PN

Y
UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
Faculdade de Ciéncias Médicas

INFLUENCIA DA MEMBRANA DE COLAGENO SUINO PURIFICADO
NA INTEGRACAO TECIDUAL DE TELAS DE POLIPROPILENO
IMPLANTADAS EM RATAS

Luiz Carlos Maciel

Tese de Doutorado apresentada a Pos-
Graduacao de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas —
Unicamp para obtengéo de Titulo de
Doutor em Ciéncias, area de
concentracao em Fisiopatologia Cirurgica.
Sob orientacao do Prof. Dr. Cassio Luis
Zanettini Riccetto e Co-orientacdo do
Prof. Dr. Benedicto de Campos Vidal.

Campinas, 2011



LUIZ CARLOS MACIEL

INFLUENCIA DA MEMBRANA DE COLAGENO SUINO
PURIFICADO NA INTEGRAGCAO TECIDUAL DE TELAS DE
POLIPROPILENO IMPLANTADAS EM RATAS

Tese de Doutorado apresentada a Pos-
Graduacdo da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de
Campinas para obtencdo do Titulo de
Doutor em Ciéncias, area de concentracao
em Fisiopatologia cirurgica

ORIENTADOR: Prof. Dr. Cassio Luis Zanettini Riccetto
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Benedicto de Campos Vidal

UNICAMP
2011



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR .
ROSANA EVANGELISTA PODEROSO - CRB8/6652 - BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS
UNICAMP

Maciel, Luiz Carlos, 1967 -

M187i Influéncia da membrana de colageno suino purificado
na integracao tecidual de telas de polipropileno
implantadas em ratas. / Luiz Carlos Maciel. -- Campinas,
SP :[s.n.], 2011.

Orientador : Céssio Luis Zanettini Riccetto

Coorientador : Benedicto de Campos Vidal

Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Prolapso de 6rgédo pélvico. 2. Telas cirurgicas. 3.
Fatores hospedeiros de integragéo. 4. Colageno. |.
Riccetto, Cassio Luis Zanettini. Il. Vidal, Benedicto de
Campos. lll. Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas. IV. Titulo.

Informacoes para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Purified porcine collagen membrane modulates integration of
polypropylene mesh implant in rat model

Palavra-chave em inglés:

Pelvic organ prolapse

Surgical mesh

Integration host factors

Collagen

Area de concentracao: Fisiopatologia Cirlirgica
Titulacao: Doutor em Ciéncias da Cirurgia
Banca examinadora:

Cassio Luis Zanettini Riccetto [Orientador]
Benedicto de Campos Vidal [Coorientador]
Fabio Lorenzetti

Sidney Glina

Marcelo Lopes de Lima

Viviane Hermann Rodrigues

Data da defesa: 31-05-2011

Programa de Pés-Graduacao: Faculdade de Ciéncias Médicas



Curso de Pés-Graduacdo em Ciéncias da Cirurgia da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 31/05/2011




Dedico este trabalho...

A Patricia, minha esposa, que soube compreender e

incentivar este sonho.

Aos nossos filhos Gabriela e Lucas, que vieram encher

de luz e felicidade a vida de nossas familias.

A minha mde, Conceicdo, pela sua inesgotavel dedicagdo

aos filhos e aos netos.

A minha irma, Luciana, pela inspiragdo vinda de sua luz.



Agradecimentos

Ao Prof. Dr. Paulo César Rodrigues Palma por todas as oportunidades que me

ofereceu.

Ao Prof. Dr. Cassio Luis Zanettini Riccetto pela dedicagdo e paciéncia na confecgdo
desta pesquisa e elaboaracdo da tese, assim como por todas as oportunidades que me

Joram oferecidas.

Ao Prof. Dr. Benedicto de Campos Vidal pelas licoes de vida, coragem e pensamento

positivo, exemplo a ser seguido por todos.
Ao Prof. Dr. Deomir Germano Bassi pelo incentivo e confianca.
Ao Prof. Dr. Sidney Glina, amigo e incentivador.

Aos amigos de trabalho: Alberto Kalil Kobbaz, Frederico Vilela de Oliveira e Gustavo

Notari de Moraes.

Aos funciondrios do Nicleo de Medicina e Cirurgia Experimental da Unicamp pela

paciéncia e ajuda dedicada durante toda a fase inicial deste projeto.
A Sueli Chaves pela colaboragdo na editoracdo da tese..

A todos aqueles que em algum momento da minha vida contribuiram pela construgdo

do conhecimento adquirido ao longo dos anos.

Aos funciondrios da Diretoria de Apoio Didadtico, Cientifico e Computacional da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas pelo auxilio na

documentagdo fotogrdfica, editoracdo e preparagdo dos diapositivos.



EPIGRAFE

“Bom mesmo é ir a luta com determinacgdo, abragar a vida
com paixdo, perder com classe e vencer com ousadia, porque
o mundo pertence a quem se atreve e a vida é “muito” pra ser

insignificante”

Charles Chaplin

Vi



Sumario

RESUMIO c.cnneaaaannnnnneiiiiinniiiiinenincsneiisssnsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses xii
SUIIATY ..oeneennneeirinvirineiiereirinrieesessessssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssasssns xiv
LIRIFOAUCAO c..nnennnnenennnannennnercnnensreeesnssesessssssssssssssssassssssssasssssssssssssssssassssssssassssss 16
2.ODJOUIVO..ceneeeeneeeccneeeccreeeccreeecseeecnaeeessseessssessssseesssssssssessssseessssesssssesssssassssssssssassssassssnns 24
OBIETIVO GERAL ...cuttiitiittieiteett ettt ettt ettt ettt esbt e s bt e sat e et e e b e e bt e sbeesbtesatesabesabeebeebeenne 24
3. MateriQl @ MELOAOS ..........uuneeueeoonneencnereanennnnerisnsnessnesesssssessssssssssssssssssssssssssssssassssnns 25
31 AMOSTRA ...ttt ettt ettt et et et e s bt s bt e a ettt et e e bt e sbe e sht e eate et e be e be e bt e naee 25
3.2. PREPARO DAS TELAS ...couttiitetienttentte st eite et et et esttesbtesateeate e be e bt e sbeeshtesatesabesabeenbeenbeenns 26
3.3. ANESTESTAS EPREPARO ......ceiittiitentieniienite et eteebtesttesitesateeate e bt e bt e sbeesbtesatesabesabeebeenbeenas 29
3.4. DESCRICAO DO PROCEDIMENTO ......cccuvtiieiiuiiieeeiirreeeeitreeeeesseeeeessseeessssssesssssseesssesesnssens 29
3.5. COMPOSICAO DOS GRUPOS DE ESTUDO E RE-OPERACAOQ ......cceeeeviieriieeiieeeieeeeiree e 34
3.6. ANALISE MICROSCOPICA .......ccuieuieiieiieeieiesteeteseeseessesseessessasseessessesssessessesssassessssssessenseenss 37
. RESUILAAODS ...neeeneeneeeeneeecneeecneiecneeecsaeeessaeeessseessssesssssesssssssssssssssssesssssssssssssssssssssnssssnns 40
4.1. 7° DIA DE POS-OPERATORIO ......ccueeieiietienienieeieetesstesesseessesesseessessesssessessesssessesssensessessens 40
4.2. 14° DIA DE POS-OPERATORIO........cccoeriieieenieniieeetesstesesseessesesseessessesssessesseessessesssensessesssens 49
4.3. 28° DIA DE POS-OPERATORIO .......ccuteuiriitiienienienieneeseesessessessessesteseeseeseasessessensesseseeseesessenses 57
S.DISCUSSAO c.uueeeeneereerereeeeneeeesessssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssnns 67
5.1. CONSIDERACOES SOBRE PROLAPSOS PELVICOS E ENVELHECIMENTO .......cccovevueeirneennens 67

vii



5.2. CONSIDERACOES SOBRE 0S FUNDAMENTOS DO TRATAMENTO CIRURGICO ATUAL DOS

PROLAPSOS PELVICOS .....cuviitievieitieteetieteetesteeseessesteessesseeseessesseessesseessessesssessesseessessesseenses 68
5.3. CONSIDERACOES SOBRE A INTEGRACAO DOS IMPLANTES SINTETICOS E BIOLOGICOS .....71

