90 days (p=0.002); decrease of MMP-2 average density in PPC
group after 21 and 90 days (p=0.046); more stability in MMP-3’s behavior in PPC group along
the periods with MMP-3 percent reactive area showing significant decrease just in PP group after
14 and 90 days (p=0.017) and also for MMP-3 average density, in which reduction was
significant after 21 days in PP group, but just after 90 days in PPC (p<0.001).CONCLUSION:
Highly purified collagen coating causes significant changes in angiogenesis and in
metalloproteinase's immunohystochemical expression in meshes implants in rats, without
significant influence on the local immuno-inflammatory response (expressed by IL-1 and TNF-

a).
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O prolapso urogenital e a incontinéncia urindria t€ém sua prevaléncia e incidéncia
elevadas com o decorrer da idade. Entre mulheres adultas, com sessenta anos ou mais, cerca de
um ter¢o possuem algum grau de prolapso urogenital (1). Da mesma forma, a incontinéncia
urinaria de esfor¢o (IUE) ¢ a forma mais comum de incontinéncia no sexo feminino, afetando até
30% das mulheres (2). Ja prevalentes na atualidade, com o aumento da expectativa de vida e
consequente envelhecimento populacional, essas afec¢des tendem a se tornar preocupagao de
saude publica, uma vez que determinam grande impacto social, economico e psicoldgico, sendo
muitas vezes incapacitante. Por outro lado, a instituicdo de um tratamento adequado e bem

sucedido pode melhorar a qualidade de vida e a auto-estima dessas mulheres (3, 4).

Diante de altas taxas de recidiva dos prolapsos com a utilizagdo das técnicas de correcao
tradicionais, exclusivamente com suturas (colporrafia anterior, Burch, colporrafia posterior,
sacroespinhosopexia), o emprego de proteses (telas sintéticas) foi sugerido, testado e ganhou
popularidade principalmente no tratamento da IUE, apresentando bons resultados e
reprodutibilidade da técnica, além de diminui¢do do tempo cirargico e de recuperagdo poOs-
operatoria, possibilitando retorno mais precoce da paciente as suas atividades habituais. As telas
sintéticas mais utilizadas na atualidade sdo as de polipropileno, do Tipo I (de Amid) -
macroporosas com poros maiores que 75um — didmetro necessario para a passagem de

macrofagos e fibroblastos, bem como a angiogénese e deposicdo de fibras colagenas (5).

Todavia, apesar das altas taxas de sucesso, o uso das telas sintéticas pode estar associado
com algumas complicagdes, tais como: a) Infec¢do. b) Formagdo de Seromas. c) Retracao
cicatricial. d) Erosdo e formagdo de fistulas (6). Tais complicacdes ndao podem ser
negligenciadas, sendo a preocupagdo ainda maior na area da cirurgia reconstrutiva pélvica, em
virtude dos potenciais efeitos adversos resultantes da interacdo da tela com a bexiga e o reto,
bem como possiveis disfungdes sexuais secundarias. Como prova disso, a agéncia norte-
americana de regulamentacao de produtos FDA (Food and Drug Administration) tem advertido
acerca das altas taxas de complicagdes do uso de telas na correc¢do dos prolapos urogenitais e

recomendado cuidados no emprego desses produtos.

A busca por um produto sintético ideal que proporcione os melhores resultados com

baixa morbidade tem sido motivo de inimeros ensaios clinicos e estudos experimentais na
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atualidade. A cobertura das telas com diversas substancias tem sido testada, procurando-se obter
maior biocompatibilidade e integracdo das prodteses, tendo-se em vista que a maioria das
complicagdes decorre de defeitos na integragcdo tecidual. Titdnio, prata, pericardio bovino,
submucosa intestinal suina (SIS) sdao alguns dos materiais ja propostos para revestimento de telas

atualmente (7-9).

O coléageno, principal proteina estrutural da matriz extracelular dos animais (10), ¢ um
importante modulador da resposta imuno-inflamatdria, e tem sido apresentado como uma
alternativa atraente de implante biologico, pelo potencial de determinar melhor integracao e
incoorporacdo da tela aos tecidos adjacentes. Entretanto, tentativas prévias de combinacdo das
telas com coldgeno basearam-se na no emprego de membranas colagenas nao porosas, resultando

em tendéncia de encapsulamento da tela e falha (11-14).

A proposta de cobertura da tela de polipropileno com um gel de coldgeno purificado,
preparado a partir de colageno do tipo I obtido de tenddes bovinos (12), produzido no
Laboratorio de Biopolimero, Organizagdo da Cromatina, Anisotropias Opticas,
Microsepectrofotometria, Analise de Imagens e Citoquimica do Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas ja foi testada em estudo prévio de nosso grupo de pesquisa,
do ponto de vista biomecanico e histoldgico, com analise do colageno por microscopia de
polarizacao, sugerindo melhora na organizagdo molecular do colageno neoformado em torno da

tela implantada e vantagens biomecanicas (15).

O presente estudo se prop0Os a avancar e aprofundar a avaliagao dos efeitos da cobertura
de tela de polipropileno com o mesmo gel, com énfase na resposta imuno-inflamatoria,
metabolismo do colageno e angiogénese ao redor da tela implantada, avaliados por técnicas de

imunohistoquimica.
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Objetivo




Objetivo Geral

Estudar o efeito da impregnacdo do gel de colageno na integracdo de telas de

polipropileno monofilamentar implantadas no tecido subcutaneo de ratas adultas.

Objetivos Especificos

1) Estudar as caracteristicas da reagao imuno-inflamatéria e da citotoxicidade induzidas por
telas de polipropileno recobertas por coldgeno implantadas no tecido subcutaneo de ratas

através da analise da expressdao imunohistoquimica dos marcados IL-1 e TNF-a.
2) Estudar as alteragdes no metabolismo do colageno neoformado de telas de polipropileno
recobertas por colageno implantadas no tecido subcutaneo de ratas através da analise da

expressao imunohistoquimica das metaloproteinases MMP-2 ¢ MMP-3.

3) Avaliar o impacto do recobrimento das telas com colageno na angiogénese, através da

analise da expressao imunohistoquimica do antigeno de superficie CD-31.
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Aspectos Gerais sobre Prolapso Urogenital e Incontinéncia Urinaria

As visceras pélvicas femininas sao sustentadas pelos musculos do assoalho pélvico, que
também atuam de forma ativa e sinérgica ao aparelho esfincteriano intrinseco da uretra durante a
micgdo. Sao constituidos por agrupamentos musculares identificados como diafragma pélvico e
urogenital. O enfraquecimento, distensdo e/ou o rompimento das estruturas que compdem o
diafragma pélvico levam aos prolapsos urogenitais, os quais estdo associados a diminuig¢ao dos
niveis de estrogeno, ao aumento da idade, a partos traumaticos, ao esfor¢o abdominal repetitivo,

entre outros fatores (16).

