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Introducao: A introdugdo de telas de polipropileno no reparo de incontinéncia
urinaria e distopias genitais diminuiu a recorréncia do problema, mas também
trouxe o inconveniente de complicacées como extrusdes vaginais. O éxido nitrico
(NO) tem propriedades vasodilatadoras e moduladoras dos processos
inflamatérios. Assim, o recobrimento das telas com matriz polimérica eluidora de
um carreador de NO pode modificar a resposta tecidual ao implante em
organismos biolégicos.

Objetivo: Estudar o efeito do recobrimento com matriz polimérica eluidora do
carreador de NO, S-nitrosoglutationa (GSNO), na resposta bioldgica tecidual de
telas de polipropileno (PP) monofilamentar implantadas no subcutaneo de ratas
adultas.

Materiais e Métodos: Utilizaram-se 20 ratas fémeas da raca Wistar (peso médio=
250 g). Cada animal recebeu o implante de 4 fragmentos de tela medindo 10 x 10
mm no subcutdneo. As amostras obtidas dos animais foram divididas em 7
grupos, designados como: grupo PP — tela de PP sem recobrimento (grupo
controle) (n=20); grupo PVA -tela de PP com recobrimento de poli(alcool vinilico)
(n=10); grupo PVA/PVP — tela de PP com recobrimento de blenda de poli(alcool
vinilico)/poli(vinil pirrolidona) (n=10); grupo PVA/GSNO 1 - tela de PP com
recobrimento de poli(alcool vinilico), contendo GSNO 1 mM (n=10); grupo
PVA/GSNO 10 — tela de PP com recobrimento de poli(alcool vinilico) contendo
GSNO 10mM (n= 10), grupo PVA/PVP/GSNO 1 — tela de PP com recobrimento de
poli(alcool vinilico)/poli(vinil pirrolodona), contendo GSNO 1mM (n=10); grupo
PVA/PVP/GSNO 10 — tela de PP com recobrimento de poli(alcool vinilico)/poli(vinil
pirrolodona) contendo GSNO 10mM (n= 10).

Dez ratas foram eutanasiadas apds 2 dias e outras dez apdés 21 dias do
procedimento cirurgico. Apds a eutanasia, uma excisdo em bloco da parede
abdominal foi feita para andlises microscépicas. Infiltrado inflamatério, edema e
angiogénese foram avaliados em laminas coradas com Hematoxilina-Eosina (HE).
A deposicédo colagena foi avaliada em laminas coradas com Picrosirius Red. As

XV



variaveis estudadas nas laminas HE foram categorizadas em ausente, leve,
moderado ou intenso. A formacao colagena foi quantificada com método
estereoldgico. Todas as avaliacoes foram feitas pelo mesmo pesquisador, que nao
sabia de que animal ou fragmento se tratava a lamina que estava analisando.
Resultados: Nas ratas eutanasiadas apés dois dias do procedimento, ndo se
identificou diferenca estatistica entre os diversos tratamentos. No entanto,
naquelas estudadas apdés 21 dias do implante, observou-se menor edema
(p=0.0039) tecidual e maior angiogénese (p=0.0031) no grupo PVA/GSNO 1. O
grupo PVA também demonstrou maior formacdo vascular que o controle
(p=0.0027). Além disso, ratas eutanasiadas aos 21 dias apresentaram maior
infiltrado inflamatério (p= 0,0474) e menor edema (p= 0,0064) quando comparadas
aquelas aos 2 dias. Na quantificacdo de fibras colagenas, ndao houve diferenca
significativa entre os fragmentos.

Conclusoes: O recobrimento com PVA e PVA contendo GSNO modificou a
resposta biologica tecidual de telas de PP monofilamentar implantadas no
subcutaneo de ratas adultas. O recobrimento com PVA, isoladamente ou contendo
GSNO 1mM demonstrou efeito angiogénico. O grupo PVA/GSNO 1 apresentou,
ainda, reducdo do edema. Nao houve diferengas significativas da deposicéao

colagena.
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Introduction: The use of polypropylene (PP) mesh to repair urinary incontinence
and vaginal prolapse has decreased recurrence. However, it has also been related
to specific complications such as vaginal erosions. Nitric oxide (NO) can produce
vasodilatation and modulate inflammatory reaction. The NO containing (S-
nitrosoglutathione - GSNO) eluted from a polymeric coating could modify tissue
response of meshes.

Objective: To study the effect of a NO containing (S-nitrosoglutathione - GSNO)
eluted from a polymeric coating in the tissue response of monofilament
polypropylene mesh implanted in subcutaneous of rats.

Materials and Methods: Twenty adult female Wistar rats were used (mean
weight: 2509). Four mesh fragments measuring 10 x 10 mm were implanted in
subcutaneous tissue of each rat. The samples were divided in 7 groups: PP group
— PP mesh without coating (control) (n=20); PVA group — PP mesh coated with
poly(vinyl alcohol) (PVA) (n=10); PVA/PVP group — PP mesh coated with a solution
of poly(vinyl alcohol) and poly(vinyl pyrrolidone) (PVA/PVP) (n=10); PVA/GSNO 1
group — PP mesh coated with PVA containing GSNO 1mM (n=10); PVA/GSNO 10
group — PP mesh coated with PVA containing GSNO 10mM (n=10);
PVA/PVP/GSNO 1 group — PP mesh coated with PVA/PVP containing GSNO 1mM
(n=10); PVA/PVP/GSNO 10 group — PP mesh coated with PVA/PVP containing
GSNO 10mM (n=10);. Ten rats were euthanized at 2 days and the other at 21 days
postoperatively. Abdominal wall was excised en bloc for microscopic analyses.
Inflammatory infiltrate, edema and angiogenesis were analyzed in hematoxilin-
eosin (HE) slices and categorized as absent, mild, moderate or severe. The
collagen deposition was stained with Picrosirius red and quantified using
stereological method. The same researcher did all evaluations without knowing
what fragment he was analyzing.

Results: No statistical difference was identified among treatments in euthanized
rats at two days after the implants. However, in rats studied at 21 days, less edema
(p=0.0039) and greater angiogenesis (p=0.0031) were observed for PVA/GSNO 1

group. PVA group also was related to induced a higher angiogenesis (p=0.0027).
XVII



Furthermore, euthanized rats at 21 days demonstrated a greater inflammatory
infiltrate (p= 0,0474) and less edema (p= 0,0064) than those at two days. In
collagen deposition analyses no statistical difference was identified among
treatments.

Conclusion: Coating monofilament PP meshes with GSNO-containing PVA
modified the tissue response when implanted in subcutaneous of rats. The PVA
alone or with GSNO 1 showed angiogenic effect. The PVA/GSNO1 group
presented less edema too. There were not effects in collagen deposition.
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1.1-Incontinéncia Urinaria e Prolapsos Vaginais

A incontinéncia urinaria foi definida pela Sociedade Internacional de
Continéncia como qualquer perda involuntaria de urina. Entre as vérias formas de
apresentacdo dessa condigdo, ha a incontinéncia urinaria aos esforgos (IUE),
definida como a perda que ocorre em situagdes, tais como tosse ou espirro (1). No
mesmo consenso, prolapso de 6rgaos pélvicos é definido como a descida de uma
ou mais estruturas, entre as citadas: parede vaginal anterior; parede vaginal
posterior; apice ou cupula vaginal em pacientes histerectomizadas (1).

Os prolapsos vaginais e a incontinéncia urinaria tém sua prevaléncia e
incidéncia maiores com o decorrer da idade. A prevaléncia da IUE encontra-se
entre 10-40% em mulheres acima de 40 anos, podendo atingir até 69% em idosas
(2,3). Entre mulheres adultas e saudaveis, ap0s os sessenta anos de idade, cerca
de um terco possui algum grau de prolapso vaginal (4). Os principais fatores de
risco associados com as afec¢des do assoalho pélvico sdo idade, numero de
gravidezes, via de parto, estado de pés-menopausa, dieta e mobilidade reduzida
(2).

Essas afeccbes apresentam grande impacto social, econbémico e
psicolégico. Fritel et al (2009), em estudo envolvendo 2640 mulheres de meia
idade, apds aplicagdo do questionario de qualidade de vida Nottingham Health
Profile, identificaram que todos os dominios estudados (mobilidade fisica, reacao
emocional, isolamento social, energia e sono) apresentaram piores resultados
entre as pacientes com prolapsos vaginais quando comparados com mulheres
sem esse acometimento (5). Por outro lado, o tratamento dessas enfermidades
tem resultados positivos sobre a sociedade e sobre a mulher individualmente, visto
que melhora sua qualidade de vida e sua auto-estima (6, 7).

As visceras pélvicas femininas sdo sustentadas pelos musculos do
assoalho pélvico, que também atuam de forma ativa e sinérgica ao aparelho
esfincteriano intrinseco da uretra durante o ciclo miccional. Sdo constituidos por

agrupamentos musculares identificados como diafragma pélvico e urogenital. O
2



primeiro é composto pelos musculos elevadores do anus, musculos coccigeos e
por fascias que recobrem suas faces. O segundo é constituido pelos musculos
transverso superficial e profundo do perineo, musculos bulbo-esponjoso, isquio-
cavernoso e suas respectivas fascias. Além dessas estruturas, destacam-se
aquelas que compbéem o suporte anatdmico da uretra feminina, tais como, o
ligamento pubouretral e uretropélvico (8). A interacdo entre a contracdo de
musculos do assoalho pélvico, estiramento de ligamentos de suporte, contracao
de musculos estriados do esfincter uretral e selo da mucosa uretral previnem a
incontinéncia urinaria, como descrito na Teoria Integral da Continéncia (9). O
enfraquecimento, a distensdo e/ou o rompimento das estruturas que compdem,
principalmente, o diafragma pélvico levam aos prolapsos urogenitais, os quais
também se associam a diminuicdo dos niveis de estrogeno, a idade avancada,
aos partos traumaticos e ao esforco abdominal repetitivo, entre outros fatores (10).
Os prolapsos vaginais podem ser classificados, de acordo com sua localizagéo
anatbmica, em anormalidades da parede vaginal anterior (cistocele), defeitos
apicais (prolapso uterino ou da cupula vaginal e a enterocele) e anormalidades de
parede posterior (retoceles e roturas perineais) (4).

Uma mulher tem a probabilidade de 11% de necessitar de cirurgia para
prolapso ao longo de sua vida e em, aproximadamente, 30% dos casos
necessitara de reintervengdes (11). Diversos tratamentos cirurgicos, que, na sua
maioria, baseiam-se em técnicas de correcao exclusivamente com suturas, ja
foram utilizados com o intuito de corrigir a incontinéncia urindaria e os prolapsos
urogenitais, mas a recorréncia do problema € comum em seguimento prolongado
(12). O mesmo estudo de revisao demonstrou menor recidiva do prolapso vaginal
anterior ao se utilizar préteses (poliglactina ou derme suina) quando comparada
com técnicas convencionais (12).

Segundo dados, ha recidiva do prolapso anterior em cerca de 60% dos
casos apo6s colporrafia anterior e em 20% apds colpossuspensao de Burch (13,
14, 15, 16). Kapoor et al (2010) estudaram 207 mulheres submetidas a colporrafia

anterior e identificaram indice de recorréncia do problema igual a 12% em apenas
3



3 meses de acompanhamento pds-operatorio (17). Lunardelli et al (2009)
compararam 16 mulheres submetidas a correcao sitio-especifico de cistocele com
igual numero submetido a implante de tela monofilamentar de polipropileno. O
estudo utilizou parametros anatébmicos de comparacdo e demonstrou
superioridade do uso de telas (18). A correcao sitio especifica apresentou, ainda,
complicagdes como obstrucdo ureteral bilateral, hematoma retropubico e
abscessos vaginais (19).