5.4. CONSIDERACOES SOBRE O EMPREGO DE BIOMEMBRANAS NAS CIRURGIAS

RECONSTRUTIVAS ...t ssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssnssssnnsssssssnsnssnnsnnnnns 73
B. COTCIUSDS.u.nnnaeeeeeeennnnneeeeeeeeeneeeeseeereeeressessssssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessne 79

7. Referéncias BiDIOGTAfICAS .............ueeeeeueeeerueeeerueeeeseeecssaeecsseeessssesssssssssssssssssssssnssssnssssss O0

viii



BMSS
CEEA
CEMIB
IB
FDA
MEC
SIN

Simbolos, Siglas e Abreviaturas

Biomembrana de submucosa intestinal suina
Comité de Etica em Pesquisa com Animais
Centro Multidisciplinar para Investigacao Biolégica
Instituto de Biologia

Food and drug administration

Matriz extracelular

Sistema de Implantes



Figura: 1
Figura: 2
Figura: 3
Figura: 4

Figura: 5
Figura: 6
Figura: 7
Figura: 8

Figura: 9

Figura: 10

Figura: 11
Figura: 12
Figura: 13
Figura: 14
Figura: 15

Figura: 16

Lista de Figuras

Biomembrana de colageno suino
Local do implante no abdome do animal

Tela de polipropileno a microscopia optica

Tela de polipropileno revestida com a BMSS a microscopia 6ptica

Pecas cirurgicas em monobloco

Esquematizacao da birrefringéncia

Proliferacido vascular

BMSS revestindo a tela de polipropileno e o infiltrado inflamatério

BMSS revestindo a tela de polipropileno com a birrefringéncia
compensada

BMSS revestindo a tela de polipropileno coma birrefringéncia nao
compensada

Fio da tela de polipropileno sendo encapsulado
Células gigantes

Presenca de fibroblastos

Infiltrado linfomonocitério

Infiltrado inflamat6rio proximo a BMSS

Congestéao e dilatagao vascular

Pagina
28
30
32
33

35
39
41
42
43

44

46
47
48
50
51
52

Lista de Figuras

X



Figura: 17
Figura: 18
Figura: 19
Figura: 20
Figura: 21
Figura: 22
Figura: 23
Figura: 24

Figura: 25
Figura: 26

Figura: 27

Envolvtério fibroblastico e células gigantes

Envoltorio fibroblastico

Tecido mixomatoso ao redor do fio da tela de polipropileno
Proliferacao fibroblastica, birrefringéncia ndo compensada
Birrefringéncia da proliferagao fibroblastica

Neoformagéao vascular

Granuloma de corpo estranho

Envoltério linfomonocitario encapsulando o fio da tela de
polipropileno

Reducao do infiltrado linfomonocitario
Célula gigante

Célula gigante

54
55
56
58
59
60
61
63

64
65
66

Lista de Figuras

Xi



Resumo

Introducao: O aumento da expectativa de vida elevou o risco da necessidade de
cirurgia para o tratamento dos prolapsos de érgaos pélvicos (PO) em mulheres,
principalmente no periodo pdés-menopausa. Os disturbios ocasionados pelos POP
afetam a qualidade de vida, ao estabelecer alteracdes na sexualidade, funcao
urinaria e intestinal. Neste cenario, o uso das telas ganhou popularidade. Embora
as telas de polipropileno sejam consideradas um bom material para restaurar o
assoalho pélvico, diminuindo o tempo cirdrgico e a dor pés-operatéria, existem
preocupacoes quanto a infeccdo e exposicdo da tela. Objetivos: Estudar as
caracteristicas da deposicao colagena associada aos implantes subcutaneos de
telas de polipropileno revestidas por biomembrana de coladgeno de submucosa
intestinal suina (BMSS) em ratas, e descrever as caracteristicas da reacdo
inflamatéria local. Material e Métodos: 30 ratas fémeas foram divididas em trés
grupos conforme a data de eutanasia (7% 14°% e 28° pds-operatorio). Foram
implantadas no subcutaneo abdominal destes animais um segmento de tela de
polipropileno revestida com coldgeno a direita e outro segmento de tela nao
revestida no lado esquerdo. O material foi fixado em HE e analizado no
microscépio de polarizacao Olympus BX51 e acoplado ao software image Pro plus
6.0 para estudar as propriedades anisotropicas do colageno e as caracteristicas

da reacao inflamatoria local. Resultados: 7°PO: A biomembrana induziu intensa
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proliferacdo vascular, vasodilatacdo, infiltracdo de linfocitos e proliferacéo
fibroblastica. No subgrupo da tela de polipropileno isolada notaram-se predominio
de células com aspecto histiocitario e células gigantes. 14°PO: No subgrupo da
biomembrana persistiu o infiltrado predominantemente linfocitario semelhante ao
7°PO. Nao ocorreram alteragbes expressivas na intensidade da deposicdo
colagena, persistiu o0 aspecto de congestdo vascular. No subgrupo do
polipropileno isolado, observou-se alguma proliferacdo fibroblastica em torno dos
filamentos de polipropileno, além de células gigantes achatadas pelo envoltério de
colageno e fibroblastos, mantendo pouco infiltrado linfocitario, em relacéo a tela
recoberta pela biomembrana. 28° PO: No subgrupo da biomembrana de colageno
observou-se intensa deposicao coldgena com diminuicao do infiltrado linfocitario e
presenca de mononucleares histiocitarios. No subgrupo da tela de polipropileno
isolada evidenciaram-se células gigantes as quais apresentavam tendéncia de
envolver o polimero, além de menor infiltrado fibroblastico em comparacdo ao
grupo recoberto com a biomembrana. Conclusao: A tela de polipropileno
revestida pela BMSS evidenciou resolucdo precoce da inflamagdo, melhor
neoangiogénese e deposicao coldgena melhor organizada do que a tela néo
revestida. Isto pode representar um vantagem em segmentos clinicos se estes

resultados experimentais puderem ser reproduzidos em outros estudos.
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Summary

Introduction: The raise of expectance of life has brought an increase of women
which will underwent pelvic organ prolapse (POP) surgery, mainly in the post
menopause period. The distress caused by POP affects women’s quality of life, as
it alters their sexuality, urinary and bowel functions. In this scenario, the use of
meshes is gaining popularity worldwide. Although polypropylene mesh (PM) is
considered a good material to restore the pelvic floor, decreasing operative time
and post-operative pain, there are concerns about infection and vaginal mesh
exposure. Objetives: To study the characteristics of collagen deposition related to
covering subcutaneous implants of monofilament polypropylene mesh in rats with
purified suine collagen biomembrane and to describe the characteristics of the
local inflammatory reaction. Methods: Thirty female rats were shared in three
groups according to the euthanasia’s day (79; 14°, 28° post-operative day).
Polypropylene meshes were implanted at abdominal subcutaneous, on the right
side the mesh covered by a collagen biomembrane and on the left side a non
covered PM. The material were stained with HE and analyzed with Olympus BX51
polarized microscope and image Pro plus 6.0 software to study the collagen
anisotropic properties and inflammatory reaction. Results: In the 7° PO the CM

group showed vascular proliferation and intense infiltration of lymphocytes and
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fibroblasts. The PM without CM group presented a intense histiocytary infiltrate and
a mild fibrosblastic reaction and angiogenesis. At the 14° PO, the group A
maintained a similar lymphocytic infiltrate which was observed at the 7° PO,
without expressive alterations in the degree of fibroblastic reaction and collagem
deposition. In the group B, there was a intense fibroblastic reaction surrounding the
PM. Also, there were multinucleated giant cells crushed by a wrap of collagen and
fioroblasts. In the 28° PO, the group A revealed an intense fibroblastic reaction
process and collagen deposition. In contrast, in the group B, it is observed that the
multinucleated giant cells tried to wrap up the polypropylene, and there were a
decrease of fibroblastic reaction in comparison to the PM with CM group.
Conclusions: PM covered with a purified porcine collagen membrane showed
earlier resolution of inflammatory reaction, better neoangiogenesis and more
organized host collagen deposition than in pure PM. This can represent an
advantage in clinical setting if these experimental results proved to be reproducible

in other trials.
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1.Introducao

Os avancos da medicina contemporanea ampliaram a expectativa de vida
das mulheres além da oitava década, permitindo que desfrutem de vidas longas e
produtivas. Isso resulta numa grande populagao feminina que vivera por mais de
trinta anos apds a menopausa, gerando, assim, novas doencas e questdes de
saude publica (1,2,3). Entre os problemas a considerar, encontram-se o0s
prolapsos vaginais, que possuem prevaléncia e incidéncia maiores com o decorrer
da idade. Estima-se que, entre mulheres adultas relativamente saudaveis com
sessenta anos ou mais, cerca de um terco possuem algum grau de prolapso

vaginal (1,2,4).