O prolapso urogenital e a incontinéncia urindria t€ém sua prevaléncia e incidéncia
elevadas com o decorrer da idade. Entre mulheres adultas, relativamente saudaveis, com sessenta
anos ou mais, cerca de um terco possuem algum grau de prolapso urogenital (1). Da mesma
forma, a IUE ¢ a forma mais comum de incontinéncia no sexo feminino, afetando até 30% das
mulheres. Cerca de 10% delas apresentam perdas urindrias semanais € uma em cada 1000

mulheres acabardo necessitando de tratamento cirurgico (2).

IUE e os prolapsos vaginais representam afeccdes de grande impacto social, econdmico e
psicoldgico, sendo muitas vezes incapacitantes. Por outro lado, a instituicdo de um tratamento

adequado e bem sucedido pode melhorar a qualidade de vida e a auto-estima dessas mulheres

(3,4).

Uso de telas na cirurgia pélvica reconstrutiva

Diversos tratamentos cirurgicos baseados em técnicas de corre¢do exclusivamente com
suturas ja foram utilizados com o intuito de corrigir os prolapsos urogenitais, mas a eficacia nao
tem sido satisfatoria em seguimento prolongado (17). Estudos indicam que tais técnicas
apresentam altas taxas de recorréncia e muitas vezes nao solucionam os sintomas apresentados,

como a incontinéncia e a dispareunia. Segundo dados, ha recidiva do prolapso anterior de cerca
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de 60% ap0s colporrafia anterior e de 20% ap6s colposuspensdo de Burch (18). A correcdo sitio
especifica também apresentou complicagdes como obstru¢do ureteral bilateral, hematoma
retropubico, abscessos vaginais, entre outros (19). A sacroespinhosopexia pode apresentar taxas
de recorréncia e complicagdes significativas, assim como a abordagem transanal da retocele, que
pode acarretar incontinéncia de gases e fezes, dor anal, estreitamento retal e fistulas retovaginais
(20, 21). Da mesma forma, a colporrafia posterior se associa a taxas de recorréncia de 18% a

24% apds um ano do procedimento (22).

Fundamentada pela Teoria Integral, Petros e Ulmsten, em 1996, propuseram a colocacao
de um dispositivo suburetral, na topografia da uretra média, objetivando a estabilizacao da uretra
durante o esforco. Esse procedimento ficou conhecido como TVT (Tension-free vaginal Tape) e
tornou-se mundialmente reconhecido (23, 24). Bons resultados e reprodutibilidade da técnica a
tornaram padrdo-ouro para o tratamento da IUE. A experiéncia com os slings sintéticos
impulsionou o desenvolvimento de proteses sintéticas para correcdo dos prolapsos vaginais.
Ademais, o emprego de proteses (telas) permitiria maior padronizacdo dos procedimentos e
diminui¢do do tempo cirargico e de recuperagdo pos-operatoria, possibilitando retorno mais

precoce da paciente as suas atividades habituais.

Dessa forma, uma grande variedade de biomateriais passou a ser proposta para emprego
na reconstru¢ao do assoalho pélvico. As proteses sintéticas mais utilizadas atualmente sdo as de
polipropileno. O advento do uso de telas sintéticas expandiu as opg¢des para tratamento dos
prolapsos dos d6rgaos pélvicos, sendo desafiadora a escolha do material mais adequado. As telas
sintéticas mais utilizadas no momento sdo as Tipo I (de Amid) - telas macroporosas com poros
maiores que 75um — diametro necessario para a passagem de macrdéfagos e fibroblastos, bem

como a angiogénese e deposicao de fibras colagenas (5).

Complicacoes associadas ao uso de telas sintéticas
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Apesar das altas taxas de sucesso, o emprego das telas sintéticas pode estar associado
com algumas complicagdes, tendo sido as mais comuns listadas por Cervigni (6): a) Infecgao.
Taxas de infeccdo variam de 9,6% a 50% nas telas dos tipos II e III e sdo raras nas telas do tipo I.
b) Formagdo de Seromas. Gerados pela reagdo inflamatéria local e pelo espago morto deixado
entre os tecidos e a tela. Telas dos tipos I e III permitem a rapida penetracdo da matriz
extracelular em seus macroporos, minimizando esse risco. Telas do tipo II tém risco de formacao
de seromas que varia de 9,6% a 14,3%. c) Retragdo cicatricial. Apds a formacao da cicatriz, pode
ocorrer retracdo da tela em até 20%. Tal reacdo pode ser desejada ou inconveniente, quando
causa efeitos compressivos ou obstrutivos. d) Erosdo e formacao de fistulas. Uma perigosa
reagdo as telas € a erosdo de 6rgaos ocos contiguos (principalmente bexiga, intestino e vagina).
Tal complicagdo ja foi relatada entre seis semanas e seis anos apos a cirurgia. Na literatura sao
descritas taxas de erosdo da tela variando entre 2,8% e 20%. Estudos prévios sobre a integracao
das telas sintéticas no reparo de prolapsos genitais permitiram determinar que fatores locais,
como trofismo tecidual, infeccao e a técnica cirurgica, estdo diretamente relacionados as taxas de
extrusdo (25). Além disso, a integragao tecidual esta relacionada as caracteristicas das telas como

0 peso, a estrutura e a porosidade das mesmas (26, 27).

Biocompatibilidade e a integracao das telas

Muitas das complicagdes associadas ao uso de telas sintéticas parecem estar associadas a
defeitos de integracdo, com presenca de resposta inflamatoria intensa ou prolongada ou ainda

deposicao inadequada de colageno neoformado (7).

Nesse contexto, cresce a importancia da compreensao do termo biocompatibilidade, que
basicamente consiste na reagdo de corpo estranho desencadeada no hospedeiro pelo implante da
tela. Trata-se de um processo dinamico influenciado por diversas varidveis relacionadas as
caracteristicas e propriedades do material implantado. Foram observadas, por exemplo,

diferencas clinicas significativas entre as telas de polipropileno monofilamentar e

25



multifilamentar (28). Considera-se que tais diferencas podem determinar alteracdes na sua

biocompatibilidade e, conseqiientemente, na tendéncia a infeccao, erosao e extrusao vaginal (29).

Recentemente, inimeras estratégias t€ém sido desenvolvidas e estudadas procurando a
obtencdo de um biomaterial que desempenhe seu papel de sustentacdo e, simultaneamente,
favoreca a integracao tecidual. Tais estratégias incluem: modificacdo ou adi¢do de determinado
polimero; alteragdes do peso estrutura filamentar ou tamanho dos poros. Existe um crescente
empenho na pesquisa de proteses com a menor quantidade de material sintético possivel, sem

que haja comprometimento da sua capacidade de sustentagdo das visceras pélvicas (7).

A utilizagdo de agentes como revestimento ou cobertura de proteses fundamenta-se na
habilidade desses em mascarar a superficie do material recoberto mediante a criagdo de uma
interface hifrofilica com propriedades favoraveis a biocompatibilidade. Dessa forma, postula-se
que tais revestimentos exer¢am uma modulagcdo, de maneira benéfica, nas interagdes teciduais
tela/hospedeiro. (30, 31). Diversos agentes tem sido estudados, sejam naturais ou polimeros

sintéticos (32), com resultados conflitantes at¢ o momento.