Em relacdo aos defeitos da parede vaginal posterior e regido apical da
vagina, a colporrafia posterior associa-se a taxas de recorréncia de 18% a 24%
apés um ano do procedimento (12,20). A sacroespinhosopexia também
apresentou taxas de recorréncia e complicagdes significativas, assim como a
abordagem transanal da retocele, que, por sua vez, pode acarretar incontinéncia
de gases e fezes, dor anal, estreitamento retal e fistulas retovaginais (21, 22).

Estudo com mulheres, que haviam sido submetidas a duas ou mais
cirurgias para corregao de prolapsos pélvicos sem sucesso e fizeram reparo com
tela de Marlex®, demonstrou reducao na taxa de recidiva de 33% para 0 % (23).
Em outro estudo, de Tayrac (2005) comparou pacientes que realizaram colporrafia
anterior exclusivamente ou em associagdo com implante de tela de polipropileno e
evidenciou que a taxa de sucesso no segundo procedimento (75%) foi superior a
do primeiro (57%) (24). A eficacia da colporrafia posterior com ou sem tela de
polipropileno também foi comparada pelo mesmo autor, que comprovou diferenca
nas taxas de recorréncia entre os grupos de 24%, com vantagem para o grupo
que usou tela (25).

Em consenso publicado pela Sociedade de Cirurgides Ginecolégicos em
2008, é sugerido que o reparo de prolapsos vaginais baseado em tecidos nativos
continua a ser o mais apropriado, quando comparado com enxertos biolégicos
(26). O uso de telas sintéticas pode melhorar resultados anatémicos do reparo
vaginal anterior e incontinéncia urinaria, mas nao esté livre de efeitos adversos e
riscos adicionais relacionados aos materiais (27, 28, 29, 30). Além disso, ndo ha



estudos comparativos adequados, que considerem o0 uso de material sintético na
correcao do prolapso vaginal posterior (26).

Em recente revisdo da colaboragdo Cochrane, Lapitan et al (2009)
reuniram 46 estudos, totalizando 4.738 mulheres com IUE e demonstraram que a
colpossuspensao retropubica (Cirurgia de Burch) obteve sucesso no tratamento da
incontinéncia em 70% dos casos ap6s 5 anos da cirurgia. Esses valores foram
superiores aos alcancados com a colporrafia anterior e ndo demonstraram
diferenga com os slings suburetrais. No entanto, a cirurgia de Burch apresentou
maior indice de distopias vaginais e sintomas miccionais no pos-operatério quando
comparada com as outras modalidades terapéuticas (31).

Sling € uma palavra de origem inglesa que significa laco, tipdia, gancho.
Esse termo transmite, portanto, a imagem de sustentacéao de estruturas. A idéia de
empregar slings suburetrais data do inicio do século XX. Giordano (1907) sugeriu
0 uso do musculo gracil ao redor da uretra (32). A partir dai, surgiram propostas de
aperfeicoamento da técnica, com destaque para Aldrige (1942), que foi o primeiro
a descrever o emprego de retalhos da aponeurose do musculo reto do abdome, os
quais eram suturados sob a uretra (33). Apesar de lancar as bases dos futuros
slings aponeurdticos, tal procedimento determinava obstru¢do infravesical e ndo
foi popularizado na época. Somente em 1978, McGuire e Lytton reintroduziram a
técnica, desta vez utilizando as faixas de aponeurose do musculo reto abdominal
na forma de enxertos, de maneira simples e padronizada, com 0 acesso
combinado abdominal e vaginal (34).

O emprego dos slings se disseminou, sobretudo, a partir da década de 90,
com a apresentacdo da Teoria Integral da Continéncia, por Petros e Ulmsten
(1990). Segundo essa teoria, o assoalho pélvico feminino se comporta como uma
unidade anatomo-funcional, que reage de maneira integrada aos defeitos
estruturais e, também, a sua corregao cirurgica (35). Nela, foi valorizada a
participacdo do suporte anatbmico da uretra, composta de tecido conjuntivo, na
manutencao da continéncia urinaria e, ainda, proposto o seu refor¢co por meio de

faixas sintéticas.



Com base nessa teoria, surgiram os slings sintéticos, minimamente
invasivos, de uretra média, cujo precursor foi o Tension-free Vaginal Tape (TVT®),
que, apds seu lancamento comercial, foi rapido e largamente popularizado (36,37).
A partir da experiéncia com os slings pubouretrais de uretra média, Delorme
(2001) propds a ancoragem das faixas atraves do acesso transobturatério (38).

Em nosso meio, Bezerra et al (2005) realizaram revisao sistematica, com
a base de dados Cochrane, sobre slings para tratamento da IUE. Embora o
dispositivo tenha apresentado boa eficacia, ndo houve evidéncia suficiente para
determinar a superioridade dos mesmos, em virtude do numero pequeno de
estudos que os compararam com outras formas de tratamento, e pela falta de
padronizacao das informagdes (39).

Recentemente, a Associacdo Americana de Urologia langou consenso
sobre incontinéncia urinaria, no qual sdo apresentados cinco tipos de
procedimentos cirurgicos recomendaveis para o tratamento da afecgdo: materiais
injetaveis, colpossuspensdes laparoscopicas, slings de uretra média, slings
pubovaginais e colpossuspensdes retropubicas. Embora ndo sejam equivalentes,
todos podem ser considerados para esse grupo de pacientes. Os novos materiais
e novas técnicas desenvolvidas permitiram a realizagdo de procedimentos com
menor tempo cirdrgico, recuperagdo rapida e menor morbidade. No entanto,
podem ocorrer complicacbes tais como: erosao uretral; extrusdo vaginal;
perfuracdo intestinal e lesdo vascular. Tais complicacdes podem ser dificeis de
tratar e, até, pbr a vida da paciente em risco. Dessa forma, a decisdo do
procedimento cirdrgico deve considerar a experiéncia do cirurgido, a
disponibilidade de tecnoldgica e a opiniao da paciente (40).

Atualmente, a escolha do material para confeccdo do sling suburetral
envolve o emprego de material autélogo ou heterélogo, que, por sua vez, pode ser
organico ou sintético. Formalmente, o sling heter6logo pode ser indicado em
pacientes com reconhecida ma-qualidade das fascias autélogas, como naquelas
com antecedentes cirlrgicos sobre o sitio doador da aponeurose e nas idosas ou

portadoras de outras condigdes que, reconhecidamente, possam alterar a
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resisténcia do colageno. A essas indicagbes, somam-se outras vantagens, tais
como o aspecto minimamente invasivo relacionado ao emprego dos slings
artificiais, a eliminacao do sitio doador e das suas possiveis complicacées, € 0
menor tempo necessario para retorno as atividades habituais (40).

De forma oposta, as contra-indicagcbes ao emprego de materiais
heterbélogos para suporte suburetral incluem antecedentes de reagdes alérgicas ao
material proposto, além de outras restricbes relativas, como o uso simultaneo
desses materiais em cirurgias que envolvam uretroplastias (fistula uretrovaginal,
diverticulo uretral) e nas pacientes com antecedentes de irradiagéo pélvica ou com
vaginite atréfica acentuada (40).

Do ponto de vista ideal, o material artificial a ser empregado como sling
deve ser quimicamente inerte, ndo toxico, nao alergénico, induzir resposta
inflamatdria mais leve possivel, ser resistente a infecgdes, ndo ser carcinogénico,

permitir esterilizacdo adequada e ser de facil fabricagédo (41).

1.2-Emprego do polipropileno no assoalho pélvico

O polipropileno € um material sintético, inerte, hidrofébico e nao
absorvivel.  Slings  constituidos  desse  material tém  apresentado,
experimentalmente, melhor integracdo tecidual quando comparados a outros
materiais sintéticos (42).

Morgan (1970) descreveu o emprego da tela de Marlex®, confeccionada
originalmente para herniorrafias, na forma de sling suburetral (43). A tela de
Marlex® é confeccionada com polipropileno monofilamentar de gramatura elevada,
o que confere elevada resisténcia a tenséo, a qual é desejavel nas herniorrafias.
Entretanto, aquela época, a aplicacdo de tensédo sobre o colo vesical, onde a faixa
era habitualmente disposta, e as caracteristicas fisicas desse material,
determinaram elevado indice de disfungdes vesicais e de erosao uretral (44,45).
Palma et al. (1992) apresentaram resultados semelhantes com o uso da tela de
Marlex®, apés o qual, o emprego foi abandonado (46).



O primeiro sling de polipropileno monofilamentar proposto para uso clinico
foi descrito por Ulmsten et al. (1996) e originou o Tension-free Vaginal Tape
(TVT®) (37). Foi considerado minimamente invasivo, pois necessitava apenas do
acesso vaginal associado a passagem do material com o auxilio de agulhas e
incisdes puntiformes suprapubicas. O mesmo autor publicou o primeiro estudo
prospectivo com esse material, no qual descreveu o emprego ambulatorial do
TVT®, sob anestesia local, em 131 pacientes com incontinéncia urinaria de
esforgo. Apos seguimento de 12 meses, os autores descreveram indice de cura de
91%, sem complicagdes significativas (47).

Ainda na década de 90, esse material foi proposto, novamente, para
confecgcdo de slings artesanais, com a incorporagdo de novos cuidados técnicos,
que incluiram emprego de faixas mais estreitas (com cerca de 1 cm de largura),
nao ancoradas por meio de suturas e dispostas no terco uretral médio, conforme
os conceitos descritos por Delancey (1990) e na Teoria Integral da Continéncia
(35,48). Assim, o sling determinaria suporte uretral semelhante ao atribuido ao
ligamento pubouretral e a fascia pubocervical (49). Petros (1999), utilizando um
faixa de polipropileno multiflamentar denominada Intravaginal Slingplasty (IVS®),
descreveu cura da incontinéncia em 81% das pacientes apds quatro anos do
implante desse material (50).

Os slings sintéticos de polipropileno, atualmente em uso, podem ser
diferenciados, principalmente, pelo trangamento dos filamentos utilizados na sua
confeccdo e tamanho dos poros da tela. Dessa forma, temos telas
multiflamentares e monofilamentares, além de telas macroporosas ou
microporosas, como apresentado na tabela 1 (51). Considera-se que tais
diferencas podem determinar alteragbes da sua biocompatibilidade e,
consequentemente, diferente tendéncia a infecgdo, erosdo uretral e extrusdo

vaginal (52).



Tabela 1: Classificacao dos tipos de tela de polipropileno

Tipo de Tela Caracteristicas Exemplos
Tipo | Monofilamentar e Macroporosa (>75 nm)  Marlex®, SAFYRE®
Tipo I Multifilamentar e Microporosa (<10nm) Gore-Tex®, IVS®
Tipo Il Multifilamentar com Macro e Microporos  Surgipro®

Tipo IV Poros Submicrénicos Cellgard®

Os slings de polipropileno disponibilizados pela industria, para aplicagao
na uretra média, tornaram-se cada vez mais empregados no tratamento da
incontinéncia urindria de esforco (53). Estudo europeu mostrou que as chamadas
faixas “sem tensao” eram empregadas em 84,9% dos procedimentos de slings em
portadoras de incontinéncia urinaria de esforgo, realizados no continente em 2003
(54).