Os prolapsos de 6rgaos pélvicos (POP) decorrem do enfraquecimento das
estruturas de sustentagcdo dos 6Orgaos pélvicos, os quais determinam varias
anormalidades clinicas. Os defeitos das estruturas de sustentacdo podem ser
classificados de acordo com sua localizacao anatémica em anormalidades da
parede vaginal anterior (cistocele), defeitos apicais (prolapso uterino e ou da
cUpula vaginal e a enterocele); e anormalidades da parede posterior (retoceles e

rupturas perineais) (1,2,3,5).
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As anormalidades clinicas causadas pelo relaxamento pélvico
compreendem incontinéncia urinaria, infeccao urinaria (por acumulo residual de
urina), sintomas associados as disfungcbes miccionais (disuria, urgéncia,
frequéncia), sensacao de pressao vaginal, plenitude retal, evacuacado incompleta,
dor lombar baixa, dispareunia, incontinéncia de fezes ou gases, leucorréia,
menometrorragia, ulceragdes da parede vaginal, entre outras; ou seja, alteracdes
na sexualidade, na miccao e na evacuacgao (1,3). Tais sintomas aparecerdo em
maior ou menor gravidade dependendo do tipo de prolapso e do estagio em que

este se encontra.

Varios mecanismos levam a prolapsos vaginais. A diminuicdo dos niveis
de estrogenos, o enfraquecimento da musculatura pélvica e periuretral associadas
ao aumento da idade, podem predispor aos prolapsos. O hiato vaginal € uma area
de fraqueza potencial. O enfraquecimento dos segmentos pubococcigeo e
puborretal dos musculos elevadores do anus, seja devido ao nascimento
traumatico ou as alteracdes evolutivas, amplia o hiato urogenital e transforma essa
area potencial de fraqueza em uma falha verdadeira. Se houver lesdo ou
enfraquecimento simultdneo da fascia endopélvica (ligamentos uterossacrais e
cardinal, fascias retovaginal e pubocervical), a pressao intra-abdominal elevada
acarretara aos poucos o prolapso de utero, cistocele, prolapso vaginal posterior e

enterocele (1,2,3,5,6).

O POP anterior é causado pelo estiramento, enfraquecimento ou
laceracao propriamente dita da regido central da fascia pubovesicocervical ou no

nivel de sua insergdo no arco tendineo do musculo elevador do anus. A retocele é
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uma hérnia da parede vaginal posterior causada pela ruptura dos tecidos
conjuntivos fibrosos (fascia retovaginal), situados entre o reto e a vagina. O
prolapso uterino € a descida do utero pelo canal vaginal, condicdo devida as
falhas nas estruturas de sustentacdo do utero e vagina, incluindo ligamentos
uterossacrais, complexo do ligamento cardinal e tecido conjuntivo da membrana

urogenital (1,2,3,5,6).

Diversos tratamentos cirurgicos ja foram descritos com o intuito de curar
0os prolapsos vaginais. Contudo, a eficacia destes métodos nao tem sido
satisfatéria. A maioria dos procedimentos é baseada em técnicas de correcao
exclusivamente com suturas. Estudos demonstraram que tais técnicas, apesar de
eficazes por determinado periodo de tempo, apresentam altas taxas de
recorréncia apds seguimento prolongado (1,7,8,9). Ademais, muitas vezes,
corrigem o defeito, mas ndo os sintomas, como de incontinéncia e dispareunia
(1,8). Assim, s&do descritas taxas de recidiva do prolapso anterior de cerca de 60%
apds a colporrafia anterior, e de 20% apds a colpossuspensado de Burch, apesar
de este ultimo apresentar elevada taxa de sucesso inicial (85%) (7). Da mesma
forma, apesar do reparo paravaginal apresentar sucesso de 67% a 100% (10),
complicagdes significativas foram descritas como obstrucao ureteral bilateral,
hematoma retropubico, abscessos vaginais, necessidade de transfusédo
emergencial, entre outros (11). Também sao altas as taxas de recorréncia dos
prolapsos e complicacdes apo6s sacroespinhosopexia (8), assim como na
abordagem transanal das retoceles, que pode comprometer esfincter anal e levar

a incontinéncia de gases e fezes, dor anal, estreitamento retal e fistulas
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retovaginais (12). A colporrafia posterior, também muito empregada, pode
associar-se com taxas de recorréncia de 18% a 24% apdés um ano do

procedimento (13).

Desta forma, diante do exposto, ndo existe na atualidade técnica baseada
em suturas, que tenha eficacia suficiente para promover cura total e duradoura

dos prolapsos vaginais.

Tendo em vista os limites das cirurgias tradicionais em restaurar a
anatomia e funcdo dos 6rgaos pélvicos nos prolapsos vaginais, o uso de telas
para reconstrucdo do suporte das visceras pélvicas em prolapsos acentuados vem
sendo estudado. Varios estudos sugeriram vantagens do emprego de telas nos
prolapsos anteriores acentuados (14,15,16,17,18,19). Contudo o Food and Drug
Administration recebeu entre os anos de 2005 a 2008 mais de 1.000 comunicados
de complicacbes relacionadas as telas de polipropileno produzidas por nove
diferentes empresas (20). Em uma recente revisdo sobre a correcao transvaginal
dos prolapsos pélvicos com telas de polipropileno, a taxa de exposicao da tela no
pds-operatorio foi 10,2% em 127 pacientes operadas, entretanto os relatos na
literatura variam de 3,8% a 25% (10,11,12,15,16,17,18,21). Apesar disso, 0s
estudos sugerem que o uso de préteses esta associado com menor tempo

cirargico e melhor resultado anatémico (10,11,12,15,17,19).

O emprego de préteses para tratamento dos prolapsos vaginais seja de
forma isolada ou combinada com os procedimentos cirdrgicos tradicionais tem

diminuido, consideravelmente, a taxa de recorréncia e de persisténcia dos
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sintomas no pos-operatério (8). Em um estudo de 1996 envolvendo mulheres que
ja haviam realizado duas ou mais cirurgias reparadoras sem sucesso, € que foram
submetidas ao reparo do prolapso com tela de polipropileno (Marlex®), evidenciou-
se reducao da recidiva reportada na literatura de 33% para 0% (22). Em pacientes
que sé realizaram colporrafia anterior, quando comparadas com outras que
realizaram colporrafia anterior associada com o implante de tela de poligalactina, a
taxa de sucesso no segundo procedimento foi de 75% e superior a do primeiro
(57%). Na colporrafia posterior com ou sem tela de poligalactina, a diferenca da
taxa de recorréncia entre os grupos foi de 24%, a qual foi favoravel ao grupo no

qual a protese foi utilizada no tratamento (23).

Dentre os véarios materiais sintéticos e autélogos propostos até o presente,
a tela de polipropileno tem sido o mais aceito, com base nos resultados clinicos,
que tém evidenciado boa biocompatibilidade, do ponto de vista da resposta do
hospedeiro a prétese, a qual, de maneira geral, € pouco exudativa, e sem
evidéncias de respostas imunoldgicas clinicamente relevantes (24,25). Ademais, o
polipropileno tem sido empregado no tratamento cirurgico das hérnias abdominais
h& varios anos, sem evidéncias de reagdes tardias ao material ou de efeitos
carcinogénicos (26,27,28,29). Uma variedade préteses de polipropileno vem
sendo usadas para o tratamento dos prolapsos vaginais anteriores e posteriores
com taxas de sucesso que variam de 75% a 100% (30,31,32,33). As proteses
utilizadas modernamente sdo todas confeccionadas com trangamento

monofilamentar e com macroporos e diferem uma das outras quanto a sua

Introducao 20



configuragdo, local e maneira como sdo ancoradas aos tecidos pélvicos

(34,35,36,37).

Estudos concluiram que o uso do polipropileno para o tratamento do
prolapso vaginal é altamente efetivo e relativamente seguro. Permitem a reducéo
da duracéao do ato cirdrgico, sem o risco de transmissdo de doencas dos enxertos

biologicos e apresentam resultados anatémicos superiores (17,30,31,32,33,38,39,40).