Colageno e a integracao das telas

O colageno ¢ a principal proteina estrutural da matriz extracelular dos animais,
representando uma alternativa atraente de implante biologico (11). Sob a microscopia optica, a
por¢ao colagénica da matriz extracelular ¢ formada por numerosos feixes de filamentos,
denominados fibrilas. As fibrilas de colageno sdo constituidas por moléculas de tropocolageno,
agregadas segundo um arranjo supramolecular helicoidal caracteristico (33). As moléculas de
tropocolageno sao constituidas por trés cadeias polipeptidicas, entre as quais ocorrem ligacdes
cruzadas intermoleculares de natureza covalente, responsaveis pela estabilidade bioquimica da
molécula (34). Diferencas entre as cadeias polipeptidicas caracterizam pelo menos cinco
moléculas de colageno identificadas, que sdo classificadas de I a V, de acordo com as cadeias

que as compdem (33). As ligagcdes intermoleculares concentram-se nas extremidades nao-
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helicoidais das moléculas de tropocolageno, também denominadas, de acordo com sua

composi¢ao bioquimica, de regides telopeptidicas ou por¢des carboxi e amino terminais (35).

Nas diferentes espécies de mamiferos ocorreram, durante a evolucao, algumas variagdes
na quantidade e na seqiiéncia dos aminoacidos da cadeia polipeptidica do coldgeno. No entanto,
a composicao essencial e o arranjo supramolecular caracteristico desta proteina fibrosa foram
preservados, contribuindo para o baixo potencial imunogénico e permitindo sua utilizacdo como

xenoenxerto (36).

Os primeiros estudos sobre a antigenicidade do coldgeno foram conduzidos por Davison
et al (37). Os principais determinantes antigénicos tipo-especificos e espécie-especificos do
colageno localizam-se nas porgdes telopeptidicas amino terminal e carboxi terminal da proteina,
em especial na cadeia alfa 2 (38). A remocao seletiva destas regides através da solubilizacao em
pepsina, apesar de reduzir o potencial antigénico de forma significativa, resulta na diminui¢ao da
estabilidade molecular, uma vez que as ligagcdes intermoleculares naturais concentram-se nestas
regioes (10). Assim, a introducdo artificial de ligagdes intermoleculares tem a finalidade de
prolongar a sobrevida do enxerto, diminuindo a resposta imune celular do hospedeiro (36). O
glutaraldeido representa, at¢ o momento, a substancia mais utilizada com esta finalidade (39).
Através de processos quimicos, enzimaticos ou mesmo com irradiacdo UV (ultravioleta), o
colageno pode ser adicionado a um polimero de modo a melhorar suas caracteristicas mecanicas

(40).

O colageno tipo I tem sido proposto como possivel candidato ao recobrimento de telas de
polipropileno devido as suas caracteristicas bioldgicas inicas com excelente biocompatibilidade
e baixa imunogenicidade (7). O uso de colageno derivado de tenddo bovino ja tem sido utilizado
no tratamento de diversas doencas como lesdes ortopédicas e axonais, entre outras (8, 41, 42).
Entretanto, seu emprego no tratamento cirurgico dos prolapsos vaginais nao se encontra ainda
estabelecido, pois tentativas anteriores para combinar malhas e coldgeno foram baseadas no
recobrimento com membranas coldgenas ndo porosas, que resultaram na encapsulacdo da tela e

falha do procedimento (12-14).
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Aspectos imunohistoquimicos da reacio inflamatoria e do metabolismo do coliageno

O estudo imunohistoquimico compreende o processo de identificar antigenos nos tecidos
com anticorpos, através de sec¢dao corada. Esta técnica utiliza a especificidade de ligacao dos
anticorpos para se ligarem a sequéncias Unicas de aminoacidos nas proteinas. Seu principio
basico consiste na marcacdo do anticorpo de deteccdo com uma substidncia fluorescente,
elemento radioativo, ouro coloidal ou enzima. Neste Gltimo caso, as amostras sdo incubadas com
substratos enzimdticos, produzindo um produto que sofre precipitacdo direta no corte
histoldgico, gerando uma coloragdo castanha ou vermelha, que reflete a distribui¢do do antigeno

alvo no tecido/célula analisado (43).

Apesar de ser um método relativamente simples, a imunohistoquimica tem certas
particularidades e seu resultado ¢ influenciado por diversos fatores, como a fixagao do espécime,
a escolha dos anticorpos a serem analisados em cada caso, as reagdes propriamente ditas, e, por

fim, a interpretacao das laminas (44).

A imunohistoquimica tem aplicagdo pratica na deteccdo de doencas infecciosas (virais,
bacterianas, fungicas e parasitarias), na classificagdao histogenética e de diferenciacao de células
neoplasicas, na pesquisa de biomarcadores em neoplasias, assim como na pesquisa de enzimas
particulares de determinados 6rgdos em metdstases neoplasicas de origem desconhecida, bem
como em diversos campos de pesquisa clinica, por exemplo, no estudo dos processos imuno-

inflamatoérios e do metabolismo do colageno (45).

Acerca do metabolismo do coldgeno, as metaloproteinases da matriz extracelular (MMP)
sao parte de uma grande familia de enzimas essenciais no processo de reparo tecidual e
cicatrizagdo (46). Assim, no processo fisiologico de cicatrizacdo de feridas, as MMPs sao
produzidas por células inflamatorias ativadas (neutrofilos e macrdéfagos), bem como células
epiteliais, fibroblastos e células endoteliais. Essas enzimas participam do processo de
desbridamento da matriz extracelular desvitalizada, angiogénese, reepitelizagdo, contragdo da

ferida e remodelamento cicatricial (47). Entretanto, ha indicios clinicos de que niveis
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cronicamente elevados de MMPs podem atrapalhar o processo cicatricial, sendo que tratamentos
visando a diminui¢do da atividade das MMPs podem ser uteis no processo de finalizacdo da
cicatrizagdo de feridas (48). Dessa forma, pode-se despreender que a atividade das MMPs pode
ser util ou deletéria, a depender se sua expressao, duracdo e do local onde sua atividade seja

verificada (49).
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Material e Metodos
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Amostra e Materiais

Foram utilizadas ratas fémeas da raga Wistar pesando entre 150g e 200g, e com idade de
8 semanas. As ratas foram fornecidas pela Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, e
permaneceram no biotério desta institui¢ao, alojadas em gaiolas contendo cinco animais cada,
sob condi¢des ideais de temperatura, umidade e luz, sendo alimentadas com racao ad libitum e
agua. Os animais foram observados por trinta (30) dias, anteriormente ao inicio do estudo, a fim

de excluir doencas proprias desta espécie.

Foram selecionadas 20 ratas adultas, nas quais foram implantadas, de um lado da sua
parede abdominal, na interface entre a hipoderme e a fascia anterior da musculatura abdominal,
uma tela de polipropileno monofilamentar medindo 10 x 20 mm (grupo P) e, do outro lado uma
tela semelhante recoberta com gel de colageno (grupo PPC) (Figura 1). As telas foram

implantadas de maneira aleatéria (por sorteio) e nenhuma forma de fixagao foi utilizada.

As telas utilizadas foram cedidas pela empresa Promedon (Argentina), consitindo em tela
de polipropileno, com as mesmas caracteristicas das presentes nos kits comercializados no nosso

meio NAZCA TC™ e Calistar A™.