Entretanto, apesar dos bons resultados iniciais, surgiram varios relatos de
complicagbes envolvendo o uso dessas telas. Ganj et al (2009) estudaram 130
mulheres com prolapsos vaginais submetidas a corregdo com uso de refor¢o com
tela de polipropileno monofilamentar. Em seguimento de 18 meses, nao houve
recidiva do prolapso, mas 10,2% das pacientes apresentaram extrusdo vaginal da
malha, 22% dor na regido da nadega, 18,1% incontinéncia urinaria de novo e 2,4%
dispareunia (55). Outro estudo reportou resultados do uso de Apogee® (tela de
polipropileno monofilamentar usada em corre¢cao de prolapso vaginal posterior) e
Perigee® (tela de polipropileno monofilamentar usada em correcdo de prolapso
vaginal anterior) na correcao de prolapsos urogenitais. O sucesso apresentado foi
de 93% e indice de extrusdo vaginal de, apenas 3%, sendo todos 0s casos com
utilizagdo da tela Perigee®. Além disso, o estudo também demonstrou melhora nos
parametros de sexualidade e satisfagcdo das pacientes. Os autores atribuiram
esses bons resultados a experiéncia da equipe cirdrgica e a selecao de casos,
privilegiando pacientes mais jovens, sem histerectomia e sem co-morbidades,

como diabetes mellitus (56).



Moore et al 2009, por sua vez, estudaram mulheres submetidas a
correcéo de prolapsos vaginais utilizando-se telas de polipropileno monofilamentar
e identificaram indice de extrusdo de até 20%. A conduta nesses casos se baseou
no uso de antibidticos orais e estrogenos topicos. No entanto, até 50% dessas
pacientes necessitaram de procedimento cirdrgico para remogdo da porcéo
exposta da tela (57).

Ao comparar, prospectivamente, o uso de tela de polipropileno
monofilamentar e macroporosa com correcao sitio-especifica de prolapso vaginal
anterior, Sivaslioglu et al (2008) demonstraram superioridade com o uso de telas
no que tange ao sucesso anatébmico da corregdo, apresentando indice de 91%
versus 72% do grupo sem uso de malha. Além disso, houve melhora significativa
dos sintomas miccionais como urgéncia, freqiéncia e nocturia em ambos os
grupos. No entanto, extrusdo de tela ocorreu em 6,9% e retencdo urinaria e
dispareunia sé foram observadas no grupo que utilizou tela (58).

Estudos com telas multifilamentares também demonstraram importantes
complicacbes. Baessler et al. (2003) e Glavind e Sander (2004), respectivamente,
descreveram taxa de extrusdao de 9% e 14% em pacientes que realizaram
Intravaginal Slingplasty (IVS®) (59,60). Siegel et al. (2005), confirmando esses
achados, descreveram extrusdo vaginal em 17% das pacientes que realizaram
Sling pubovaginal com IVS® (61).

Outros estudos, envolvendo telas de polipropileno monofilamentar no
tratamento da IUE, apresentaram menores indices de extrusdo vaginal e de
erosdo uretral que aqueles observados com telas multiflamentares. Esses
achados devem, portanto, estar relacionados com caracteristicas fisico-quimicas
da tela (Tabela 2).
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Tabela 2. Slings de polipropileno monofilamentar: erosao e extrusao

Autor Sling Pacientes Erosao Extrusao (%)
(%)
Karran et al. (2003) (62) TVT® 350 0,3 0,6
Rodriguez e Raz (2003) (63) Artesanal 301 0 0,3
Kobashi e Govier (2003) (64) Artesanal 90 0 4,4
Levin et al. (2004) (65) TVT® 313 0 1,3
Tsivian et al. (2004) (66) TVT® 200 0,5 2,5
Palma (2005) (67) Safyre® 126 0 3,1

Considera-se que, enquanto a erosdo uretral relaciona-se,
freqientemente, com tensédo elevada ou lesao inadvertida da uretra durante o
procedimento, a extrusdo vaginal decorre de infeccéo local, por vezes sub-clinica
ou de integracao defeituosa do sling ao hospedeiro (61).

Estudos acerca da integracado de telas no reparo de prolapsos genitais
demonstraram que os fatores locais, como trofismo tecidual, infec¢do e a técnica
cirurgica, estdo diretamente relacionados as taxas de extrusdo (68, 69). Além
disso, a reagdo tecidual esta relacionada ao peso, estrutura e porosidade das telas
(70, 71). Vérios fatores técnicos também foram implicados com o risco de extrusao
vaginal da tela de polipropileno. Entre eles, podemos citar: via de introducado da
tela; tamanho da incisdo utilizada; adequado posicionamento e estiramento da
malha; histerectomia concomitante; e, até, experiéncia do cirurgido (72, 73, 74).

Outros tipos de materiais e recobrimentos foram estudados para uso
clinico, mas nao demonstraram superioridade ao polipropileno Tipo | (75, 76, 77,
78, 79, 80). Govier et al (2005) estudaram telas de poliéster com recobrimento de
silicone e demonstraram indices inaceitaveis de complicacdes quando utilizados
como slings suburetrais ou malha para sacrocolpopexia (81, 82). Em outro estudo,
a utilizacdo de tela combinada, composta de polipropileno e poliglactina,
apresentaram indice de extrusao vaginal de 30% e recorréncia do prolapso vaginal
posterior de 22% (83).
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1.3- Efeitos Biologicos do Oxido Nitrico

O éxido nitrico (NO) é um poderoso vasodilatador sintetizado por
neurdnios, células endoteliais, leucécitos e plaquetas, entre outros (84). O NO é
sintetizado enzimaticamente através da conversdao de L-arginina em L-citrulina
(85). Trés isoformas distintas de enzimas produtoras de NO foram identificadas
em seres humanos e outros organismos: A NO-sintetase neuronal (nNNOs) e a NO-
sintetase endotelial (eNOs), expressas constitutivamente, e a NO-sintetase
induzivel (iNOs), regulada pela estimulagao de citocinas (86). Esta dltima produz
quantidades que excedem a quantidade de NO produzida pelas outras duas.

Suas propriedades biolégicas vém sendo extensamente estudadas (84,
87, 88, 89). Alguns trabalhos ja demonstraram acdes para a molécula, tais como:
regulagdo do tébnus vasomotor; inibicdo da agregacao plaquetaria; inibicdo da
replicacdo de células musculares lisas; modulagdo de resposta imune e
comunicag¢des neuronais (90, 91, 92). Essas acOes parecem estar relacionadas
com a propriedade do NO de modular citocinas e fatores de crescimento (93, 94).
Engelsman et al (2009) demonstraram, in vitro, a capacidade, apresentada por
substéncias doadoras de NO, de reduzir um biofilme de bactérias comumente
responsaveis por infeccdo em implantes, tais como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (95).

Seus efeitos sobre a cicatrizacdo envolvem modulagdo do processo
inflamatorio, estimulo a angiogénese e a proliferacdo de células endoteliais.
Gifford (2005) demonstrou que um sensor de glicose tipo agulha recoberto por
substancia doadora de NO reduz de forma significante a mobilizagdo de células
inflamatérias ao redor do implante (96). Hetrick et al (2007) conduziram estudo
com fragmentos de silicone recobertos por doadores de Oxido nitrico e
demonstraram menor infiltrado inflamatério, maior formacao vascular € menor
deposicao colagena ao redor dos fragmentos (97). Além disso, a inibicdo da

sintese de NO prejudica o processo de cicatrizagao (98). Tais fatos conduzem a
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hipétese de que a administracdo exdgena de moléculas doadoras de NO pode ser
benéfica ao processo de cicatrizacao.

S- nitrosoglutationa  (GSNO) € um  S-nitrosotiol  encontrado
endogenamente em mamiferos, que age como um carreador de Oxido nitrico e
possui efeitos bioldégicos (99, 100, 101, 102). Um hidrogel contendo GSNO ja
demonstrou aumentar o fluxo sanguineo local em individuos saudaveis (103) e em
modelos animais(98). Esses resultados comprovaram o potencial dessa
formulacdo em interagir com tecidos adjacentes ao implante sem efeitos
sistémicos significativos. Recentemente, foi publicado que a aplicagao tépica do
mesmo gel contendo GSNO, em feridas agudas de modelos animais, levou a uma
melhora no processo de cicatrizacdo, representada pela aceleracdo da contragao
da ferida e organizacao do tecido de granulacéo (104,105).

O uso biolégico dos S-nitrosotidis exige sua combinacdo com matrizes
poliméricas que sejam responsaveis por estabelecer o contato com os tecidos
adjacentes, mantendo a capacidade de eluicdo, ou seja, de liberagcdo dessas
moléculas. Comumente, utilizam-se polimeros hidrossolaveis, tais como
Poli(alcool vinilico)(PVA) e/ou Poli (vinil pirrolidona) (PVP).

Poli(alcool vinilico)(PVA) €& um polimero com reconhecido potencial de
uso biologico, diante de suas propriedades mecénicas e biocompatibilidade
favoraveis (106). Essa substancia pode ser apresentada como solugao ou filme e,
facilmente, recobrir dispositivos para uso médico, tais como stents, biosensores ou
telas (107). As combinagcdes de PVA com polimeros como colageno, acido
hialurénico, gelatina e acido desoxirribonucléico ja foram testadas para usos
clinicos (107). Além disso, PVA ja foi utilizado pela industria farmacéutica para
confeccao de capsulas e hidrogel, contendo drogas bioativas (108).Dessa forma,
essa substancia tem propriedades que permitem seu uso como um veiculo das
moléculas de S-nitrosoglutationa (GSNO).

Poli(vinil pirrolidona) (PVP) € um dos polimeros mais utilizados em
Medicina devido a sua solubilidade em agua e sua baixa toxicidade (109, 110).

Wang et al (2003) descreveu uso do PVP como aplicacdo topica na pele,
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objetivando difusdo transdérmica de drogas (111). Seabra & Oliveira (2004)
descreveram a blenda, ou seja, a combinacdo de PVA/PVP como matriz
polimérica para eluicdo de carreadores de 6xido nitrico (112). Seabra et al (2005)
ja demonstraram capacidade de liberagcdo de GSNO a partir de um filme sélido de
polimeros PVA/PVP, incorporado com o carreador de NO (113).

A modulacdo do processo inflamatério, que essas substancias
demonstraram apresentar em outros estudos, pode ser valiosa na redugcao das
complicacdes relacionadas ao uso das telas sintéticas e, conseqientemente, pode
melhorar a adaptacdo das mesmas ao organismo biolégico. Nao ha, até o
momento, publicacbes na literatura cientifica, que fagam referéncia ao
recobrimento de telas de polipropileno com substancia carreadora de NO,
objetivando melhorar integracao das mesmas nos tecidos vaginais e uso clinico na
correcao da IUE e Prolapsos vaginais. Hetrick et al (2007) recobriram fragmentos
de silicone com hidrogel incorporado com GSNO e demonstraram melhor
integracao tecidual, como descrito anteriormente (97). Dessa forma, justificam-se
estudos com o intuito de testar recobrimentos para a tela de polipropileno,
usufruindo das propriedades que essas substancias ja evidenciaram ter. No
presente estudo, utilizaram-se, com esse intuito, matrizes poliméricas soélidas de
eluicdo compostas de PVA ou de PVA blendado com PVP, incorporado ou néo
com GSNO.
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2- Objetivos
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2.1- Objetivo Geral:

Estudar a resposta tecidual de telas de polipropileno monofilamentar
recobertas com matrizes poliméricas eluidoras de GSNO, implantadas no
subcutaneo de ratas adultas.