Estudos demonstraram taxa de sucesso de 91% no uso das telas de
polipropileno no reparo transvaginal/transperineal de prolapso vaginal posterior
(33,40,41,42). Em outro estudo confirmou-se que o0 uso da tela de polipropileno
associada a um sling foi um tratamento eficiente para reparo do prolapso vaginal

anterior (43).

As pacientes submetidas a colporrafia anterior, suspensao sacroespinhal,
colporrafia posterior e histerectomia associados ao uso de telas de polipropileno
relataram, no pds-operatorio, alta taxa de satisfacdo com o resultado cirurgico
(96%) e durante o seguimento ndo apresentaram recorréncia do problema com

melhora significativa da qualidade de vida (33,39,40,41,42).

Todavia, apesar dos resultados promissores apresentados com o uso das
préteses de polipropileno no tratamento dos prolapsos vaginais, ha problemas
potenciais com sua utilizagdo no perineo feminino. A literatura demonstra
claramente maior risco de complicacdes locais da cirurgia tais como a erosao da
uretra e/ou tecidos vizinhos, extrusdo/exposicdo da tela na parede vaginal,

dispareunia, infeccao da protese, dor e sangramento vaginal. (8,15,30,31,32,33,
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44 45 ,46). Além do perineo e vagina, ha descricoes de complicagdes relacionadas
a reacao inflamatéria desencadeada pela tela de polipropileno quando esta é
implantada em outros sitios anatémicos, tais como o risco de obstru¢gao do canal

deferente, quando empregada para correcao de hérnia inguinal (47,48).

Como os problemas com telas sédo relativamente frequentes e podem
determinar a necessidade de remocado da prétese em decorréncia de infeccao
secundaria, a qual pode advir da extrusdo/exposicdo da tela, justifica-se o
desenvolvimento de estratégias que possibilitem reduzir estes eventos na parede

vaginal.

Testes iniciais em cultura de fibroblastos mostraram que estas células
reconhecem e aderem-se as fibras de colageno obtido de material heterélogo
(submucosa intestinal suina). Tais qualidades suportam a hipbétese de que uma
membrana bioldégica possa ser usada como um arcabouco junto a tela de
polipropileno (49,50). A biomembrana processada a partir de submucosa intestinal
de suinos tem sido empregada no tratamento de algumas doencas, tais como
lesbes ortopédicas, enduratio penis, lesdes axonais, incontinéncia urinaria de

esforco e também prolapsos genitais (45,51,52,53,54,55).

Com fundamento no que tem sido reportado na literatura, a proposta de
revestir a tela de polipropileno com a biomembrana de submucosa intestinal suina
(BMSS) para modular a fase inicial da integragcdo da protese ao hospedeiro,
possibilitando a melhor incorporacdo da tela aos tecidos circunvizinhos surge

como uma proposta de evolugdo dos materiais cirurgicos.

Introducdo 22



A composicdo da BMSS e sua supra-organizacao estrutural a torna
qualificada para favorecer a adesividade plaquetaria e hemostasia primaria local.
As plaquetas aderidas liberam fator de crescimento para fibroblastos e fatores
estimulantes da angiogénese (56,57). Dessa forma, € possivel postular que o
revestimento de telas sintéticas pela BMSS aprimore as reagdes proliferativas do

reparo tecidual e, assim, contribua para sua adaptacdo biolégica e funcional.
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2.0bjetivo

Objetivos

Estudar a influéncia do recobrimento com biomembrana de colageno suino
sobre a integracao de telas de polipropileno monofilamentar no tecido subcutaneo
de ratas adultas.

Avaliar a organizacado supramolecular da deposicao colagena em torno das
telas recobertas em relacdo as telas implantadas isoladamente, por meio de

microscopia Optica e de polarizacao.

Descrever, de forma qualitativa, as caracteristicas da reacao inflamatéria

em torno das telas recobertas em relacdo as telas implantadas isoladamente.
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3. Material e Meétodos

O presente estudo foi desenvolvido no Nuacleo de Medicina e Cirurgia
Experimental (Laboratério de Biomaterais em Urologia) e Laboratério de Biologia
do Colageno tipo | e Il e Laboratério de Anisotropias Opticas de Biopolimero do
Departamento de Anatomia, Biologia Celular e Fisiologia e Biofisica do Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de Campinas-Unicamp, apds aprovagcao da
Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal, Comité de Etica em Pesquisa com
Animais do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (CEEA-IB-

Unicamp), conforme protocolo 1336-1.

3.1. Amostra

Nas dependéncias do Nucleo de Medicina e Cirurgia da Unicamp, foram
operadas 30 ratas Large Wistar, fémeas, brancas, pesando entre 290g e 430g,
com trés meses de idade, periodo este em que os animais ja se tornaram adultos
e, portanto capazes de reproduzir (58). Todos os animais foram fornecidos pelo
Centro Multidisciplinar para Investigacao Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais

de Laboratério da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB-Unicamp).
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3.2. Preparo das telas

As telas foram preparadas no Laboratério de Biologia do Colageno tipo | e |l
e Laboratério de Anisotropias Opticas de Biopolimero do Departamento de
Anatomia, Biologia Celular e Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia da

Universidade Estadual de Campinas-Unicamp.

As biomembranas de colageno suino empregadas no estudo foram
sintetizadas e preparadas no Laboratério de Biologia do Colageno tipo | e Il e
Laboratério de Anisotropias Opticas de Biopolimero do Departamento de
Anatomia, Biologia Celular e Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas-Unicamp, conforme processo desenvolvido
neste laboratério (SIN — Sistema de implantes, Patente numero: 18090033649,
registrado com o numero PlI0902410-7). Apds ter sido submetida a processos
enzimaticos e de descelularizacdo, a biomembrana apresenta apenas
componentes da matriz extracelular (MEC) que compde a submucosa intestinal
suina (Figura 1). Dentre esses componentes predominam os diferentes tipos de
colagenos (mais abundantes o tipo ) e glicosaminoglicanos (condroitim sulfato,
heparina, heparan, sulfato e 4&cido hialurbnico), fatores de crescimento,

proteoglicanos e glicoproteinas nao-colagénicas (59,60,61).

A partir de telas de polipropileno monofilamentar com macroporos
(Prolene® Mesh Ethicon®©, inc; lote numero: RMEO77) medindo 15cm por 15cm,
foram confeccionados segmentos de 1,5cm por 1,5cm. Trinta unidades foram
processadas de forma que suas duas faces fossem cobertas com um segmento

de biomembrana de colageno suino medindo 1,5cm por 1,5c¢cm por 0,1cm de
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espessura. Obteve-se a fixacdo destas membranas por meio do uso de um
preparado de colageno porcino produzido no mesmo laboratério. Todo o material a
ser implantando foi acondicionado em envelopes plasticos individuais e
esterilizado com radiacdo Gama. Nao foi empregada antibioticoprofilaxia nos

procedimentos cirurgicos.
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Figura 1. Camada unica de biomembrana de submucosa intestinal suina. Visdo por
microscopia eletrénica. No canto inferior a esquerda visao macroscopica da biomembrana
de submucosa intestinal suina (BMSS), sobre um fundo azul (Sony alfa 100, lente 70 mm,

/5,6, velocidade ISSO-400).
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3.3. Anestesias e preparo

Os animais foram submetidos a anestesia com Pentobarbital sédico
45mg/kg por via venosa, através da puncao de acesso na cauda do animal, e a
seguir posicionados em decubito dorsal horizontal. Foi, entao, realizada tricotomia

abdominal, e antissepsia com Polivinilpirrolidona-iodo a 10%.

3.4. Descricao do procedimento

Apés a inducado anestésica, seguiram-se 0s procedimentos gerais prévios

ao ato cirurgico.

Respeitando-se os principios de assepsia e antissepsia, foi realizada
incisdo transversa infra-umbilical no hipogastrio da rata e dissec¢cdo do espaco
subcutaneo com tesoura a fim de permitir o implante das telas de polipropileno,
evitando-se o comprometimento da membrana de tecido conjuntivo existente na
linha média do abdome, a qual o divide em duas metades, direita e esquerda.

(Figura 2).
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Figura 2. Incisao transversa no hipogadstrio do animal, exibindo tecido conjuntivo presente
na linha média o qual divide o abdome em duas metades, direita e esquerda nas quais foram

implantadas as telas.
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A seguir, foi posicionado um segmento de tela de polipropileno
monofilamentar (0,6mm) com macroporos (2mm?) (Prolene® Mesh Ethicon®, inc;
lote numero: RMEQ77) medindo 1,5cm por 1,5cm no lado esquerdo do abdome do

animal (Figura 3).