O gel de colageno utilizado para o recobrimento das telas foi o gel purificado de colageno
tipo I, produzido no Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas pelo Prof. Dr.
Benedicto de Campos Vidal (12) proveniente de tenddo bovino. Sua obtencdo baseou-se no
principio da auto-agregacdo espontanea das macromoléculas, que garante uma organizagao
supramolecular caracteristica quando fragmentos da molécula original sdo submetidos a

determinadas condigdes fisico-quimicas.

Inicialmente, o preparado de coldgeno foi submetido a rigoroso processo de purificacao,
de desenvovimento proprio, para eliminar as por¢des imunogénicas telopeptidicas (50, 51). O
processo de solubilizacdo consistiu na refrigeracdo, por periodo de 24 horas, dos tenddes
dissecados imersos em solucdo aquosa, contendo 0,01% de acido cloridrico e 1 mg de pepsina

por grama de tecido. O colageno obtido foi entdo reconstituido pela adigao de solucao de cloreto
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de sodio (NaCl 0,9 %) até a concentracdo final de 5 %. A seguir, esta solu¢do foi estabilizada
através de dialise prolongada em 4gua destilada, por periodo de cinco a sete dias. Esse
procedimento objetivou a obtencdo de um gel de colageno com caracteristicas reologicas,
visando facilitar sua adesdo aos tecidos circunvizinhos da tela implantada na parede abdominal

de ratas adultas.

A esterilizagdo do colageno foi realizada através do método de irradiagdo com raios gama

na dose de 2,5 Mrads, com o objetivo de preservar a estabilidade estrutural das moléculas (36).

Figura 1. A. Visao macroscopica (Sony DSC W 70, lentes 2,8-5.2 ): a esquerda a tela de
polipropileno revestida com colageno purificado bovino e, a direita, a tela de polipropileno
monofilamentar. Al e AIL. Microscopia 6ptica, 4 X 0,65 - “Primo Star” (Carl Zeiss)- Al: tela de

polipropileno revestida; All: tela de polipropileno - Foto gentilmente cedida por Siniscalchi et al

(15).
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Etapas experimentais

a. Terminado o prazo de observacgdo, as ratas foram levadas para o laboratorio do Nucleo de
Medicina e Cirurgia Experimental da UNICAMP.

b. As ratas foram submetidas a procedimentos pré-operatdrios com restricdo alimentar a so6lidos
por 4 horas antes da cirurgia.

c. Anestesia com 1,5 ml de Hypnol 30%, administrado através de puncdo da veia caudal com
butterfly 23 Gauges. Manutencao do nivel anestésico com administracdo complementar de
0,5 a 1,0 ml, de acordo com a necessidade.

d. Imobilizagdo das ratas em decubito dorsal horizontal, seguida por tricotomia e antissepsia do
abdome com solugdo alcodlica de polivinilpirrolidona-iodo (10%) e colocacdo de um campo
estéril delimitando a érea cirtrgica.

e. As ratas, ja anestesiadas, foram submetidas ao ato cirurgico que consistiu em: realiza¢ao de
incisdo transversa na regido inferior do abddémen, até atingir o subcutaneo, que foi, entao,
divulsionado para o implante das telas sobre a fascia da musculatura abdominal, na sua
regido mediana, de forma padronizada em todos os animais (Figura 2A). Ap6s o implante das
telas de polipropileno, a pele foi suturada, tomando-se o cuidado de evitar que a tela ficasse
em contato direto com a sutura da pele.

f. Apdés o procedimento cirtrgico, apos recuperacao anetesica, as ratas foram levadas ao
biotério da instituigdo, em suas gaiolas, onde permaneceram sob condicdes ideais
(temperatura, umidade, luz, alimentagdo, at¢ o momento do sacrificio. A analgesia pds-
operatoria, quando necessaria, foi realizada com solugdo de dipirona intramuscular, na dose

de 15 mg/kg por dose.

Coleta dos Espécimes

Apo6s decorrido o periodo de observacao foi realizada, com dose letal de anestésico,

eutanasia dos animais, os quais foram divididos em quatro subgrupos:
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Subgrupo 1: 5 ratas eutanaziadas 7 dias apds o implante das telas;

Subgrupo 2: 5 ratas eutanaziadas 14 dias apds o implante das telas;
Subgrupo 3: 5 ratas eutanaziadas 21 dias apds o implante das telas;
Subgrupo 4: 5 ratas eutanaziadas 90 dias apos o implante das telas.

A retirada em bloco da parede abdominal foi realizada de forma asséptica, € de maneira a
preservar as relacdoes anatoOmicas entre epiderme, derme, tecido subcutdneo, musculatura
abdominal e peritonio (Figura 2B). Em seguida, as amostras de tecido tiveram suas extremidades
presas, com alfinetes, em placas de material rigido, de forma a impedir retracdes e dobras
durante a fixacdo e desidratacdo do material, o que poderia dificultar a analise

anatomopatoldgica adequada.

A fixagdo tecidual foi realizada depositando-se as amostras em recipiente contendo
formaldeido 10%, no qual permaneceram por 24 horas. Apds esse periodo, as pegas foram
transferidas para solucdo de alcool a 70%. A seguir, as regides com os implantes foram
identificadas e separadas, de forma a se obter retangulos de 10 mm por 10 mm. Cada fragmento
quadrangular foi, entdo, cortado em retdngulos menores, de 10 mm por 2 mm. Estes fragmentos
menores foram depositados em caixetas plasticas apropriadas para a inclusdo em parafina. Cada
caixeta foi identificada com um numero de 1 a 5, com a especificagdao do tipo de material (grupo

tela sem gel e com gel) e do tempo de eutanasia (7, 14, 21 e 90 dias).

ApoOs essa etapa, foram confeccionadas laminas com 5 um de espessura, no micrétomo
Hyrax M60 (Zeiss, Munique, Alemanha). Os blocos e laminas foram confeccionados pelo
Laboratorio de Patologia Experimental do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental da

Universidade Estadual de Campinas.
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Figura 2. Etapa Experimental. A. Implante padronizado das telas, a cada lado da parede
abdominal, separados pela linha alba entre a hipoderme e a fascia anterior da musculatura
abdominal. B. No momento da eutanasia, retirada em bloco da parede abdominal preservando as
relagdes anatdmicas entre epiderme, derme, tecido subcutaneo, musculatura abdominal e

peritonio. Foto gentilmente cedida por Siniscalchi et al (15).

Preparo das laminas e Aplicacdo de Marcadores para Avaliacio Imunohistoquimica
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As laminas foram devidamente silanizadas no Laboratorio de Patologia Experimental do

Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental da Universidade Estadual de Campinas.

A recuperagdo antigénica foi realizada por incubagdo dos cortes em tampao citrato (pH
6.0) a 100°C em microondas ou tratamento com proteinase K, dependendo das caracteristicas de

cada anticorpo.

O bloqueio das peroxidases endodgenas foi obtido com H»O; (0,3% em metanol) com
posterior incubacdo em solugdo bloqueadora com albumina de soro bovino (BSA) 3%, em

tampao TBS-T por 1 hora em temperatura ambiente.