2.2- Objetivos Especificos:

Avaliar as caracteristicas histolégicas da reacao inflamatéria induzida por
telas de polipropileno recobertas com matrizes poliméricas, incorporadas com
duas concentracées diferentes de GSNO, quando implantadas no tecido
subcutaneo de ratas adultas.

Avaliar, por meio estereoldgico, a deposicdo colagena na superficie de
implantes de polipropileno, recobertos com matrizes poliméricas, incorporadas
com duas concentragdes diferentes de GSNO, quando implantadas no tecido
subcutaneo de ratas adultas.
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3- Materiais e Metodos
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3.1- Aprovacio pelo Comité de Etica

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica em Experimentacao Animal
da Universidade Estadual de Campinas (CEEA/UNICAMP), sob protocolo n® 1590-
1, de 15 de setembro de 2008 (Anexo 8.1).

3.2- Padronizacao da Técnica de Recobrimento das Telas

Para a confecgdo das telas a serem utilizadas nos experimentos, foram
feitos testes no Instituto de Quimica da UNICAMP, visando a escolha das
substancias que seriam utilizadas como matriz polimérica e como carreadora de
NO. Devido a pesquisas anteriores do Instituto de Quimica / UNICAMP, optou-se
pelo Poli(alcool vinilico)(PVA) e uma blenda de PVA e Poli(vinil pirrolidona) (PVP)
como alternativas de veiculos de eluigcdo de S-nitrosoglutationa (GSNO) (Figura 1)
(113).

As solucdes aquosas de GSNO foram preparadas em concentragdes de 1
e 10mM. A relacéo entre a concentracdo aquosa da GSNO e aquela obtida ap6s

reacao com a matriz polimérica é apresentada a seguir:

GSNO 1mM = 39,47 micromol GSNO / g de filme (PVA ou PVA/PVP)

GSNO 10mM-=352,6 micromol GSNO/g de filme (PVA ou PVA/PVP)
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Figural: Estrutura Molecular da S-Nitrosoglutationa (C1oHsN4O7S)
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A sintese do GSNO foi realizada segundo descrito por Seabra et al.
(2004), através da reacao de quantidade equimolar de glutationa reduzida com
nitrito de sddio, em meio acido (103).

Utilizou-se de solucdo aquosa de PVA a 2,5% m/v (Massa molecular
85000 — 146000 g/mol) para testar qual a melhor maneira de revestir a tela. Para
tanto, experimentou-se o método de imersdo e o de aspersao. Concluiu-se que
este ultimo resultou na distribuicdo mais adequada do material polimérico a tela,
com reparticdo uniforme e sem a oclusdo dos poros da tela como revelado por
fotomicroscopia eletrénica de varredura (Figura 2). Assim, o preparo das telas foi
padronizado através do método de aspersado da solugéo polimérica. As etapas do

procedimento sdo as seguintes:

e Preensao da tela em pinga em forma de Y e fixagdo do conjunto em um
agitador mecanico rotativo;

e Aspersao da solucao polimérica na tela com nebulizador;

e Rotacao horizontal do conjunto no agitador durante 10 min;

o Resfriamento da tela em congelador por 1 h, seguido de retirada e
manutengdo em temperatura ambiente por 1 h e novo resfriamento por 1
h, visando tornar a matriz polimérica insoluvel;

o Liofilizacdo da tela por, no minimo, 24 h sob temperaturas inferiores a

80°C negativos.
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Figura 2: Fotomicrografias de varredura eletrénica de
telas de PP: A- Sem recobrimento; B: Recoberta com
técnica de aspersdo; C: Recoberta com técnica de
imersdo. (Aumento A1/B1/C1: 30x , A2/B2/C2: 100x)

3.3- Estudo in vitro da difusao da GSNO

Foi realizado estudo in vitro para avaliar a difusdo da GSNO das telas em
solucao tampao fosfato. Telas recobertas com PVA + GSNO 1mM foram imersas
em solucao tampéao de fosfato, pH 7,4 a 37 °C. A eluicdo de GSNO a partir das
telas foi quantificada em intervalos de tempo de 2,5, 5, 10, 15, 20 e 30 min através
da dosagem de nitrito (NO2) e nitrato (NO3) por quimiluminescéncia. Foi
observado que a liberagdo de quase a totalidade da GSNO ocorreu nos primeiros
5 min (Figura 3). Considerando-se que o intersticio tecidual € um meio de
solubilidade semelhante ao descrito anteriormente, este dado permite considerar
que a GSNO elui dos fragmentos de tela implantados, 0 que permitiria sua acéao

nos tecidos adjacentes.
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Figura 3: Concentragdo de NO2 e NO3™ (nM) em solugao tampao fosfato em
funcao do tempo (min). Note a intensa liberagdo molecular até 5 minutos.

3.4- Composicao dos Grupos

Cada animal recebeu quatro fragmentos de tela e foram divididos segundo
a matriz polimérica usada e a data de eutandasia, como apresentado a seguir:

Dez animais receberam telas sem recobrimento e telas recobertas com
PVA, PVA+GSNO1mM e PVA+GSNO10mM. Cinco ratas foram eutanasiadas 48
horas ap6s o procedimento e cinco apds 21 dias da cirurgia.

Dez animais receberam telas sem recobrimento e telas recobertas com
PVA/PVP, PVA/PVP+GSNO1mM e PVA/PVP+GSNO10mM. Cinco ratas foram
eutanasiadas 48 horas ap6s o procedimento e cinco apds 21 dias da cirurgia.

A disposicao dos fragmentos de tela no abdome das ratas pode ser visto na

figura 4.
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Figura 4: Disposigéo dos fragmentos de tela no
abdome da rata

3.5- Procedimento cirurgico

O estudo foi realizado com 20 ratas adultas da linhagem Wistar, com idade
média de 180 dias, adquiridas no Centro Multidisciplinar para Investigacéo
Biologica da Unicamp. Os animais permaneceram em quarentena inicialmente,
durante a qual receberam os cuidados necessarios no Biotério Central da
Universidade Estadual de Campinas, a fim de se excluir doencas proprias desta
linhagem. Em seguida, foram transferidos para o Biotério do Nucleo de Medicina e
Cirurgia Experimental (NMCE) da UNICAMP, onde foram alojados em gaiolas
contendo cinco animais cada, sob condicdes semelhantes de alimentacéo,

temperatura, umidade e luz.
Técnica para o implante das telas

a) Jejum pré-operatorio, com restricdo alimentar a alimentos sélidos, nas 4 horas
que antecedem o procedimento;

b) Anestesia com Pentobarbital Sédico 3% (Hypnol®), administrado através de
puncado da veia caudal com scalp 23 G, em dose correspondente a 0,15mg/g de
peso. Manutencao do nivel anestésico com administracao complementar de 0,05 a

0,10 mg/g de peso, segundo a necessidade;

22



c) Imobilizagdo das ratas em decubito dorsal horizontal, seguida por tricotomia e
antissepsia do abdome com solugéo alcodlica de polivinilpirrolidona-iodo (10%) e
colocacao de um campo estéril delimitando a area cirurgica;

d) Realizadas duas incisbes medianas, uma préxima a sinfise pubica e a outra
proxima ao processo xifoide. Realizada a disseccdo do tecido subcutaneo até
exposi¢cao da fascia da musculatura abdominal;

e) Realizada fixagao dos fragmentos de tela de 10 mm por 10 mm sobre a fascia,
paralelamente a linha alba, com ponto Unico de fio de polipropileno 5-0 de modo a
manté-los fixos e prover meio de identificagdo do local do implante (figura 5). Em
seguida, foram suturadas incisdes da pele com pontos separados, utilizando-se fio
de seda 5-0.

f) Ap6s o despertar, os animais foram transferidos para a gaiola de recuperacao
anestésica. A analgesia pds-operatoéria, quando necessaria, foi realizada com

solugéo de dipirona intramuscular, na dose de 15 mg/kg.
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Figura 5: Fotografias do procedimento cirdrgico. A: Incisbes medianas; B: Introdu¢éao do
fragmento de tela; C: Fragmento fixado com fio polipropileno.

3.6- Eutanasia dos animais, coleta e preparo das amostras teciduais

Durante o periodo de observacao nao houve morte de nenhum animal e
nao foi observada nenhuma reacao sistémica ou local no abdome das ratas, como
a formacao de abscessos, deiscéncia das suturas ou extrusdo das telas, que
denotasse toxidade local significativa.
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Apo6s 48 horas dos procedimentos, dez ratas foram eutanasiadas com
dose letal de Pentobarbital Sédico 3% (Hypnol®) e 0 mesmo ocorreu apds 21 dias
com as ratas restantes. Apds a eutanasia, foi realizada a retirada em bloco da
parede abdominal, de maneira a preservar as relagdes anatbmicas entre
epiderme, derme, tecido subcutdneo, musculatura abdominal e peritdnio. Na
analise macroscépica, realizada durante o procedimento, ndo se evidenciou
nenhum sinal de eritema, necrose, edema e colecées. De cada rata foram
retirados quatro fragmentos da parede abdominal de aproximadamente 15 x 15
mm, correspondendo a area em que estavam os quatro fragmentos de tela
descritos acima.

As amostras de tecido tiveram suas extremidades presas com alfinetes,
em placas de material rigido, impedindo retracbes e dobras durante a fixacao e
desidratacdo do material. A fixacdo tecidual foi realizada depositando-se as
amostras em recipiente contendo formaldeido 10%, no qual permaneceram por 24
horas. Apds esse periodo, as pecgas foram transferidas para solugdo de éalcool a
70% e nessa solucdo mantidas por mais 48 horas.

A seguir, cada fragmento foi seccionado em retangulos menores (15mm x
2mm) e depositados em caixetas plasticas apropriadas, identificadas com a
especificacao do fragmento de tela e do animal, para inclusdo em parafina.

Os blocos de parafina produzidos foram utilizados para confeccdo de
laminas com 5 um de espessura, que foram coradas com Hematoxilina-Eosina
(HE) e Picrosirius Red. Os blocos e laminas foram confeccionados no Laboratorio
de Patologia Experimental do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental da
Universidade Estadual de Campinas.

3.7- Avaliacao do Infiltrado inflamatério Agudo

A avaliacdo microscépica foi realizada empregando-se um Microscoépio

Zeiss Primo Star®, com a aquisicao das imagens por meio de uma camera Zeiss
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AxioCam Icc 1®. As imagens eram processadas e armazenadas com o auxilio do
Software AxioVision V 4.8.0.0 (Carl Zeiss Imaging Solutions®).

Foram avaliadas trés variaveis: presenca de infiltrado inflamatério agudo,
edema intersticial e presenca de vasos neoformados (angiogénese) ao redor do
local do implante das telas.

Cada uma dessas variaveis foi avaliada por meio da graduagéo em quatro
categorias: ausente (0), leve (1), moderado (2) e intenso (3). Consideraram-se,
para essa avaliacao, critérios diferentes para cada variavel.