No lado direito do abdome foi implantado retalho de tela de polipropileno
monofilamentar (0,6mm) com macroporos (2mm?) (Prolene® Mesh Ethicon®, inc;
lote numero: RMEQ77) medindo 1,5cm por 1,5cm, revestida pela biomembrana de

colageno da submucosa do intestino suino (Figura 4).
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Figura 3. Tela de polipropileno nao revestida pela biomembrana de coldgeno suino.
Microscopia oOptica, 4X0,65; No canto inferior esquerdo a visdo macroscopica da tela de

polipropileno isolada, sobre um fundo azul (Sony alfa 100, lente 70 mm, /5,6, velocidade

1SS0O-400).
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Figura 4. Tela de polipropileno revestida pela biomembrana de colageno suino. Microscopia
Optica, 4X0,65; No canto inferior esquerdo visdo macroscopica da tela revestida com a

BMSS, sobre um fundo azul (Sony alfa 100, lente 70 mm, /5,6, velocidade ISSO-400).
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3.5. Composicao dos Grupos de Estudo e Re-operacao

Os 30 animais foram divididos em trés grupos, cada qual com 10
animais, de acordo com o tempo decorrido até a re-operacao, conforme descrito a

seqguir (Tabela 1).

Tabela 1. Tempo decorrido entre o implante da tela de

polipropileno e a re-operacao nos diferentes grupos de estudo

Grupo | 7 dias
Grupo Il 14 dias
Grupo Il 28 dias

Na re-operagdo, os animais foram anestesiados da mesma maneira
que no procedimento inicial e posicionados em decubito dorsal horizontal. Foi,
entado, realizada tricotomia abdominal e antissepsia com polivinilpirrolidona-iodo a
10%. A segquir, foi realizada incisdo mediana, separando os lados direito e
esquerdo do abdome, com posterior exerese do retalho de pele total contendo o
implante da tela de ambos os lados de tal maneira que as pecas pudessem ser

acondicionadas em recipientes separados (Figura 5).
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Grupo tela + BMSS Grupo tela isolada

Figura 5. Retalhos de pele total contendo os implantes de polipropileno no 72 dia de
pos-operatorio; a direita peca com a tela revestida pela biomembrana; a esquerda

tela isolada (sem a biomembrana). Sony A100, lentes 3.5-5.6;
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Terminada a resseccdo das pecas operatérias da direita e da
esquerda, os animais foram sacrificados, por meio de hipéxia induzida por dose

letal de anestésico.

A fixacao dos espécimes foi realizada em formalina a 10% tamponada,
na qual foram mantidos, por seis horas, em sistema de vacuo, com o objetivo de
remover 0 ar que porventura estivesse ocupando o tecido, visando melhorar as
condigdes para a avaliacao histolégica. Apods 12 horas, o material foi transferido
para alcool a 70% e mantido sob refrigeracdo. Os retalhos de pele foram entao
submetidos ao preparo macroscopico, durante o qual foi retirado o excesso de
pele. Finalmente, os espécimes foram seccionados ao meio, de tal maneira que
os blocos de parafina pudessem ser confeccionados com as bordas do centro da

tela voltadas para a face de corte no micrétomo.

Os cortes histologicos foram realizados com espessura de sete
micrometros, que possibilita adequada avaliagcdo das propriedades anisotrépicas.
Os cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina. Em cada lamina foram
dispostas quatro pecas do material, cada qual composto por pele, tecido
subcutaneo contendo a tela de polipropileno, fascia abdominal, musculatura

abdominal e periténio parietal.

Material e Métodos 36



3.6. Analise microscépica

As avaliagdes histologicas foram realizadas no Laboratério de Biologia
do Colageno tipo | e Il e Laboratério de Anisotropias Opticas de Biopolimero do
Departamento de Anatomia, Biologia Celular e Fisiologia e Biofisica do Instituto
de Biologia da Universidade Estadual de Campinas-Unicamp. Para tanto foi
utilizado um Microsco6pio de Polarizagcao Olympus BX51 (Olympus, Tokyo-Japan),
acoplado ao computador contendo o Software Image Pro-Plus 6.0
(Mediacybernetics, Inc; Bethesda, MD-USA) que foi empregado para a analise da

birrefringéncia.

Os tecidos podem ser Vvisualizados macroscopicamente e
microscopicamente porque interagem com a luz. Isto decorre da capacidade de
absorcdo e refracdo da onda luminosa. Esta propriedade de absorcdo e a
refracdo que os tecidos apresentam criam situagées conhecidas como
anisotropias, as quais possibilitam estudos de caracteristicas fisico-quimicas,
celulares e teciduais com ou sem o auxilio de coloragbes especificas

(62,63,64,65,66).

A analise de propriedades O6pticas anisotrépicas das estruturas
baseadas em colageno é um excelente método para determinagdo da ordem

molecular nos estudos de estrutura e funcdo da matriz extracelular (65,67,68,69).

A birrefringéncia € uma forma de anisotropia éptica e, para o seu

adequado estudo o auxilio da microscopia de polarizacdo € condicao basica.
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Nesta forma de microscopia o objeto & posicionado entre dois filtros polarizadores
(analisador e polarizador), sendo um cruzado em relacado ao anterior de tal sorte
que a luz plano-polarizada sera barrada pelo analisador. A luz, ao atravessar o
objeto de estudo (este birrefringente) serd desmembrada em dois vetores
perpendiculares com indices de refracdo diferentes produzindo uma onda de luz
eliptica que refletira as caracteristicas do arranjo cristalino do objeto de estudo
(49,63,65,66,69). O brilho exibido pelo objeto de estudo depende da sua
birrefringéncia e varia conforme o caminho ou retardo éptico, o qual cria uma
diferenca de fase a qual é percebida nas diferentes cores de interferéncia que o

brilho da birrefringéncia apresenta (Figura 6) (49,62,63,64,65,66,67,68,70).
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Figura 6. Esquema representativo da intensidade da Birrefringéncia. A direcdo da
vibracao do analisador (eixo Y) é perpendicular ao polarizador. A direcdo da vibracao do
polarizador é o eixo X. O eixo Z corresponde aos valores do retardo optico do brilho da
birrefringéncia. A seta verde representa uma estrutura birrefringente homogénea. Neste
caso, o paralelismo da fibra hipotética é composto por macromoléculas totalmente
orientadas 45° em relacao ao cruzamento dos polarizadores, cujo resultado é o maximo
de brilho. Se o objeto é posicionado paralelo a um dos polarizadores (Analisador ou
polarizador) ndo ha birrefringéncia a ser evidenciada (extincdo da birrefringéncia),
representado por duas setas negras finas paralelas aos eixos X e Y. A sela tracejada
representa um objeto cuja orientacdo de suas fibras em relacao aos polarizadores
apresenta profundidades diferentes, o segmento negro representa fibras paralelas ao
polarizador e os espacos em branco e os pontos com outras orientacoes das fibras
(ondulacao). Informacées tridimensionais do objeto de estudo podem ser obtidas a partir
destes parametros. Adaptado de Vidal BC, 2010 (65).
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4. Resultados

No periodo de observacao nao houve 6bitos, assim como nao ocorreram
extrusdes das telas implantadas no subcutaneo dos animais nem comportamentos

ou reacdes que sugerissem acao sistémica da tela ou da biomembrana.

Os animais foram sacrificados e as pecas cirurgicas retiradas e analisadas
conforme descrito a seguir:
4.1. 72 dia pos-operatorio

Tela de polipropileno envolvida pela biomembrana: Houve intensa

proliferacao vascular, vasodilatacdo e grande infiltracdo de mondcitos com
aspecto linfocitario (Figura 7). Restos nucleares de neutrofilos também foram
observados junto as biomembranas como nos fios da tela de polipropileno
(Figuras 8). Na analise da birrefringéncia, demonstrou-se proliferacao fibroblastica
intensa, acompanhada de producao de finas fibras de coldgeno em torno dos
filamentos de polipropileno (Figura 9). A intensidade da birrefringéncia verificada
permite afirmar que tais fibras foram formadas recentemente, evidenciando a

presenga de estimulo fibroblastico local (Figura 10).
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Figura 7: Proliferacao vascular, vasodilatacao e infiltracao linfocitaria. Tela revestida pela
BMSS. HE 20X0,65.
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Figura 8: BMSS revestindo a tela de propileno (Setas vermelha) e intenso infiltrado
linfomonocitarios com restos de neutrofilos ao redor do fio da tela de propileno (seta verde).
HE 10X0,65.
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Figura 9: BMSS revestindo a tela de polipropileno (seta amarela), intensa birrefringéncia do
fio da tela de polipropileno (seta azul). HE 4X0,65.