Posteriormente, os antigenos MMP-2, MMP-3, CD31, TNF-a e IL-1 foram localizados
através dos anticorpos: policlonal rabbit ab37150 (ABCAM, EUA) para MMP-2, policlonal
rabbit ab53015 (ABCAM, EUA) para MMP-3, monoclonal mouse MAB1393 (MILLIPORE,
EUA) para CD-31, policlonal rabbit ab19139 (ABCAM, EUA) para TNF-a e policlonal rabbit
sc-7884 (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para IL-1 diluidos (1:150; 1:200; 1:100; 1:200;

1:200, 1:250, respectivamente) em BSA 1% e armazenados overnight a 4 °C.

Analise Histologica e Aquisicao das Imagens

A avaliagdo histologica foi realizada de microscopio Zeiss Primo Star ™ (Carl Zeiss
Microscopy, Jena, Germany), sendo avaliado por um Unico pesquisador, de maneira “cega”, ou
seja, sem saber qual grupo ou periodo estava sendo avaliado. Todos os campos da ldmina eram
visualizados com magnificagdo de 10x, sendo selecionadas as trés areas com maior intensidade
de marcacao para registro de imagem com aumento de 20x (Figura 3). A aquisi¢do das imagens

foi realizada utilizando cAmera Zeiss AxioCam ICC 1™,
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Figura 3. Avaliagao Histologica das laminas em aumento de 5x, 10x e 20x. A aquisi¢ao das

imagens foi realizada utilizando cimera Zeiss AxioCam ICC 1™. No aumento de 5x,
delimitagcdo da hipoderme (linha negra), tecido reacional peri implante da tela (linha vermelha) e
tecido muscular (linha verde). As areas circulares brancas destacadas com triangulo azul

representam a imagem negativa da tela implantada.

Analise das Imunorreatividades

As andlises quantitativas das imunorreatividades foi realizada através do Software
AxioVision Microscope V 4.8.0.0 (Karl Zeiss-Germany). Este programa de analise de imagens
permite a avaliagdo de maneira objetiva e sistematizada, sendo que para cada marcador (exceto
CD-31), foram avaliados, individualmente em cada uma das fotos, 2 quesitos: (a) a area
percentual de marcagao; (b) a densidade média de marcacgao. (figuras 2b). Enquanto o valor da
area representa a extensdo da imunorreatividade, a densidade média define a intensidade da
marcacdo. O Software AxioVision Microscope V 4.8.0.0 (Karl Zeiss-Germany) disponibiliza
recursos para delimitagdo e realce das areas coradas pelas técnicas de imunohistoquimica e
fonece automaticamente os valores desejados da area percentual e da densidade média de
marcacao. (figura 5). Os valores finais de cada quesito em cada lamina avaliada consistiram na
média dos valores registrados para cada uma das trés areas fotogradas. Para andlise da
reatividade ao CD-31 foi realizada a contagem do nimero de vasos visibilizados no campo de

analise (figura 4).
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Figura 4. Analise da expressao do CD-31 para estudo da angiogénese na area ao redor da tela
implantada, A- Imagem adquirida com camera Zeiss AxioCam ICC 1 ™ com magnificacdo de
20x.com identificagdo dos vasos sanguineos corados em marrom. B. Ampliacao da imagem,
sendo evidenciado em azul, destaque para a contagem de vasos, recurso disponivel no Software

analisador de imagens utilizado AxioVision Microscope V 4.8.0.0 (Karl Zeiss-Germany).

Figura 5 . Andlise das Imunorreatividades. A. Imagen adquirida com camera Zeiss AxioCam
ICC 1 ™ com magnificacio de 20x, demonstrando, como exemplom a analise da expressdo da
IL-1, corada em marrom. B. Representa um recurso especial do Software analisador de imagens
AxioVision Microscope V 4.8.0.0 Software (Karl Zeiss-Germany), que destaca as areas coradas
e a partir desta marcagdo executa automaticamente o calculo da area percentual e densidade

média da marcagao.
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Analise Estatistica

Para comparagdo das medidas entre peridos e grupos foi utilizada a analise de variancia
para medidas repetidas (ANOVA for repeated measures), seguida do teste de comparagdo
multipla de Tukey para comparar os quatro periodos, ¢ o teste de perfil por contrastes para
comparar as variaveis entre os dois grupos em cada dia. As variaveis foram transformadas em
postos (ranks) devido a auséncia de distribuigdo Normal. O nivel de significancia adotado foi de
5% (P<0.05). Foi utilizado o programa computacional The SAS System for Windows (Statistical
Analysis System), versao 9.1.3. SAS Institute Inc, 2002-2003, Cary, NC, USA.
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Resultados

40



A analise comparativa entre os dois grupos de estudo (PP e PPC) e os subgrupos (7, 14,

21 e 90 dias) apresentou os seguintes resultados (Figuras 6-8; Tabelas 1-3; Graficos 1-4).

Angiogénese. Houve maior concentragdo de vasos sanguineos no grupo PPC, em comparagio
com PP, apds 14 dias do implante (p=0.002) (Figura 6), com diminuicao significativa apos 90

dias (p=0.002) no grupo PPC (Grafico 1).

Figura 6. Analise da expressao do CD-31 apos 14 dias, sendo observada maior concentracao de

vasos sanguineos no grupo PPC (B), em comparagdo com o grupo PP (A). Imagens adquiridas

com camera Zeiss AxioCam ICC 1™

com magnificacdo de 20x. As areas brancas ciruculares
centrais marcadas com (x) negro € cinza representam a imagem negativa da tela implantada,
respectivamente, PP e PPC. Os vasos sanguineos sdo as estruturas circulares identificadas pela
coloragdo marrom, destacado com (x) azul. PP: Polipropileno/ PPC: Polipropileno + gel de

colageno.
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Metabolismo do colageno. A densidade média do MMP-2 no grupo PPC foi significativamente
menor que no PP apods 21 dias e 90 dias (p=0.046) (Figura 7; Grafico 2). J&4 o MMP-3 manteve-
se mais estavel no grupo PPC ao longo do tempo, sendo que a area percentual imunorreativa
decresceu, de forma significante, apenas no grupo PP apos 14 e 90 dias (p=0.017), e a densidade
média atenuou-se apos 21 dias neste grupo, mas apenas apos 90 dias no grupo PPC (p<0.001)

(Figura 8; Graficos 3 e 4).

Area 6,66
ensity 69,75

Figura 7. Analise da expressdo imunorreativa do MMP-2 apos 21 dias com marcagdo (tom
marrom) mais intensa no grupo PP (A) que no grupo PPC (B). Imagens adquiridas com camera
Zeiss AxioCam ICC 1™ com magnificagdo de 20x. As areas brancas circulares representam a
imagem negativa da tela implantada, destacadas com (x) negro e azul, respectivamente para PP e

PPC. AI e BI. Recurso especial do Software analisador de imagens AxioVision Microscope V
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4.8.0.0 Software (Karl Zeiss-Germany), que destaca as areas coradas e, a partir desta marcagao,
executa a o célculo da area percentual e densidade média da marcagdo. PP: Polipropileno/ PPC:

Polipropileno + gel de colageno.