Para o estudo do edema foi padronizado aumento de 40x, sendo a area
de interesse definida entre o implante e os tecidos circunvizinhos, conforme

exemplificado na Figura 6.

o 2 A 1 D R

Figura 6: Avaliacdo do edema tecidual. (A) Ausente. (B) Leve. (C) Moderado. (D)
Intenso. (HE, 40x)

O infiltrado inflamatério foi avaliado com aumento de 100x e classificado
como leve (categoria 1), moderado (categoria 2) ou intenso (categoria 3) quando
ocupava menos de 25%, cerca de 50%, ou mais que 50% do campo estudado,

respectivamente (Figura 7).
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Figura 7: Avaliagdo do infiltrado inflamatério. (A) Ausente. (B) Leve. (C) Moderado.
(D) Intenso. (HE, 100x)

O estudo da angiogénese foi realizado nas laminas coradas com HE e sob
aumento de 400x. Em cada campo estudado, fora contados o niumero de vasos
neoformados e definidas as seguintes categorias: auséncia de vasos identificaveis
no campo (Categoria 0); até dois vasos identificados (Categoria 1); entre 3 e 6
vasos (Categoria 2); mais que 6 vasos (Categoria 3) (Figura 8).
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Figura 8: Avaliagao da angiogénese. As setas identificam vasos neoformados (HE,
400x).

Todas as laminas foram observadas pelo mesmo pesquisador. Para tanto,
inicialmente, todas as laminas foram numeradas, sequencialmente, por uma
funcionaria do NMCE, para que o pesquisador nao tivesse informagdes sobre qual
rata, fragmento ou qual a data da eutandsia que estava sendo analisada. Ao final
da avaliacdo, a funcionaria do NMCE entregou ao pesquisador uma lista que
relacionava os numeros das laminas com sua identificagdo inicial (animal,
fragmento e tempo para eutandsia), para que fosse realizada a analise estatistica.

Todos os dados foram tabulados em planilhas Microsoft Excel 2007°.

3.8- Avaliacao das Fibras Colagenas

A avaliagdo das fibras colagenas foi realizada apenas nas ratas
eutanasiadas apo6s 21 dias, uma vez que, durante o processo de cicatrizacao, a

deposicao colagena torna-se significativa apos o periodo de cinco a sete dias.
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Para a quantificacdo das fibras colagenas na superficie do implante,
optou-se pela técnica estereoldgica. Essa técnica permite determinar com
precisdo a quantidade de certa estrutura em um espécime tridimensional, a partir
de cortes histoldgicos bidimensionais. Para tanto, o preparo das ldminas seguiu
técnica ja descrita anteriormente e foi empregada a coloragdo com o Picrosirius
Red. Essa coloracdo tem a caracteristica de corar em vermelho as fibras
colagenas do tecido estudado. Montes & Junqueira (1991) j4 apresentaram as
vantagens de se utilizar essa coloragdo no estudo das fibras colagenas (114).

Para se proceder a avaliacdo estereoldgica, um importante conceito se
refere a isotropia dos cortes histologicos. Uma estrutura € considerada isotrépica
quando, ao ser analisada por meio de um corte histolégico, ndo é possivel
diferenciar qual a sua orientacdo espacial (115,116). Exemplos caracteristicos
desse tipo de estrutura sdo o figado e a glandula tiréide. Por outro lado, para o
estudo de estruturas anisotrépicas, tais como a pele, ha duas opcdes
metodologicas, visando manter a confiabilidade da técnica de estereologia. A
primeira é a realizacao de cortes perpendiculares entre si (Tipo Orientador), a qual
garante que qualquer parte da estrutura terd a mesma probabilidade de ser
amostrada. Outra possibilidade é realizar cortes longitudinais planos em um eixo
axial fixo, mas arbitrario (Tipo Linear) (Figura 9).

LS
. K:»u

ORIENTADOR LINEAR

Figura 9: Tipos de corte propostos para estruturas anisotropicas durante o método

estereologico (116)
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A avaliacao das estruturas através desse método é realizada por meio de
Sistemas-Teste, que sdo um conjunto de linhas (retas ou curvas) e pontos. Esse
conjunto forma uma grade, que é superposta a imagem morfolégica a ser
estudada, para que as estruturas em questao possam ser contadas (115). A seguir
sao apresentados alguns exemplos de sistemas-teste:

a N A ——  —— —— B
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Figura 10: Exemplos de Sistemas-Teste utilizados em Estereologia. (a) Sistema
de Arcos Cicloides. Usado para cortes tipo Linear; (B) Sistema M-42. Usado para
cortes tipo orientador.

No presente estudo, foram utilizados cortes lineares e, portanto, tornou-se
imperioso o uso da grade de arcos cicloides para a contagem das estruturas, pois
esse sistema-teste apresenta caracteristicas que compensam 0s cortes nao
uniformes de estruturas anisotropicas, gracas aos principios geométricos da figura
formada pelos arcos.

Todas as laminas foram numeradas, seqlencialmente, por uma
funcionaria do NMCE, para que o pesquisador nao tivesse qualquer informacéo
sobre qual rata, fragmento ou data da eutanasia que estava sendo analisada. Na
avaliacdo das laminas, inicialmente, era feita a varredura sob aumento de 40x.
Quando era identificado o local de implante da tela, sob aumento de 100x, era
realizada a captura das imagens dos campos microscopicos correspondentes as
regidbes ao redor da tela implantada. As imagens eram armazenadas no formato
de arquivos JPEG e analisadas no Software Image J 1.40¢®. Era realizada a

sobreposicao digital da grade de arcos cicléides aos fotomicrogramas, como
29



exemplificado na Figura 11. A contagem das estruturas que tocavam as
extremidades dos arcos era realizada e os dados armazenados em planilha do
Software Microsoft Excel 2007°. A seguir, a densidade volumétrica (Vv) das fibras
coldgenas em cada campo analisado era calculada, utilizando-se a férmula a
sequir:

Vv=Pp/Pt x 100%, onde: Vv € a densidade volumétrica; Pp € o numero de
pontos da estrutura em estudo que tocam as extremidades dos arcos e Pt é o

numero total de pontos-teste (a grade utilizadada apresenta 70 pontos).
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Figura 11: Exemplo de avaliagdo estereoldgica de fotomicrografia com a grade de arcos cicl6ides. Note,
em azul, os pontos nos quais ha o cruzamento entre os feixes de fibras coldgenas e as extremidades dos
arcos. Também pode ser observado, acima e a direita, o contador indicando 25 pontos de intersecgao
com a estrutura (Pp)
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3.9- Analise Estatistica

O objetivo foi testar a diferenca entre os tipos de recobrimento, eventuais
efeitos atribuiveis as matrizes poliméricas empregadas e a influéncia do tempo
decorrido do implante.

Para as comparagbes envolvendo as variaveis infiltrado inflamatério,
edema e angiogénese, foi empregado o teste exato de Fisher. A comparacao
entre os tempos de eutanasia (2 e 21 dias) foi realizada utilizando-se o teste
ANOVA. O nivel de significancia foi 5%.

Na analise estereolégica da deposicao colagena, para o calculo do
namero de campos a serem observados em cada animal, utilizou-se equacao
proposta por Jephcot & Hally (1970), vélida para a quantificacdo de fibras
colagenas (117):

EPR= (1;—‘/”) ; EPR: Erro padrdo relativo, Vv: Densidade de volume da estrutura

em analise; n: nimero de pontos a serem contados.
Assim, para EPR de 0,05 (nivel de significancia de 5%) e Vv, estimado em

estudo piloto anteriormente, de 35%, temos:

0,05= /(1_2‘35) ; =260 pontos da estruturas que deverao ser contados.

Como a estimativa é que 35% do total pontos contados sejam de estrutura
(Vv), entdo o total de pontos sera: Nigta= Ncalculado / VV, OU Nigtai- 260/0,35, portanto:
Niotal™ 743 pontos.

Como cada grade tem 70 pontos, cerca de 10 campos deveriam ser
analisados em cada animal. No presente estudo, avaliamos 238 campos, em 10
animais eutanasiados aos 21 dias. A média foi, portanto, de 23,8 campos / animal.

Para analise dos resultados obtidos na avaliacao das fibras colagenas,
optou-se por testes n&o-paramétricos devido a rejeicdo da hipdtese de
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normalidade. A avaliagdo das amostras pareadas foi realizada com teste de
Wilcoxon e a comparacao entre todas as populacdes foi realizada com Teste de

Friedman.
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4. Resultados
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Nao houve ébito entre os animais. A partir de cada animal, eutanasiado no
2° ou 21° dias de pos-operatério, confeccionaram-se quatro laminas, sendo cada
uma delas representativa de um fragmento testado. As laminas possuiam,
aproximadamente, quatro cortes do fragmento. Para avaliagdo das variaveis de
processo inflamatério agudo, selecionaram-se cinco campos mais representativos
em cada lamina. Na avaliacdo das fibras colagenas, selecionaram-se tantos
campos quantos foram necessarios para representar toda a regido ao redor das
telas implantadas.

Dessa forma, o total de campos analisados em cada uma das variaveis do
processo inflamatério agudo nas ratas eutanasiadas aos dois dias foi 68. Para os
animais eutanasiados aos 21 dias, esse valor foi de 188 campos, enquanto na
avaliacao das fibras colagenas, o total foi 238.

Como, durante a avaliacdo das variaveis do processo inflamatério,
algumas laminas apresentaram apenas um campo avaliado devido as dificuldades
técnicas, enquanto outras contaram com 5 campos, optou-se por iniciar o estudo
dos resultados, avaliando o impacto de se analisar um ou cinco campos em cada
lamina no resultado final encontrado. Para tanto, aplicou-se teste de Fischer para
medir a distribuicdo das notas atribuidas as laminas com apenas um versus cinco
campos avaliados. Nao houve diferenga significativa entre os grupos (p=0,919).
Dessa maneira, pode-se inferir que a avaliagdo de apenas um campo em cada
lamina é equivalente a avaliagcao de cinco, pois esta ultima se mostra homogénea
ao longo do estudo. Entretanto, vale informar que o tamanho de amostra foi
considerado pequeno, o que reduz a confianga no poder do teste.

A seguir, encontram-se o0s resultados da avaliagdo do infiltrado
inflamatério, edema e angiogénese nos animais eutanasiados aos dois e vinte e
um dias, utilizando-se teste exato de Fisher. Nos apéndices 9.1 e 9.2 encontram-
se as tabelas com os dados das avaliagdes das ratas eutanasiadas aos 2 e 21

dias, respectivamente.
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4.1- Analise das Variaveis do Processo Inflamatorio

Ao se analisar a variavel infiltrado inflamatério, observou-se que nao
houve diferengca significante entre os diferentes tratamentos, como esta
apresentado na Figura 12. Quando foi realizada a comparagéo exclusiva entre os
veiculos PVA e blenda de PVA/PVP, observou-se diferenga significante com maior
intensidade no primeiro, independentemente do tempo de eutanasia (p= 0,0276).
Por outro lado, quando utilizamos o teste ANOVA para comparar o conjunto dos
resultados obtidos aos 2 dias com aqueles obtidos aos 21 dias, observou-se que
este ultimo apresentou maior infiltrado inflamatdrio, embora isso tenha ocorrido

apenas no subgrupo que utilizou a blenda de PVA/PVP como veiculo (p= 0,0474).
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Figura 12: Média das notas atribuidas a infiltrado inflamatério aos 2 (p= 0,1022) e 21
dias (p=0,1141).