Resultados 43



Figura 10: BMSS revestindo a tela de polipropileno (seta amarela), intensa birrefringéncia do
fio da tela de polipropileno (seta azul), fibras colagenas neoformadas (seta verde). HE
4X0,65.
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Tela de polipropileno ndo envolvida pela biomembrana: Verificou-se

infiltracdo monocitaria menos intensa. Junto aos filamentos da tela de
polipropileno os mondcitos poderiam ser histiocitos diagnosticados pelo aspecto
reniforme do nudcleo. Na superficie dos filamentos de polipropileno os histiocitos
arranjavam-se de forma a tender encapsular delicadamente os filamentos (Figura
11), sendo observadas, também, células gigantes de corpo estranho (Figura 12).
Observou-se, também, fibroblastos, identificados pelo nucleo fusiforme (Figura
13). Em relacdo ao grupo que foi revestido pela biomembrana, a deposicao

colagena e neoangiogénese local foi menos intensa.
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Figura 11: Infiltrado linfomonocitario tendendo a encapsular a tela polipropileno (seta
amarela). Grupo com a tela isolada. HE 4X0,65.
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Figura 12: Presenca de formacao de células gigantes proximas aos fios da tela de
polipropileno (seta verde). Grupo com a tela isolada. HE 40X0,65.
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Figura 13: Presenca de fibroblastos (nucleos fusiformes) nos espacos compreendidos entre
os fios datela de polipropileno. Grupo com a tela isolada. HE 20X0,65.

Resultados 48



4.2. 14° dia pos-operatorio

Tela de polipropileno envolvida pela biomembrana de colageno: A formacéao

de células gigantes nao foi verificada de forma acentuada também nessa fase, a
exemplo do que ja fora observado na avaliacao realizada no 7° PO (Figura 14). A
infiltracao linfocitaria observada foi menos intensas que aos 7 dias (Figura 15), e o
envoltério fibroblastico apresentou-se melhor organizado. Notou-se a presenca de

congestao vascular peri-implante (Figura 16).
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Figura 14: Presenca de infiltrado linfomonocitario proximo a biomembrana (seta amarela),
mas ndo ha a formacao de células gigantes. Grupo com a tela revestida com a BMSS. HE
20X0,65.
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Figura 15: Presenca de infiltrado linfomonocitario préximo a biomembrana, mas ndo hd a
formacao de células gigantes, vaso dilatado proximo a biomembrana (seta amarela). Grupo
com a tela revestida com a BMSS. HE 20X0,65.
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Figura 16: Proliferacdo e congestao vascular (setas amarelas). Grupo com a tela revestida
com a BMSS. HE 20X0,65.
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Tela de polipropileno ndo envolvida pela biomembrana de coldgeno: As

telas de polipropileno encontravam-se envoltas por células de aspecto fibroblastico
(Figura 17). Entretanto, muitas vezes era possivel observarem-se acumulos de
nacleos permitindo a inferéncia de que poderiam existir células gigantes que
assumiram aspecto achatado pelo envoltério colagénico fibroblastico (Figura 18).
Observaram-se, também, restos de hemacias, e fibras de coldgeno novas
envolvendo os filamentos de polipropileno, além de fibrécitos e histiécitos.
Auséncia de infiltrado linfocitario exuberante. Envolvendo a tela de polipropileno
também foi observado um tecido frouxo (tipo mixomatoso) com células estreladas,

confirmando que nao havia predominancia de fibras recém elaboradas (Figura 19).
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Figura 17: Envoltorio fibroblastico contendo fibroblastos (seta vermelha), e célula gigante
proxima ao fio da tela de polipropileno (seta verde). Grupo com a tela isolada. HE 40X0,65.
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Figura 18: Envoltdrio fibroblastico achatando o infiltrado linfomonocitario (seta vermelha).
Grupo com a tela isolada. HE 20X0,65.
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Figura 19: Tecido mixomatoso envolvendo o fio (seta azul) da tela de polipropileno. Grupo
com a tela isolada. HE 10X0,65.

Resultados 56



4.3. 282 dia de pdés-operatério

Tela de polipropileno envolvida pela biomembrana de colageno: Houve

predominancia de processo proliferativo fibroblastico, principalmente envolvendo
0s remanescentes da biomembrana e penetrando entre eles (Figura 20). A
compensacao da birrefringéncia permitiu verificar que tratavam-se de fibras
neoformadas, que apresentam tonalidade esverdeada quando analisadas por esse
método (Figura 21). A neoformacgdo vascular manteve o mesmo padrdao dos

grupos anteriores (Figura 22).

Observou-se presenca de mononucleares de carater histiocitario. Esse tipo
celular penetra entre os filamentos da tela de polipropileno, e poderiam originar
células gigantes de corpo estranho junto aos fios da tela de polipropileno, embora
esta ndo tenha sido uma caracteristica comum aos grupos expostos a tela

revestida com a BMSS (Figura 23).
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Figura 20: Processo proliferativo fibroblastico (seta vermelha). Grupo com a tela revestida
com a BMSS. HE 40X0,65.
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Figura 21: Processo proliferativo fibroblastico, com a birrefringéncia compensada

evidenciado fibras neoformadas substituindo a BMSS (seta amarela). Grupo com a tela

revestida com a BMSS. HE 40X0,65.
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Figura 22: Neoformacdao vascular. Grupo com a tela revestida com a BMSS. HE 40X0,65.
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Figura 23: Infiltrado formando granuloma de corpo estranho junto ao fio da tela de
polipropileno (seta vermelha), ao lado de fibras colagenas neoformadas identificadas pela
sua intensa birrefringéncia (seta amarela). Grupo com a tela revestida com a BMSS. HE
40X0,65.
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Tela de polipropileno ndo envolvida pela biomembrana de coldgeno: No

animal numero dez deste grupo notou-se abaixo da derme e tecido adiposo uma
faixa de tecido muscular estriado avancando a zona do implante de polipropileno e
desta esta separado por fina camada de tecido fibroso, decorrente da disseccao
cirurgica. A musculatura parece estar finamente aderida ao implante (Figura 24).
De forma geral, nesse grupo houve reducdo intensa do infiltrado inflamatério, o
qual permaneceu ainda em torno das fibras de polipropileno, com predominio de
histiocitos (Figura 25). Alguns dos nucleos dessas células associam-se, levando a
formagdo de células gigantes que tentariam envolver o polimero (Figura 26).
Tipicas ceélulas gigantes foram vistas sempre associadas aos filamentos de

polipropileno (Figura 27). Fibrocitos tipicos também foram observados nesse

grupo.
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Figura 24: Musculatura aderida a tela de polipropileno (seta azul) e envoltdrio

linfomonocitario encapsulando o fio de tela de polipropileno (seta verde). Grupo com a tela

isolada. HE 40XO0,65.
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Figura 25: Reducao do infiltrado inflamatorio, embora este permaneca junto ao fio (seta azul)

da tela de polipropileno. Grupo com a tela isolada. HE 40X0,65.

Resultados 64



Figura 26: Formacao de célula gigante tentando englobar o fio da tela de polipropileno.
Grupo com a tela isolada (setas amarelas). HE 40X0,65.
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Figura 27: Tipica célula gigante junto ao fio da tela de polipropileno (seta amarela). Grupo
com a tela isolada. HE 40X0,65.
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5.Discussdao

5.1. Consideracoes sobre prolapsos pélvicos e envelhecimento

De 1980 a 2025, na América Latina e Caribe, estima-se que a populacao
com 60 anos de idade dobre de tamanho, e que triplique em mais da metade
destes paises antes do ano de 2025 (71). Este rapido e acentuado
envelhecimento da populacdo terd um impacto significativo nas necessidades
sociais, econdmicas e na atencao a saude. As necessidades de atencédo a saude
serdao aquelas relacionadas as doengas cronicas degenerativas e suas sequelas,
assim como outras queixas tais como as relacionadas a incontinéncia urinaria e

prolapsos pélvicos (4,72,73,74).