Figura 8. Analise da expressao imunorreativa do MMP-3 (tom marrom), com diminui¢do da
expressdo no grupo PP ao longo do tempo: 7 dias (A); 14 dias (B); 90 dias (C). Imagens

1 ™ com magnificagdo de 20x. As 4reas brancas

adquiridas com camera Zeiss AxioCam ICC
circulares representam a imagem negativa da tela implantada, destacadas com (x) negro. Al, BI

e CI. Recurso especial do Software analisador de imagens AxioVision Microscope V 4.8.0.0
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Software (Karl Zeiss-Germany), que destaca as areas coradas e, a partir desta marcacao, executa
a o calculo da area percentual e densidade média da marcagcdo. PP: Polipropileno/ PPC:

Polipropileno + gel de colageno.

Resposta imunoldgica (IL-1). Nao houve diferenca significativa entre os grupos, no que se

refere a densidade média (p=0.313) e area percentual reativa (p=0.635).

Citotoxicidade (TNF-a). Nao houve diferenca significativa entre os grupos, seja na densidade

média (p=0.726) ou na area percentual reativa (p=0.866).

Vale ressaltar que ndo foram observadas nos animais da amostra, em ambos 0s grupos,
quaisquer complicagdes infecciosas ou mesmo areas de exposi¢do ou extrusao da tela durante o

periodo de avaliagao. Nao houve obitos.
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Tabela 1. Avaliacio Imunohistoquimica da Angiogénese (CD-31) — Média do niimero de

vasos sanguineos por campo

7 14 21 90
PP 25.82 14.44 15.58 7.30
PPC 29.90 29.88 23.24 8.64

PP: grupo com inser¢do da tela de polipropileno
PPC: grupo com implante de tela de polipropileno revestida com gel purificado de colageno

CD-31: Antigeno de superficie CD-31
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Tabela 2. Expressoes de IL-1, TFN-0, MMP2, MMP-3 (Area - um’ e Densidade Médias)

7 14 21 920
IL-1 Area Dens Area Dens Area Dens Area Dens
PP 41.28 82.76 29.28 79.54 27.42 78.58 17.75 72.87
PPC 32.45 81.28 21.72 79.80 36.47 79.54 22.11 76.77
TFN-o Area Dens Area Dens Area Dens Area Dens
PP 6.43 59.03 4.30 58.15 4.22 76.94 5.82 68.43
PPC 7.03 65.97 5.05 53.33 3.83 58.75 8.61 66.43
MMP-2 Area Dens Area Dens Area Dens Area Dens
PP 10.40  75.59 7.46 76.16 9.57 80.82 9.64 85.86
PPC 11.14 8091 11.79 74.61 6.66 69.75 8.64 74.72
MMP-3 Area Dens Area Dens Area Dens Area Dens
PP 17.42  81.26 6.78 80.60 8.28 71.99 6.14 71.68
PPC 7.54 84.45 7.00 79.13 11.18 73.10 5.49 66.37

Dens: Densidade média de marcagédo

Area: area percentual média de marcagdo

PP: grupo com insercdo da tela de polipropileno

PPC: grupo com implante de tela de polipropileno revestida com gel purificado de colageno
IL-1: Interleucina -1

MMP-2: Metaloproteinase - 2

MMP-3: Metaloproteinase - 3

TNF-a: fator de necrose tumoral — alpha
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Tabela 3. Resultados das ANOVA para medidas repetidas para
comparacio das variaveis entre periodos (7, 14, 21 e 90 dias) e grupos (PP

e PPC) *

Variavel Comparacio Comparacao
entre periodos (p) entre grupos (p)

CD-31 (vasos) 0.002 (a) 0.002 (b)
IL-1 area 0.762 0.866
IL-1 densidade 0.245 0.726
MMP-2 area 0.947 0.807
MMP-2 densidade 0.496 0.046 (c)
MMP-3 area 0.017 (d) 0.310
MMP-3 densidade p<0.001 (e) 0.779
TNF-a area 0.280 0.635
TNF-a densidade 0.155 0.313

(a) 7#£90, 14#£90, 21#90 no grupo PPC / Poder do teste: 95%

(b) PP#£PPC, dia 14/ Poder do teste: 95%

(c) PP£PPC, dias 21 e 90/ Poder do teste: 53%

(d) 7#14, 7#90 no grupo PP/ Poder do teste: 79%

(e) 7#£21, 7#90, 14#21, 14#90 no grupo PP; 7#90, 14#90 no grupo PPC /
poder do teste: 99%

Densidade: Densidade média de marcagao

Area: 4rea percentual média de marcagdo

PP: grupo com inser¢ao da tela de polipropileno

PPC: grupo com implante de tela de polipropileno revestida com gel purificado
de colageno

IL-1: Interleucina - 1

MMP-2: Metaloproteinase - 2

MMP-3: Metaloproteinase - 3

TNF-a: fator de necrose tumoral - alpha

* Variaveis transformadas em postos (ranks) para os testes devido a auséncia
de distribui¢ao Normal.
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Representaciao Grafica dos Resultados Significativos
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Graficos: 1. CD-31 (angiogénese) — demonstrando diferenca significativa no nimero de vasos
entre PP e PPC aos 14 dias. 2. MMP-2 — diferenca significativa na densidade média de marcacao
entre PP ¢ PPC aos 21 e 90 dias. 3. MMP-3 — diferenca significativa na area percentual de
marcacao no grupo PP ao longo do tempo (entre 7 ou 14 x 90 dias). 4. MMP-3 — diferenca
significativa na densidade média de marcagdo em ambos os grupos ao longo do tempo. PP:

Polipropileno/ PPC: Polipropileno + gel de colageno.
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Discussdo

49



A maioria dos eventos adversos relacionados aos implantes de telas nas cirurgias
uroginecoldgicas deve-se a resposta inflamatdria intensa ou prolongada ou ainda a inadequada
deposicao de colageno em torno do implante. Nesse sentido, tém sido buscadas estratégias que
possibilitem a modulagdo da resposta inflamatoéria aguda e crénica, bem como da reagdo
fibroblastica reacional ao material implantado. O colageno €, sem davida, um possivel candidato
para exercer tal papel. Como ja demonstrado em estudos experimentais anteriores, a adi¢ao de
colageno a tela de polipropileno pode minimizar complicagdes, por meio da atenuagdao da
inflamacdo circunjacente ao material e reducdo da tendéncia de encapsulamento da protese (8,
9). A justificativa do uso do colageno como biomaterial baseia-se nas suas propriedades
biologicas, particularmente na sua grande biocompatibilidade e baixa imunogenicidade (7).
Prova disso ¢ que, mesmo quando o colageno empregado ¢ originado de outra espécie
(xenogénico), seu emprego em humanos € seguro, sem resposta imunologica importante (52).
Além disso, o colageno ¢ facilmente disponivel, uma vez que ¢ a principal proteina dos
mamiferos, podendo ser extraido por eficientes métodos laboratorias (52) e complexado a
determinado polimero através de inimeras técnicas quimicas, enzimaticas ou radioativas
(irradicagdo UV) ja descritas (40).