Apoés avaliagdo da variavel edema, observou-se que, aos 21 dias, houve
diferenca significativa entre os tipos de tratamento, embora nessa primeira
abordagem estatistica ndo fosse possivel identificar, exatamente, qual tratamento
havia sido responsavel por isso (Figura 13). Quando foram comparados os tempos
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de eutandsia, o edema aos dois dias mostrou-se maior do que aos 21 dias,
alcancando diferenca significativa para o subgrupo que utilizou o PVA como
veiculo (p= 0,0064).
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Figura 13: Média das notas atribuidas ao edema aos dois (p= 0, 7438) e 21 dias (p= 0,0328)

A angiogénese também apresentou diferenga significativa quando foram
comparados os diversos tipos de tratamento nas ratas eutanasiadas aos 21 dias
(Figura 14). No entanto, esse teste ndo foi capaz de localizar o tipo de tratamento
responsavel por essa diferenga. Na comparagdo entre os tempos de eutandsia,

nao se demonstrou diferenca significativa entre dois e 21 dias (p= 0,4647).
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Figura 14: Média das notas atribuidas a angiogénese aos dois (p=0, 3021) e 21 dias (p=0,0292)

Em resumo, foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos nas variaveis edema e angiogénese no grupo eutanasiado aos 21
dias. Além disso, houve maior infiltrado inflamat6rio € menor edema aos 21 dias
quando comparado aos dois dias. Para detalhar qual a diferenga encontrada entre
os diversos tipos de tratamento, optou-se por dividir o nivel de significancia
aceitado pelo numero de testes que foram realizados. O nivel de significancia
corrigido foi, portanto, 0,05/6 = 0,0083, visto que foram realizados 6 testes para
cada variavel medida. Na tabela 3 é apresentado o resultado das comparagdes

entre os tratamentos, considerando-se o nivel de significancia corrigido.
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Tabela 3: Comparacoes entre os tratamentos apos 21 dias
(nivel de significancia corrigido — p=0,0083)

Angiogénese Edema Infiltrado
(p-valor) (p-valor) Inflamatério

(p-valor)
PVA 0.0027 0.1532 0.0128
PVP 0.4856 0.0999 0.1762
GSNO1/PVA 0.0031 0.0039 0.1993
GSNO1/PVP 0.7932 0.8063 0.2291
GSNO10/PVA 0.0613 0.2647 0.1063
GSNO10/PVP 0.7060 0.0660 0.1993

Na tabela 3, observa-se que a variavel infiltrado inflamatério nao obteve
nenhum p-valor inferior a 0.0083. Entretanto, as variaveis angiogénese e edema,
obtiveram 2 p-valores inferiores ao nivel de significancia. Essas diferencas
surgiram nas telas revestidas com GSNO 1 mM usando PVA como veiculo e com
o PVA puro (este apenas na variavel angiogénese). Portanto, o uso do
recobrimento de telas de polipropileno com PVA+GSNO 1mM demonstrou, ap6s
21 dias do procedimento, menor edema e maior formag&o vascular em torno da

tela. O PVA, isoladamente, também gerou maior angiogénese.

4.2- Analise Estereoldgica da Densidade Volumétrica de Fibras Colagenas

Foram analisados 288 campos, oriundos de quatro fragmentos
implantados em cada uma das dez ratas eutanasiadas aos 21 dias. A coloracao
com Picrosirius Red proporcionou adequada visibilizagdo dos feixes de fibras
colagenas formados ao redor do implante, como demonstrado anteriormente na
Figura 11.

Quando foi analisada a Densidade Volumétrica (Vv) meédia das fibras
colagena, observou-se que, novamente, os maiores valores s&o atribuidos aos
fragmentos de PVA + GSNO1mM. No entanto, ndo houve diferenga significativa.
Outro detalhe que pode ser destacado é que o menor valor analisado esta,
exatamente, nos fragmentos sem recobrimento (controle), levando-nos a pensar

gue o recobrimento, seja devido a matriz polimérica, seja devido a GSNO, deve ter
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exercido alguma influéncia no desenvolvimento de reacao fibroblastica e formacéao

de fibras colagenas (Figura 15). O apéndice 9.3 apresenta tabela com dados
detalhados do estudo estereoldgico.

Analise Estereoldgica de Fibras Colagenas
35 32,2 33,1
) 29,3
30 26,8 25 4" *
5 25 20,7 22,6
3 2
g— 15
>
> 10
5
0
& Q Q Q
N & & Q\\V & QA‘?“ S
& N N Q) Q)
> 0 5° S S
© & S

Figura 15: Média da Densidade Volumétrica (Vv) de Fibras Colagenas (21 dias)
*p=0,25/** p= 0,34/ *** p= 0,40
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5. Discussao
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5.1- Consideracoes sobre biocompatibilidade e reparacao tecidual

Segundo Williams (2003), biocompatibilidade é a capacidade de um
determinado implante realizar sua fungdo com o grau desejado de incorporacéo ao
hospedeiro, sem provocar efeitos locais ou sistémicos indesejaveis ao mesmo
(118).

Consideraram-se, para o planejamento e execug¢ao dessa pesquisa, que o
aumento da biocompatibilidade da tela de polipropileno seria alcangado quando,
na interface tecidual, houvesse reducéo da intensidade do processo inflamatorio
agudo (infiltrado celular e edema) e aumento da angiogénese e da deposicao de
fibras colagenas.

A resposta a corpo estranho € uma cascata fisiolégica, desencadeada
pela adesdo de proteinas ao implante e, consequentemente, recrutamento de
células inflamatérias (119,120). Neutréfilos modulam a resposta do hospedeiro nos
primeiros minutos ou horas, enquanto os macréfagos mantém sua resposta durante
dias. Essas células sdo capazes de fagocitar eficientemente bactérias e células
mortas. No entanto, ndo conseguem digerir implantes macroscépicos. Dessa forma,
observa-se um infiltrado inflamatério crénica, na qual a fusdo dos macroéfagos cria
as células gigantes de corpo estranho (121).

As células gigantes de corpo estranho se mantém permanentemente na
interface do implante com o tecido hospedeiro e secretam citocinas que estimulam
fibroblastos a depositar uma camada avascular densa de colageno ao redor do
implante, formando uma capsula que, permanentemente, o isola em relagdo as
adjacéncias (120).

As fases de reparacéao tecidual podem ser classificadas em: fase precoce
ou de hemostasia e inflamagéo; fase intermediaria, ou de proliferacéo; e fase final,
na qual ocorre a maturacao do colageno (122). Na integracao das telas sintéticas
pode-se considerar a ocorréncia de processo semelhante.

A reparacgéao local apds o implante de uma tela sintética se inicia com as
plaquetas, que interrompem o sangramento e desencadeiam a resposta
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imunolégica. Nessa fase ha liberacdo de histamina e de prostaglandinas, que
aumentam a permeabilidade capilar e permitem a migracdo de células
inflamatérias. Durante as primeiras vinte e quatro horas, observa-se o inicio da
reposta inflamatéria, com a presenca dos neutréfilos, macréfagos e plasmdcitos no
local. Essas células tém a funcdo de remover o tecido necrético e impedir
proliferacdo bacteriana no local. Simultaneamente, ha producdo de fatores de
crescimento tecidual e fatores quimiotaxicos para fibroblastos. A fase de
proliferacdo se inicia 24 horas apds o implante e caracteriza-se por granulacéo,
angiogénese, epitelizacado (no caso das feridas em contato com o meio externo) e
sintese de colageno. No tecido de granulagdo, formam-se novos capilares, que
fornecem os nutrientes locais. Nessa fase, inicia-se a formacao da matriz colagena
local, que servira de suporte para o crescimento do tecido conjuntivo e sera
responsavel, também, por sua forca ténsil. Os fibroblastos sdo os responsaveis
pela sintese, deposicdo e remodelacdo dessa matriz. Na fase de maturacao, ha
reducdo da concentragdo do colageno por redugdo do estimulo de sua sintese.
Nessa fase ha substituicdo do colageno tipo Il pelo tipo | (50).

O tecido conjuntivo contém elementos fibrosos (colageno e fibras
elasticas) e a matriz viscoelastica de proteoglicanos. A relagcéo das fibras com os
componentes da matriz determina as propriedades fisicas do tecido. Ulmsten e
col. (1998) relataram a importancia das fibras colagenas do tipo | e lll na forca e
tensado dos tecidos do assoalho pélvico feminino (52).

Com base nessas informagbes, pode-se inferir que, para qualquer
implante, a duragdo de cada etapa podera variar em funcdo de diversos fatores,
tais como: as condi¢des do sistema imune do hospedeiro; grau de contaminacao
bacteriana local; e biocompatibilidade do material implantado. Verificou-se,
também, que a resolugcdo completa da resposta inflamatéria, representada pela
reconstituicdo do tecido nativo, podera, eventualmente, ndo ser possivel, em
virtude da manutencdo de fatores de agressao relacionados as propriedades
fisico-quimicas do material implantado. Dessa forma, o que é denominado
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integracéo € o resultado final da interagéo entre o implante e o hospedeiro, o qual
€, habitualmente, representado por graus variados de fibrose.

Para demonstrar a fase inicial da resposta inflamatéria, com a presenca do
infiltrado inflamatério agudo e edema, e a fase tardia, com angiogénese e
formacgao colagena, no presente estudo, optou-se pela eutanasia aos 2 e 21 dias.

A graduacao da intensidade da resposta inflamatéria corresponde a uma
das dificuldades dos estudos anatomopatolégicos. Hunt & Williams (1995)
discutiram criticamente os métodos de quantificacdo da reacdo do hospedeiro a
biomateriais (123). As avaliacbes qualitativas e semi-quantitativas devem ser
reservadas a situagdes nas quais ha dificuldades técnicas na quantificagcdo de
estruturas. Além disso, quando se trata de comparacao entre diferentes materiais
ou tratamentos, o erro inerente ao observador se repetira ao longo do estudo.
Outra possibilidade levantada pelos autores é o uso de técnica de processamento
e andlise de imagens, com objetivo de tornar mais agil e rigorosa a quantificacéo
proposta. No entanto, Hunt & Williams lembram que o manuseio de imagens néo
substitui a técnica adequada de preparo e obtengdo da amostra e captagdao de
imagens. Além disso, muitos erros relacionados a automacdo do processo de
andlise podem existir e ndo serem identificados. Portanto, para avaliagdo da
incorporacdo das telas em tecidos biolégicos, varios autores tém utilizado
avaliagdo da infiltrado inflamatério ao redor da tela e afericdo da angiogénese e da
formacgao colagena no sitio do implante (124, 125, 126, 127, 42).

Riccetto et al (2008) compararam quatro tipos de telas usadas na correcao
de incontinéncia urinaria (TVT®, SPARC®, IVS® e Sling Plus®) e, para tanto,
implantou fragmentos de telas no subcutdneos de ratas e avaliou o infiltrado
inflamatério de maneira semi-quantitativa e a formacao coldgena com meétodo
estereoldgico (42). Thiel et al. (2005) utilizaram modelo semelhante para estudar
as reacOGes do hospedeiro apds implantes subcutdneos de fragmentos de
polipropileno monofilamentar, matriz coldgena preparada com submucosa
intestinal suina, silicone e protese de copolimero policaprolactona e &cido

polilatico (129). Yildirim et al. (2005), também se utilizando de metodologia similar,
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estudaram aspectos histoldgicos da integracao de telas sintéticas e da fascia lata
cadavérica implantadas no abdome de coelhas (70). Almeida et al (2007)
compararam TVT®, Marlex® e SIS®, e, para tanto, implantaram fragmentos
proximos ao colo vesical de ratas ooforectomizadas. Nesse ultimo estudo, as
analises da infiltrado inflamatério e da deposicdo coldgena foram semi-
quantitaivas, categorizando os achados em quatro grupos (<25%, 25-50%, 50-
75% e > 75%) (87). Nessas pesquisas nao foram descritas limitacdes da analise
proposta, decorrentes do modelo experimental empregado. No presente estudo,
também se fez a opgcdo pela analise semi-quantitativa das variaveis da reacgao
inflamatdria e avaliagdo quantitativa (estereologia) da deposicéo colagena.