O prolapso pélvico é uma condicdo comum na populacdo pobs-
menopausa, € uma importante causa de tratamento cirlrgico nas mulheres. E
definido como a herniacdo do Utero, bexiga, intestino delgado ou reto para dentro
do canal vaginal. Os principais fatores de risco para esta doenca sao idade,
paridade e peso. Entretanto, a patogénese dos prolapsos pélvicos nao é bem
compreendida, sendo possiveis causas: a via de parto; fatores congénitos;
iatrogénicos; aumento da pressao intra-abdominal decorrente da obesidade e/ou

doencas respiratorias obstrutivas crénicas; tabagismo; e constipacao (1,2,72,73,74).
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A prevaléncia do prolapso pélvico entre mulheres acima de 60 anos é
25%, e a probabilidade de ser atendida em uma unidade hospitalar em
decorréncia desta doenca € de 2/1000 ao ano. O risco de desenvolver o prolapso
pélvico aumenta 10% a cada década de vida, e o risco de uma mulher necessitar
tratamento cirargico para esta doenca durante sua vida é de 11,1%, e o risco de
uma segunda intervencgao cirurgica em decorréncia de falha na primeira € de 30%

(4,5,38,72,73,74).

Sobre essas consideracdes, podemos acrescentar que as circunstancias
as quais o ser humano esta exposto durante a sua vida englobam um conjunto de
fatos, cujo controle nem sempre depende exclusivamente do individuo. O estilo de
vida ao qual nos entregamos € uma escolha pessoal, todavia a influéncia do meio
no qual vivemos € frequentemente determinante para tal escolha. O
envelhecimento nos levara invariavelmente a necessidade de tratamentos
especificos em algum momento da vida, os quais irdo ter seus resultados
dependentes de nossa constituicdo genética, estado biolégico atual e do estado

de desenvolvimento tecnol6gico no qual as opcdes terapéuticas se encontrem.

5.2. Consideracoes sobre os fundamentos do tratamento cirurgico atual dos

prolapsos pélvicos

Estudos prévios demonstraram que a quantidade e qualidade do
colageno presente no tecido de suporte aos érgaos pélvicos de mulheres com
prolapso sdo menores do que naquelas que nao apresentam a doenca (74,75,76).

Também foi demonstrada a relagao entre alteragdes da quantidade e qualidade do

Discussdo 68



colageno em mulheres com sindrome de Ehlers-Danlos e Sindrome de Marfans,

as quais apresentam maior incidéncia de prolapsos pélvicos (77,78).

O tratamento convencional do prolapso de 6érgaos pélvicos tem sido
caracterizado pela colporrafia anterior, o qual apresenta altas taxas de recorréncia,
de tal forma que cerca de um terco das pacientes necessitardo de nova
abordagem cirargica para tratamento de sua doenca (17,32,38,79). Estima-se que
as taxas de recidiva apds correcdo sem o uso de implantes variam de 30% a 40%

nos dois primeiros anos e 50% a 70% apds cinco anos da cirurgia (8,33,44,55,80).

Estas consideragdes evidenciam que 0 sucesso no reparo cirlrgico dos
prolapsos da parede vaginal continua sendo um desafio. Os mecanismos e
principios da correcdo cirurgica desta doenca s&o similares aos descritos na
correcdo das hérnias abdominais e, nesse sentido as telas passaram a ser
propostas para reduzir a recorréncia pds-cirurgica (8,9,19,33,44,55,80,81). Apesar
das correcoes dos defeitos exclusivamente com os tecidos nativos representar,
teoricamente a melhor alternativa, no estado atual do desenvolvimento cientifico
ainda n&o dispomos de maneiras eficientes de melhorar as condic¢des tréficas do
tecido envelhecido, seja através de manipulagdes génicas ou da bioengenharia.
Tal desenvolvimento, embora desejavel, demandara grande investimento
financeiro e, dessa forma, ndo se tornara disponivel em larga escala num futuro
proximo. Portanto, justificam-se os esforcos para melhorar aspectos da
biocompatibilidade dos implantes disponiveis atualmente e de custo relativamente

baixo.
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Contudo, os usos dos implantes biol6gicos ou sintéticos nao sao isentos
de complicacdes, as quais podem ser minimizadas, mas ndo eliminadas. Desde o
primeiro relato do emprego da tela de polipropileno para correcao de prolapsos em
1996, o implante de telas monofilamentares com macroporos vem tornando-se
uma indicacdo cirdrgica cuja utilizacdo é cada vez mais frequente

(8,15,17,21,32,33,38,41,44,45,46,55,79,80,81).

Apesar das controvérsias acerca da seguranca do emprego das telas no
tratamento dos prolapsos pélvicos, parece haver consenso sobre seu papel na
diminuicado da recidiva do prolapso, particularmente quando se utiliza um implante
sintético, sendo o polipropileno o mais amplamente empregado
(8,17,18,33,44,46,55). Entre as complicacdes possiveis, a exposicdo/erosao da
tela para a parede vaginal é uma das mais frequentes, com incidéncia entre 3,8%
a 25% das pacientes submetidas a correg¢do cirurgica do prolapso de érgaos
pélvicos (11,15,17,21,46,82,83,84,85). Considera-se, também, que tal
complicacdo tem relacao significativa com a histerectomia concomitante, assim
como com lesdes vesicais intra-operatérias. Outras complicacdes relacionadas ao
uso dos implantes vaginais sdo a dispaureunia, desenvolvimento de sintomas da
sindrome da bexiga hiperativa, dor nas nadegas entre outras
(8,15,17,32,33,38,44,55,79,80,83). Consideramos que todos os sintomas
supracitados podem relacionar-se, ainda que indiretamente, com defeitos da

integracao destes materiais bioldgicos e/ou sintéticos ao leito tecidual hospedeiro.
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5.3. Consideracoes sobre a integracao dos implantes sintéticos e biolégicos

O reparo tecidual apresenta diferentes fases, as quais sdo sequenciais e
subentrantes, classificadas em: precoce ou hemostatica e inflamatoria;
intermediaria ou proliferativa; final ou de maturacédo do colageno (86). O processo

de integracao das telas de polipropileno segue etapas semelhantes.

O inicio da reparacao tecidual apdés o implante de uma tela sintética é
marcado pelo influxo local de plaquetas, as quais sdo responsaveis pela
hemostasia e disparo da resposta imunolégica local. A histamina e as
prostaglandinas liberadas nesta fase induzem o aumento da permeabilidade
capilar, permitindo assim a migracao de células inflamatérias. Sequencialmente,
no dia seguinte identificam-se a chegada de neutréfilos, macréfagos e plasmaocitos
ao local do implante, os quais irdo remover o tecido necrético e impedir a
proliferacdo bacteriana. Concomitantemente iniciam-se a produgdo de varias
substancias, entre elas os fatores de crescimento e fatores quimiotaxicos para
fibroblastos. Apds 24 horas do implante inicia-se a fase proliferativa, a qual tem
por caracteristica a granulacao e angiogénese. Neste momento ha a formacao da
matriz colagena local, que dara suporte ao crescimento de tecido conjuntivo assim
como sua forca ténsil. A sintese e remodelacdo desta matriz é responsabilidade
dos fibroblastos. Por fim a maturacao, fase em que ocorre a diminuicao da sintese
de colageno, com consequente reducdo de sua concentracdo; assim como

substituicao do colageno tipo Il pelo tipo | (56, 57,87).

Independente do tipo de implante, a duracao de cada etapa é dependente

de uma série de fatores, tais como: condicées do sistema imune do hospedeiro,
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grau de contaminacao bacteriana local; biocompatibilidade do material implantado
e quantidade de tecido desvitalizado. A completa resolucdo da resposta
inflamatéria, ou seja, a reconstituicdo do tecido nativo, eventualmente nao é
possivel, pois a manutencao de fatores agressivos relacionados as propriedades
fisico-quimicas do material implantado ndo a permitird. A integracao € definida
como sendo o produto final da interacdo entre o implante e o hospedeiro,

representada por variados graus de fibrose.

O colageno e as fibras elasticas, assim como a matriz viscoelastica de
proteoglicanas sdo o0s elementos que compdéem o tecido conjuntivo. As
propriedades fisicas que este tecido apresenta sao determinadas pela relacao das
fibras com os componentes de sua matriz. As fibras colagenas tipo | e Ill sdo
importantes elementos da composicao de forca e tensdo dos tecidos do assoalho
pélvico (74,88). Na fibrose que se desenvolve no entorno das telas de

polipropileno o principal componente é o colageno tipo | (87).