O colageno utilizado em nosso estudo foi originalmente desenvolvido na UNICAMP
(Registro no Instituto Nacional de Propriedade Intelectual 018100044206), sendo os grandes
diferenciais de sua formulagdo a didlise prolongada e o tratamento enzimatico empregados. A
aquisicdo do gel de colageno foi baseada no principio da auto-agregacao espontianea das
macromoléculas, segundo o qual algumas moléculas, entre as quais o coldgeno, podem se
organizar no nivel supramolecular quando fragmentos de moléculas originais sao submetidos a

determinadas condi¢des fisico-quimicas. Em 1995, Vidal (12) foi pioneiro em descrever a
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obten¢do de moléculas com arranjo supramolecular semelhante ao coldgeno de tenddo por meio
de dialise prolongada com agua destilada. Nesse processo, moléculas de d4gua formam pontes de
hidrogénio com moléculas de colageno, que facilitam o movimento fibrilar e a reorganizagao da
estrutura helicoidal semelhante a estrutura fibrilar tendinea. O autor descreveu ainda que a dialise
abreviada resulta em feixes de fibras de didmetro e orientagdo irregulares, sendo a elasticidade
diretamente proporcional ao tempo de duragdo da didlise, atingindo seu pico em 5 a 7 dias. Além
disso, verificou que a viscosidade diminui na propor¢ao inversa ao periodo de didlise. Dessa
forma, podemos considerar que a baixa viscosidade permite a manutencao da estrutura fibrilar
ordenada e a elevada elasticidade do material contribui para impedir sua fragmentagdao e

migracao a distancia, além de propiciar o preenchimento uniforme da tela a ser recoberta.

A matriz de colageno oriundo de tendao bovino ja tem algumas aplicagcdes médicas
definidas, como na ortopedia e na neurologia (lesdes axonais), € mesmo na area da urologia
feminina. De qualquer forma, o preparo do coldgeno utilizado em nosso estudo abrange rigoroso
processo de purificagdo, de desenvovimento proprio, para eliminar as por¢des imunogénicas

telopeptidicas (50, 51).

Ainda que a colonizacdo bacteriana ndo tenha sido motivo de avaliacdo no presente
estudo, deve-se ressaltar que as complicagdes infecciosas relacionadas ao implante de material
exdgeno sdo importantes causas de preocupacdo, € podem repercutir no processo imuno-
inflamatério e na integragdo final do material. A fim de se controlar possiveis efeitos decorrentes
de contaminagdo infecciosa, as telas puras ou recobertas foram esterilizadas com radiagdo gama,
para preservar as caracteristicas biologicas do coldgeno, além de tratamento enzimatico com

solucdo acida (pH=1,7), o que também contribuiu para a esterilizacdo do coldgeno. Embora o
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glutaraldeido seja freqlientemente usado como estabilizadores de colageno, varios estudos t€ém
advertido sobre a possibilidade de efeitos de citotoxicos produzidos por concentragdes crescentes

desta substancia durante preparacao (39).

O uso do colageno na forma de gel para recobrimento de tela sintética tem sido sugerido
como uma opc¢ao mais adequada do que na forma de membrana (53, 54). Isso se justifica pela
possibilidade do gel aderir-se aos filamentos das telas, mantendo os poros livres para o processo
de integracao tecidual, o que diminuiria a tendéncia ao encapsulamento e ao tropismo de células
gigantes de corpo estranho. Além disso, o gel parece ser mais rapido e completamente degradado
ap6s o implante, com substituicdo por colageno nativo em uma fase mais precoce do processo
(39). Isso pode se relacionar a maior superficie de exposicdo do gel ao sistema imune do

hospedeiro, quando comparado ao coldgeno na forma de membranas.

Postula-se que o recobrimento das telas sintéticas com gel purificado de colageno tipo |
poderia melhorar as reacdes imunoldgicas e proliferativas no processo de reparo tecidual que se
iniciam apds o implante. Testes iniciais com cultura de fibroblastos demonstraram que essas
células se aderem as fibras colagenas tipo I, obtidas a partir de tenddo bovino (8, 41, 42). Alguns
estudos descreveram um possivel efeito antiadesivo através do estimulo a proliferacao de células
mesoteliais, funcionando como uma barreira (55). Em estudo experimental prévio do nosso
grupo de pesquisa, o recobrimento de tela de polipropileno com o mesmo gel resultou em
aumento da aderéncia da tela ao tecido circunjacente e menor densidade e duragdo do infiltrado
linfocitario, plasmocitario e da reagdo do tipo granulomatosa. Observou-se, também, maior
birrefringéncia das fibras de colageno, refletindo melhora no processo de remodelagdo

mesenquimatosa representada por melhor organizagao supramolecular do coldgeno neoformado
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(15).

O modelo experimental por meio de implante das telas no subcutaneo de ratas ja foi
empregado anteriormente, sendo comumente utilizado para o estudo da integracao de proteses e
enxertos (56). Ademais, o implante dos dois tipos de telas a serem comparadas (pura ou
recoberta) no mesmo animal possibilitou que o animal atuasse como seu proprio controle. Outros
modelos experimentais tém sido descritos na literatura com interessantes achados. Huffaker et al.
(8) comparou a resposta tecidual, ap6s 12 semanas do implante, de telas de PP pura (Gynemesh

PS™) e PP recoberta com coldgeno (Pelvitex™),

implantadas na vagina de coelhas e
descreveram resposta inflamatoria cronica discreta em ambos os grupos, sem diferencas
significativas quanto a inflamagao, neovascularizagdo e fibroplasia, porém com maior atividade
apoptdtica no grupo revestido por coldgeno (0.39% vs. 0.1%; p=0.04). Em contrapartida, no
presente estudo, ndo foram observadas diferengas na expressao do TNF-a tecidual entre os

grupos. Todavia, devido as diferentes metodologias e tipos de coldgeno utilizados, tais estudos

nao sao passiveis de comparagao.

Um outro quesito que dificulta a comparacdo entre os estudos ¢ a ampla variagdo na
escolha dos marcadores imunohistoquimicos. Nao ha consenso definindo qual ¢ o marcador mais
indicado para cada situacao de interesse. Pelo contrario, hd uma gama de marcadores disponiveis
e diferentes resultados acerca de seu uso para determinado objetivo. A escolha dos cinco
marcadores neste estudo foi empirica, baseada nas experiéncias prévias acumuladas em estudos

da linha de pesquisa do nosso grupo (57).

De Tayrac et al (9) também compararam telas ndo-revestidas versus revestidas por

colageno em um modelo com ovelhas, avaliadas apo6s 1 semana e 12 semanas, encontrando
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maior risco de erosdes vaginais no grupo nao-recoberto (33% vs. 16.7%; p= 0.04). Tal
comportamento provavelmente decorreu do efeito protetor do recobrimento de colageno, com
menor aderéncia da tela a ferida operatodria na fase precoce do processo de integragdo. No mesmo
estudo, ndo foram observadas diferencas significativas na resposta inflamatoria apds 12 semanas
do implante, o que corrobora com nossos achados, os quais ndo demonstraram diferencas entre
os grupos quanto a imunorreatividade da IL-1, sendo assim descartado um efeito imunoldgico

negativo do uso da cobertura de colageno.