A observacao e quantificacdo da resposta inflamatéria e quantitativa da
formacgao fibroblastica mostraram-se adequadamente realizaveis por um mesmo
pesquisador, utilizando técnica padronizada e sem identificacdo da origem do
fragmento analisado. As maiores dificuldades surgiram durante a selecdo dos
campos que seriam analisados pelo pesquisador. Para tanto, alguns cuidados
foram importantes: avaliacdo em campos de menor aumento para selecao de
regibes mais favoraveis quanto a clareza de identificacdo de estruturas e selecao
de campos longitudinalmente no corte a partir de um campo central de melhor
qualidade.

5.2- Consideracoes sobre o modelo experimental

Considerou-se que a auséncia ou pequena quantidade de tecido adiposo
e o contato direto entre o tecido epitelial da pele e a fascia da musculatura
abdominal, tornariam a parede abdominal da rata particularmente vantajosa para o
estudo proposto, pois o futuro uso clinico dos materiais testados terdo como
objetivo a interposicao entre um tecido de natureza epitelial (mucosa vaginal) e
outro de natureza conjuntiva, representado pela fascia pubocervical ou
retovaginal.

Modelo experimental semelhante ao que foi proposto pelo presente estudo

tem sido empregado para avaliar a integracao de enxertos e préteses. A opgéo
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pelo implante das préteses em subcutaneo de ratas € comumente observada na
literatura (125, 126, 127, 128).

Além disso, modelos que reproduzem a vagina humana sao pouco
acessiveis. Riccetto et al. (2003) propuseram um modelo para treinamento da
técnica de sling em ovelhas da raca Santa Inés. Por intermédio de um questionario
aplicado a urologistas e ginecologistas, observaram boa correlacdo de varios
aspectos da anatomia vaginal, uretral e dos parametros endoscoépicos vesicais
daquele modelo em relacdo a anatomia feminina (129). Entretanto, a infra-
estrutura necessaria para manutencdo de animais de grande porte, por tempo
prolongado, limita 0 emprego desse modelo em estudos semelhantes ao presente.

Dessa maneira, o uso de ratas mostrou-se bastante adequado para o
estudo proposto. Isso pode ser dito, pois 0 manuseio e cuidado desses animais
sdo mais simples e ja sdo comumente realizados pelos profissionais do Nucleo de
Medicina e Cirurgia Experimental (NMCE) da UNICAMP. Toda condigédo de
bioterismo do NMCE privilegia 0 uso desses animais, ja que o acondicionamento
em gaiolas, a temperatura do ambiente, as dietas e, até os cuidados veterinarios
eventualmente necessarios, sdo voltados para o cuidado de ratos. Além disso, o
uso de fémeas se faz necessério, visto que as mesmas dispdem de maior area
abdominal para realizagdo dos implantes devido a anatomia do aparelho

urogenital.

5.3- Consideracoes sobre 6xido nitrico e reacao tecidual

O NO é uma das moléculas mais versateis nos tecidos dos mamiferos e
as suas possibilidades terapéuticas sdao muitas. Entretanto, para o pleno dominio
dessas potencialidades, analises mais refinadas de suas agdes bioldgicas ainda
sao necessarias (130, 131, 132).

Recentemente, polimeros que liberam NO lentamente se mostraram Uteis

como recobrimentos de biosensores, a fim de torna-los mais biocompativeis (133).
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Esses polimeros também reduziram a adesdao de plaquetas e bactérias aos
sensores testados (124,134). Além disso, em outros estudos esta molécula foi
capaz de promover angiogénese, reduzir a resposta celular inflamatéria e acelerar
a reepitelizacao (135, 136, 137). O NO também parece ter papel na deposicao
colagena, variando seu efeito biolégico de acordo com suas concentracoes
teciduais (138). Ja € sabido que as sinteses do colageno e do 6xido nitrico
compartiiham o mesmo aminoacido como substrato, a L- arginina (139). Dessa
maneira, a inibicdo da enzima NO sintetase induzivel (iINOS), comprovadamente,
aumenta a deposicao de colageno (140, 141). A partir desse conhecimento, pode-
se propor que, se a funcdo da iNOS for variavel com a dose do NO exdgeno,
consequientemente, pode-se observar maior ou menor deposicdo colagena na
area testada.

A influéncia positiva do NO sobre o processo de reparo tecidual ja foi
sugerida, entretanto, duvidas sobre sua real influéncia ainda persistem, sobretudo
devido ao aspecto da grande variedade de agbes e inter-relagbes do NO com
células e outros sinalizadores quimicos, tais como as metaloproteinases (137, 142,
143, 144).

No presente estudo, quando se analisou ratas eutanasiadas aos 2 dias,
ndo foi observada diferenca significativa entre os tipos de recobrimento em
nenhuma das variaveis pesquisadas. Uma hipo6tese para justificar esse resultado é
que, como houve equivaléncia entre a avaliacdo de cinco ou apenas um campo
em cada lamina, o numero total de notas para cada tratamento € igual ao numero
de ratas operadas e ndo cinco vezes maior como, inicialmente, era esperado.

Estudo com desenho semelhante também nao foi capaz de identificar
diferenca no infiltrado inflamatério ao redor de fragmentos com ou sem
recobrimento de doadores de NO em fase precoce do processo (menos que uma
semana) (97). Outra possivel justificativa para esse fenémeno é que o infiltrado
inflamatorio precoce represente, na verdade, a resposta ao trauma cirirgico e nao
ao implante propriamente dito (145).

46



Por outro lado, quando se analisam as laminas obtidas a partir das ratas
eutanasiadas apés 21 dias do procedimento cirurgico, observa-se que telas de
polipropileno recobertas pelo GSNO, na concentragdo de 1mM associado ao PVA
como veiculo, apresentou menor edema tecidual e maior angiogénese quando
comparado aos demais tratamentos. Esse achado indica que o éxido nitrico pode
ter um papel de modulagdo nesse processo cicatricial e, consequentemente, a
melhor compreensdao dos seus efeitos bioldgicos podera proporcionar o
desenvolvimento de materiais para uso clinico no futuro.

Embora a liberacdo da GSNO ocorra em alguns minutos ap6s o implante,
seu efeito pode ser notado varios dias apds o procedimento. Isso pode se dever
ao fato que o NO seja responsavel pela inibicao de citocinas pré-inflamatérias, tais
como Interleucina 6 (IL-6) e Proteina quimiotaxica de macréfago (93). Dessa
maneira, 0 NO seria responsavel por inativar alguns disparadores do processo
inflamatdrio, ainda no seu inicio. Além disso, o NO parece ser capaz de estimular
a proteina sintetase de NO induzivel (iNOS), expressa em neutrofilos, através da
mediacao da Interleucina 8 (IL-8), o que perpetuaria a producdo da molécula nos
tecidos envolvidos (92). Chu e Prasad (1999) sugeriram, ainda, que 0 mecanismo
de acédo do NO esta relacionado com modulacédo de outras citocinas, sobretudo o
Fator de Crescimento Tumoral Beta (TGF-B) (146). Essa modulacdo é dose-
dependente e pode influenciar a angiogénese, a resposta celular inflamatéria e
deposicao de colageno (97).

No presente estudo também se identificou maior angiogénese entre os
fragmentos recobertos apenas com PVA. Uma possivel explicagdo para esse fato
seria as alteracbes de superficies provocadas pelo recobrimento como foi
apresentado na figura 2. Wu et al (2008), em artigo de revisdo sobre o assunto,
confirmam a importancia das caracteristicas da superficie do implante em todos os
aspectos relacionados a sua biocompatibilidade (89).

Outro dado importante foi a identificacdo de maior infiltrado inflamatério e
menor edema nas ratas eutanasiadas aos 21 dias quando comparadas aquelas de

2 dias. Uma possibilidade para explicar esse achado € que, durante a avaliagao,
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ndo houve uma diferenciacdo entre o tipo de infiltrado inflamatério que estava
sendo avaliada. Dessa forma, enquanto na avaliacdo de dois dias, observava-se
maior infiltrado linfoplasmocitario, rico em neutréfilos, macréfagos e plasmacitos,
na avaliacao tardia, via-se a presenca de células gigantes e histidcitos em grande
quantidade, caracterizando uma reacdo bioldogica ao corpo estranho e
corroborando os achados descritos na literatura quanto ao tipo celular encontrado
em cada fase (126,127).

Por outro lado, cabe destacar que, em comparacdo especifica das
matrizes poliméricas, o PVA demonstrou maior infiltrado inflamatério que a blenda
PVA/PVP nos dois tempos de eutanasia. Soma-se a isso, que o achado de maior
infiltrado inflamatério aos 21 dias em comparacao com 2 dias deu-se apenas no
grupo com blenda PVA/PVP como matriz polimérica. Dessa forma, pode-se
sugerir que o PVA aumentou a reagédo inflamatodria do hospedeiro e “uniformizou”
as notas atribuidas aos dois e vinte e um dias. Ainda corroborando com essa
sugestdo, os achados de maior edema aos dois dias em relagdo a vinte e um dias
ocorreram Nno grupo que usou matriz polimérica PVA, apontando para uma
resposta inflamatéria global mais acentuada com essa matriz.

Apesar desses achados com o PVA, a sua combinacdo com GSNO 1mM
foi capaz de reduzir o edema ao redor do implante, quando comparado aos outros
recobrimentos. Assim, reforca-se a expectativa que a GSNO tenha papel na
modulacao das varidveis da reacdo inflamatéria.

Por outro lado, a auséncia de diferenca entre os achados obtidos com o
emprego da concentracdo de 10 mM de GSNO, em relagcdo ao controle, sugere
que o melhor efeito bioldgico ocorre em torno de uma determinada concentracao,
a qual, se extrapolada, levaria a efeitos indesejaveis, resultantes do excesso de
oxido nitrico. Essa concentracdo ideal ainda deve ser estabelecida em outros

estudos.
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5.4- Consideracoes sobre estereologia e deposicao colagena

A Estereologia é uma ciéncia que tem como objetivo determinar
parametros quantitativos tridimensionais de estruturas anatomicas, a partir de
cortes bidimensionais. A maior parte dos estudos estereolégicos obtém dados
diretamente da microscopia 6ptica ou da microscopia eletrbnica. De forma
contraria as técnicas morfométricas, nas quais as estruturas anatbmicas sao
medidas com escalas métricas conhecidas, 0 método estereoldgico baseia-se em
principios geométricos e estatisticos (147, 148).

Assim, nos estudos estereoldgicos nem sempre se busca determinar as
dimensdes das estruturas em unidades absolutas, mas sim as dimensdes relativas
ao todo que esta sendo analisado. Dessa forma, no presente estudo, buscou-se
determinar a concentracdo relativa de feixes de fibras colagenas em torno do
enxerto, em padrdes percentuais, o que se denominou densidade volumétrica de
fibras colagenas. Outra vantagem dessa forma de analise foi eliminar eventuais
influéncias da técnica anatomopatoldgica, pois independente do tamanho do
fragmento analisado, a densidade volumétrica apresentaria menor variabilidade
gue medidas absolutas.

Para a eficacia do método estereoldgico, o preparo das laminas deve
oferecer ao pesquisador a melhor coloragao para a estrutura em estudo, a fim de
que esta possa ser plenamente reconhecida. No presente estudo, utilizou-se o
Picrosirius Red para coloracédo das fibras colagenas. Essa escolha foi motivada
pela 6tima exposicdo das fibras colagenas por meio dessa coloragdo e pelo
emprego bem-sucedido do mesmo corante em estudos prévios, com metodologia
semelhante (42, 51; 128).