A compreensdo da resposta imuno-inflamatéria envolvida no processo de integracao das
telas ao hospedeiro e o real papel da cobertura de colageno na modulagdo desse processo foi
nosso objeto de estudo, e os achados nos levaram a algumas possiveis inferéncias. Com relagado a
angiogénese, ja havia sido descrito que a composicdo do colageno tipo I e sua organizacao
ultraestrutural favorecem a aderéncia plaquetdria, com subsequente liberagao de fator de
crescimento fibroblastico (FGF) e outros fatores angiogénicos, que contribuem para a
neoformacao vascular (12-14). Corroborando essa informagao, encontramos no grupo PPC maior
numero de vasos sanguineos neoformadas ap6és 14 dias do implante (p=0.002). Pode-se esperar
que tal incremento na angiogénese, na fase inicial, contribua de maneira positiva no processo de
integragdo da tela. Por outro lado, o achado de diminui¢ao da densidade de vasos no grupo PPC
no periodo tardio (90 dias) apos o implante € compativel com o processo cicatrizacao fisiologico,
em que, apdés um periodo inicial de intensificacdo da angiogénese (fases inflamatoria e
proliferativa), com a progressdo para fase de maturagdo ou remodelamento, a ferida se torna

menos vascular e com maior forga ténsil secundaria a deposicao de colageno.

Considerando-se o metabolismo do coldgeno, as metaloproteinases da matriz extracelular
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(MMP) sdo parte de uma grande familia de enzimas essenciais no processo de reparo tecidual e
cicatrizagdo (46), participando do processo de desbridamento da matriz extracelular
desvitalizada, angiogénese, reepitelizagcdo, contracao da ferida e remodelamento cicatricial (47).
Entretanto, ha indicios clinicos de que niveis cronicamente elevados de MMPs podem atrapalhar
0 processo cicatricial, sendo que tratamentos visando a diminui¢do da atividade das MMPs
podem ser uteis no processo de finalizagdo da cicatrizagdo de feridas (48). Dessa forma, pode-se
despreender que a atividade das MMPs pode ser util ou deletéria, a depender se sua expressao,
duragdo e do local onde sua atividade seja verificada (49). No presente estudo, demonstrou-se
que o recobrimento com o gel de colageno modificou a concentragao e duragao da expressao das
MMP-2 e MMP-3 nos tecidos avaliados. O grande desafio ¢ a correta compreensdo acerca da
aplicacdo desse achados na pratica clinica. Levando-se em consideragcdo evidéncias prévias de
que um desequilibrio a favor de protedlise prejudicaria o processo de cicatrizacao (58), o achado
de uma menor densidade média de MMP-2 no grupo PPC apos 21 e 90 dias (p=0.046) poderia
representar uma vantagem para o grupo revestido por coldgeno. J& quanto a MMP-3, ainda que
ndo tenha sido observada diferenca significativa entre os grupos, notou-se um padrdo mais
estavel em sua concentragdo no grupo PPC ao longo do tempo, sendo que, no grupo PP, a area
percentual reativa diminuiu de maneira significativa apos 14 e 90 dias (p=0.017) e a densidade
média reduziu-se significativamente apos 21 dias e apenas ap6s 90 dias no grupo PPC (p<0.001).
Estudo experimental prévio demonstrou que niveis deficientes de MMP-3 eram associados a
retardo no processo cicatricial em ratos (59), Nesse contexto, a maior estabilidade da expressao
imunohistoquimica da MMP-3 encontrada no grupo PPC poderia atuar positivamente no

processo cicatricial.
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Algumas limitagdes deste estudo merecem ser citadas. Trata-se de estudo experimental,
dificultando o extrapolamento para humanos. Além disso, o implante das telas no subcutaneo,
muito embora seja um modelo ja testado para estudo de cicatrizagdo e integragdo, pode nao
representar fielmente as respostas que ocorreriam no tecido vaginal onde, de fato, as telas serdao
implantados, o qual, indubitavelmente, apresenta caracteristicas peculiares (espesso €
queratinizado). Ainda, a interpretacdo e analise das laminas coradas por técnicas
imunohistoquimicas ainda carece de padronizagdo. O uso de softwares analisadores de imagens
representa uma estratégia interessante na tentativa de anular possives viésses inerentes a

subjetividade de avaliagdes observador-dependentes.

Os presentes achados imunohistoquimicos refor¢cam o potencial uso do colageno com
propriedades reologicas definidas como um biomaterial promissor, particularmente na forma de

gel complexado a tela de polipropileno, na cirurgia pélvica reconstrutiva.
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Conclusao
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O recobrimento de telas de polipropileno com gel purificado de colageno bovino
determinou alteragdes significativas na angiogénese e metabolismo local do coldgeno, do ponto

de vista imunohistoquimico, representadas por:
a) Angiogénese (CD-31) mais intensa no periodo precoce (14 dias) apos implante;

b) Alteragao do metabolismo do colageno local, por meio da diminuig¢do da expressao da
MMP-2 (21 e 90 dias) e expressao uniforme da MMP- 3 até o periodo mais tardio apds o

implante.

O recobrimento de telas de polipropileno com gel purificado de coldgeno bovino nao
determinou alteragdes significativas na resposta imuno-inflamatdria e citotoxicidade (IL-1 e

TNF- « ) local.
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ANEXO 1. Aprovacio Comité de Etica na Experimentacio Animal
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CEUA/Unicamp

uNIcAMP

Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Efeitos biomacénicos e histoldgicos do

recobrimento de tela de polipropileno com gel purificado de colageno:
estudo experimental. Sub-projeto: Analise imunohistoguimica do efeito do
recobrimento com gel purificado de coldgeno na integracdo de telas de
polipropileno_em ratas" (protocolo n® 1972-1(A)), sob a responsabilidade de
Prof. Dr. Cassio Riccetto / Fernando Goulart Fernandes Dias, esta de acordo

com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislacéo
vigente, LEl N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, e 0 DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009.

A aprovacéo pela CEUAIUNICAMP"H'E\O dispensa autorizagao prévia junto
ao IBAMA, SISBIO ou CIBio.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 21 de maio de
2013.

Campinas,\21 de maio de 2013.

Prof. Dr. /}!Iexandre Leite Rodrigues de Oliveira
Presidente

Fétima\Aloﬁso
Secretana Executiva

CEUA/UNICAMP
Caixa Posial 6109
13083-970 Campinas, SP - Brasil

Telefone: (19) 3521-6359
E-mail: comisib@unicamp.br
hitp:/www.ib.unicamp.br/ceea/
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Presidente da SBU Presidente da Comisséo Clentifica do XXXIV Congresso Brasileiro de Urologia
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Abstract Title: CAN HIGHLY PURIFIED COLLAGEN COATING MODULATE
POLYPROPILENE MESH IMMUNE-INFLAMMATORY AND FIBROBLASTIC
REACTIONS? IMMUNOHISTOCHEMICAL ANALYSIS IN RAT MODEL.
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Sincerely,
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