No que se refere ao tipo de corte, optou-se por realizar cortes lineares e
utilizar o sistema-teste de arcos cicldides. Dessa maneira, os fragmentos também
poderiam ser usados para avaliacao histoldégica por meio da hematoxilina e

eosina.
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Outra questao importante quando se opta pelo método estereoldgico €
considerar o efeito da compressédo e encolhimento durante o processamento da
amostra até a confeccdo das laminas histologicas(115). Existem foérmulas
matematicas usadas para contrabalancar esses efeitos e demonstrar o verdadeiro
valor absoluto da variavel observada. No entanto, como nessa pesquisa foi
utilizado apenas comparacdo de valores entre fragmentos, o efeito do
processamento acometeu igualmente toda a amostra e pdde ser desconsiderada.

No presente estudo, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
guanto densidade volumétrica de fibras coldgenas apds 21 dias do procedimento,
embora os maiores valores absolutos tenham sido encontrados justamente no
grupo de fragmentos PVA + GSNO 1 mM e os menores nos fragmentos de
controle.

Quando se analisa o calculo do numero de campos necessarios descrito
no item Materiais e Métodos, observa-se que, embora a média de campos
avaliados por animal tenha sido de 23,8, cada animal possuia 4 fragmentos de
tela. Dessa forma, a média de campos analisados por fragmento foi de 5,95,
enquanto o preconizado pela equacdo de erro padrdao relativo foi,
aproximadamente, 10 campos. Considera-se, assim, que o aumento no tamanho
da amostra e, eventualmente, mudancas nas concentracdes da substancia
doadora de S-Nitrosoglutationa poderiam resultar em achados diferentes dos
apresentados, quanto a integracéo tecidual das telas com esse recobrimento.

5.5- Outras consideracoes

O estudo apresentado acima demonstra indicios que o recobrimento de
telas de polipropileno com substéancias doadoras de 6xido nitrico podera modular o
processo de integragcdo das mesmas ao organismo hospedeiro. Ao se utilizar de
método semi-quantitativo para avaliagdo da reacdo inflamatéria foi possivel
observar diferencas significativas quando se utilizou recobrimentos a tela, se

comparada as telas sem recobrimento. No entanto, cumpre observar que algumas
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dessas alteragdes também podem ser atribuidas a matriz polimérica, sobretudo o
Poli (alcool vinilico). Dessa maneira, futuras modificagdes nas concentragdes do
GSNO ou alteragdes nas substancias-veiculo poderdo melhorar a compreensao
acerca do real efeito da molécula de NO, exogenamente administrada, no
processo de reagao tecidual ao corpo estranho.

Além disso, futuramente, pode se propor o refinamento dos métodos de
avaliacdo, atraves da caracterizagdo e quantificacdo de células inflamatorias
especificas, com o apoio de programas de processamento e analise de imagens
histolégicas. Pode-se planejar também o uso da microscopia de polarizagdo a fim
de alcangar melhor determinacéo das fibras colagenas, quanto ao seu niumero e
seu tipo. Outra proposta valida seria apurar a quantificacdo dos vasos, utilizando-
se de técnicas imunohistoquimicas, que permitam a individualizacao das células
endoteliais recém-formadas.

No campo da biologia molecular, o estudo dos efeitos biolégicos do NO
aguarda pesquisas que definam melhor quais citocinas e outros mediadores
celulares estao envolvidos nesse processo.

Os efeitos tardios da administracdo de NO exégena, mesmo considerando
que sua liberagcdo tecidual ocorre em minutos, ainda carecem de melhor
explicagéo cientifica. Ainda nessa linha de raciocinio, Riccio et al (2009) testaram
in vitro gel incorporado com S-nitrosotidis, que tem a propriedade de lenta
liberacao da molécula (102). Os efeitos bioldgicos dessa composi¢cdo ainda nao

foram testados.
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6. Conclusoes
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O recobrimento com PVA e PVA contendo GSNO modifica a reacao
tecidual as telas de PP monofilamentar implantadas no subcutdaneo de ratas

adultas, das seguintes formas:

a- O recobrimento com PVA contendo GSNO na concentragdo de 1 mM
resulta, apés 21 dias, em redugcdo do edema na superficie do
implante,.

b- O recobrimento com PVA isolado ou contendo GSNO na concentragdo
de 1 mM associa-se, apés 21 dias, com angiogénese significativa.

c- Nao ha diferencas significativas da deposicédo colagena ao se recobrir
as telas de PP monofilamentar com polimeros eluidores de GSNO.
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8.1- Parecer do Comité de Etica

CEEA/Unicamp
P —

Comissio de Etica na Experimentagdo Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1590-1, sobre “Efeitos do recobrimento de

telas de polipropileno _monofilamentar com polimeros incorporados com
substincia doadora de 6éxido nitrico na integracdo tecidual quando

implantadas no tecido subcutineo de ratas adultas”, sob a responsabilidade
de Prof. Dr. Cassio Luiz Zanettini Riccetto / Alessandro Corréa Prudente dos
Santos, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéo Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal — CEEA/Unicamp

em 15 de setembro de 2008.

CERTIFICATE

, is in

We certify that the protocol n® 1590-1, entitled "
agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of

Campinas - Unicamp) on September 15, 2008.

Campinas, 25 de setembro de 2008.

,

LY NRWEN -
Profa. [Q?/A{gé Mgria A. Guaraldo Fatima AIO%S}/
e xecutiva

Preside Secretaria

CEEA - Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http://mww.ib.unicamp.br/ceea/
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9 1- Tabelas de avaliacao das variaveis do processo inflamatorio nas ratas

eutanasiadas aos 2 dias

Infiltrado inflamatério apés 2 dias (p= 0,1022)

N MEDIA DP MEDIANA 1C95% Q25% Q75%
CONTROLE 10 1,33 0,49 1 0,22 1 2
PVA 5 1,89 0,78 2 0,36 1 2
PVP 5 1,60 0,55 2 0,36 1 2
GSNO1/PVA 5 1,68 0,41 1,80 0,36 1,60 2,00
GSNO1/PVP 5 1,80 0,45 2 0,39 2,00 2,00
GSNO10/PVA 5 1,96 0,36 2 0,31 2,00 2,00
GSNO10/PVP 5 1,20 0,45 1 0,39 1,00 1,00

N= numero de campos / DP: Desvio Padrao / IC 95%: Intervalo de confianga de

95% / Q= quartil

Edema apés 2 dias (p= 0, 7438)

N MEDIA DP MEDIANA IC95% Q25% Q75%
CONTROLE 10 1,94 0,73 2 0,34 1,25 2
PVA 5 1,78 0,67 2 0,44 1 2
PVP 5 2,20 0,45 2 0,39 2 2
GSNO1/PVA 5 2,04 0,64 2 0,56 2 2
GSNO1/PVP 5 2,20 0,45 2 0,39 2 2
GSNO10/PVA 5 2,44 0,52 2,20 0,45 2 3
GSNO10/PVP 5 2,20 0,84 2 0,73 2 3

N= numero de campos / DP: Desvio Padrédo / IC 95%: Intervalo de confianga de

95% / Q= quartil

Angiogénese apos 2 dias (p= 0, 3021)

N MEDIA DP MEDIANA IC95% Q25% Q75%
CONTROLE 10 1,39 0,61 1 0,28 1 2
PVA 5 1,33 0,71 1 0,46 1 2
PVP 5 1 0,71 1 0,62 1 1
GSNO1/PVA 5 1,56 0,55 1,60 0,49 1 2
GSNO1/PVP 5 1,80 0,84 2 0,73 1 2
GSNO10/PVA 5 1,44 0,88 1 0,77 1 1,20
GSNO10/PVP 5 0,80 0,45 1 0,39 1 1

N= numero de campos / DP: Desvio Padrédo / IC 95%: Intervalo de confianga de

95% / Q= quartil
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9.2- Tabelas de avaliacao das variaveis do processo inflamatorio nas ratas

eutanasiadas aos 21 dias

Infiltrado inflamatério apés 21 dias (p= 0, 1141)

N MEDIA DP MEDIANA 1C 95% Q25% Q75%
CONTROLE 10,00 1,80 0,76 2,00 0,21 1,00 2,00
PVA 5,00 2,28 0,54 2,00 0,21 2,00 3,00
PVP 5,00 1,76 0,56 2,00 0,27 1,00 2,00
GSNO1/PVA 5,00 2,12 0,33 2,2 0,29 2 2,4
GSNO1/PVP 5,00 2,28 0,61 2,4 0,53 2 2,6
GSNO10/PVA 5,00 2,12 0,52 2,2 0,45 1,8 2,6
GSNO10/PVP 5,00 2,12 0,23 2,2 0,20 2 2,2

N= numero de campos / DP: Desvio Padrédo / IC 95%: Intervalo de confianga de

95% / Q= quartil

Edema apés 21 dias (p= 0, 03281)

IC

N MEDIA DP MEDIANA 95% Q25% Q75%
CONTROLE 10,00 1,88 0,85 2,00 0,24 1,00 2,75
PVA 5,00 1,64 0,70 2,00 0,27 1,00 2,00
PVP 5,00 1,76 0,56 2,00 0,27 1,00 2,00
GSNO1/PVA 5,00 1,28 0,50 0,89 0,44 1,40 1,60
GSNO1/PVP 5,00 1,76 0,59 1,40 0,52 1,60 2,00
GSNO10/PVA 5,00 1,68 0,72 1,40 0,63 1,40 2,20
GSNO10/PVP 5,00 1,68 0,33 1,60 0,29 1,40 1,80

N= numero de campos / DP: Desvio Padrédo / IC 95%: Intervalo de confianga de

95% / Q= quartil

Angiogénese apos 21 dias (p= 0, 02923)

N MEDIA SD MEDIANA IC95% Q25% Q75%
CONTROLE 10,00 1,04 0,83 1,00 0,23 0,00 2,00
PVA 5,00 1,68 0,63 2,00 0,25 1,00 2,00
PVP 5,00 1,41 0,87 2,00 0,41 1,00 2,00
GSNO1/PVA 5,00 1,72 0,44 1,60 0,38 1,60 1,80
GSNO1/PVP 5,00 1,16 0,83 1,60 0,73 0,60 1,60
GSNO10/PVA 5,00 1,56 0,52 1,60 0,45 1,40 1,80
GSNO10/PVP 5,00 1,04 0,48 0,80 0,42 0,80 1,20

N= numero de campos / DP: Desvio Padrédo / IC 95%: Intervalo de confianga de

95% / Q= quartil
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9.3- Avaliacao das fibras colagenas nas ratas eutanasiadas aos 21 dias

Fibras Colagenas apods 21 dias

N MEDIA DP MEDIANA MINIMO MAXIMO p valor
CONTROLE 4 20,7 45 19,6 17 26,6
PVA 3 2679 75 27,1 17,1 34,3 0,25
PVP 3 32,2 10,1 30,2 23,3 43,1 0,25
GSNO1/PVA 4 33,1 59 31,6 28,2 41 0,34
GSNO1/PVP 4 254 11,3 22,5 15 41,4 0,34
GSNO10/PVA 3 226 3,8 21,8 19,3 26,7 0,25
GSNO10/PVP 4 29,3 10,4 26,2 20,5 44,3 0,40

N= nUmero de animais / MEDIA: Média DP: Desvio Padrao
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