O processo de cicatrizagdo tecidual é uma sequéncia de etapas
subentrantes, as quais envolvem varias relagdes teciduais e ambientais, onde o
acréscimo de um material exdgeno, seja ele sintético ou bioldgico, ira interferir
nesta dindamica. O adequado controle desta interferéncia € o desafio apresentado
a ciéncia no momento. Nesse sentido, nos parece 0til a associacdo de material
bioldgico ao sintético na tentativa de modular as fases iniciais da cicatrizagdo, de
tal maneira que este processo ocorra em amplitude ideal para obtermos sucesso

no tratamento, porém com menor risco as complicacoes.
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5.4. Consideracoes sobre o emprego de biomembranas nas cirurgias

reconstrutivas

Nos primeiros anos deste século aproximadamente 200.000
biomembranas foram implantadas em pacientes nos Estados Unidos, Europa e

Australia (89,90).

As proteinas colagénicas sdo os constituintes mais abundantes da matriz
extracelular (MEC) da maioria dos tecidos de origem animal. As moléculas de
colageno sdo constituidas, em sua maioria, por trés cadeias, denominadas q,
arranjadas de tal forma que aproximadamente 95% da molécula corresponda a

uma tripla hélice. (70,91,92).

Dentre as proteinas nao-colagénicas, a fibronectina localiza-se no plasma
e na MEC de tecidos em geral. Apresenta duas cadeias de 235 e 270 kDA cada, e
possui fungées de modular a diferenciacao celular e os arranjos do citoesqueleto

das células, alterando as propriedades de adesao e migracao celular (91,92).

Testes iniciais em cultura de fibroblastos mostraram que estas células
reconhecem e aderem-se as fibras de coldgeno da BMSS. Tais qualidades
suportam a hipétese de que a BMSS possa ser usada como um arcabouco junto a
tela de polipropileno. A BMSS tem uma organizagdo espacial das fibras de
colageno com didmetros relativamente homogéneos. Estas fibras entrecruzam-se
formando uma malha tridimensional. A presenca em quantidades reduzidas de
proteoglicanos também constitui fator a proporcionar crescimento celular na fase

proliferativa (49,50).
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Diversas formas de MEC intactas sédo utilizadas e comercializadas como
biomembranas. Estes biomateriais tém sido aplicados com sucesso em cirurgias
de reconstrucdo ligamentar (89,93,94) e tendinosa (51,95,96), de estética facial
(94), de reconstrucao do trato genito-urinario (50,54,81,98,99,100,101) e das
meninges e nervos periféricos (53,102). A MEC que da origem a biomembrana
pode ser obtida a partir de bexiga, pele, figado, pancreas, além de outros tecidos.
Os meétodos de processamento destas biomembranas incluem etapas com

tratamentos acidos, enzimaticos ou outros tratamentos quimicos (90,103,104).

Um dos biomateriais mais estudados e comercializados € a biomembrana
proveniente da submucosa de intestino delgado (89,90). Essas biomembranas
possuem boa maleabilidade, permitindo a sua fixacao nos tecidos lesionados.
Além disso, sdo receptivas as células hospedeiras, nao sdo carcinogénicas, sao
esterilizadas facilmente e possuem resisténcia a diferentes forcas mecanicas
(106,107,108). Estudo demonstrou que o processo regenerativo no local de
implantacéo gera um tecido estrutural e funcionalmente similar ao tecido original,

sendo mais organizado do que um tecido cicatricial (89).

A associacao do colageno a tela de polipropileno, como fator protetor ao
material permanente, de tal maneira a reduzir a tendéncia a encapsulizacao e
reacao inflamatdrio peri-implante foi demonstrada em estudos experimentais com
sucesso (84,85). Modelo animal para o tratamento da hérnia incisional evidenciou

reducao na formagéo de aderéncias intestinais ao polipropileno (105).

Modelos animais para o tratamento do prolapso vaginal utilizando telas de

polipropileno revestidas por filme de colageno foram eficientes na reducdo da
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exposicao destas telas (84,85). Entretanto, estudo em coelhos evidenciou reagao
granulomatosa do tipo corpo estranho, com células gigantes em ambos os tipo de
tela na mesma proporcéo, fato este ndo coincidente com o presente estudo, tal
evento pode estar relacionado a fatores imunol6gicos dependentes da forma como
as biomembranas sao sintetizadas. Neste mesmo estudo a apoptose e atividade
celular diminuiram em ambos o0s grupos quando comparados ao tecido vaginal
normal, porém a diminui¢do foi maior no grupo exposto a tela de polipropileno nédo

revestida pelo colageno (85).

Estudo multicéntrico em humanos envolvendo 143 pacientes, as quais
foram tratadas por meio da utilizagcdo de um kit comercial para correcao dos
prolapsos pélvicos com telas de polipropileno revestidas por colageno na face de
contato com a mucosa vaginal, evidenciou resultado efetivo na diminuicdo da
morbidade local desencadeada pelo polipropileno ao induzir menor frequéncia de

exposicao da tela de polipropileno e dispaureunia (83).

No presente estudo a associacdo da BMSS com o polipropileno
desencadeou a formacao de tecido cicatricial o qual ndo apresentou tendéncia a
encapsulizacao e minimizou a formacédo de células gigantes de corpo estranho.
Consideramos que tal comportamento bioldégico agregou vantagens potenciais
para 0 seu emprego clinico no assoalho pélvico, no qual a encapsulacao,
verificada no passado com outros materiais, foi fonte de complicagdes (109).
Ademais, a tendéncia de resolucao mais precoce do processo inflamatério local,
observada com o emprego associado da biomembrana com o polipropileno,
poderia contribuir para uma efetiva diminuicdo da tendéncia a exsudacéo local e

exposi¢do vaginal da tela. A auséncia de necrose e infeccao local, observadas no
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presente experimento, qualifica a proposta de associacao da biomembrana com o

polipropileno para futuros estudos clinicos.

No presente experimento ndo houve extrusdo da tela em nenhum dos
grupos. Tal fato pode ter decorrido do posicionamento do implante no subcutaneo
dos animais, que foi concebido de maneira a se evitar o contato direto da tela com
a linha de sutura. Isso teve por objetivo evitar que a cicatriz cutdnea constituisse

fator interveniente na analise da integracao dos implantes.

Com respeito as reagdes imunes, a biomembrana ndo promove reacoes
de rejeicdo quando implantadas em ratos, mas foi descrita a existéncia de
resposta imune, ativando células T-helper-2, assim como citocinas, fator de
necrose tumoral e interleucinas (IL) | e IV. Tal fato pode decorrer da presenca de
glicosaminoglicanos, os quais podem ativar citocinas e varios fatores de
crescimento que participam dos processos cicatriciais e de revascularizagéo
(59,103). Diferentemente das biomembranas disponiveis para uso urolégico a
BMSS utilizada neste experimento era constituida de uma Unica camada e,
portanto, mais delgada que as comercialmente disponiveis. Além disso, era obtida
apenas do jejuno, que apresenta a menor concentracao de tecido linféide em
relacdo ao ileo. Tal fato permite a obtencdo de uma MEC com menor
concentracdo de glicoproteinas, as quais poderiam se elevadas, estimular o
sistema imunoldgico do hospedeiro (Patente: P10902410-7). O polipropileno é
reconhecido como desencadeador de processo granulomatoso, porém a sua

associacao com a BMSS inibiu esta forma de reacao tecidual.
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Outras importantes caracteristicas das biomembranas provenientes da
MEC de submucosa intestinal € a capacidade de ser degradada rapidamente e
completamente depois de implantadas (50,84,85,90,108,110). Em estudo prévio
foi demonstrado que o processo de integracao das telas de polipropileno estende-
se até fases mais tardias (109). Entretanto, como o objetivo do presente
experimento era avaliar o comportamento biolégico da BMSS, a qual é substituida
nas fases iniciais, justificou-se a utilizacao de um grupo de estudo precoce (7°PO)
o qual permitiu monitorar a substituicio da BMSS pelo colageno nativo (65).
Testes para adequar as BMSS em uso clinico revelaram, em implantes
experimentais, que membranas com até 10um de espessura sdo absorvidos sem
induzir processos inflamatérios inadequados nos tecidos hospedes. A BMMS é
rapidamente removida do local do implante, atuando assim como molde para a
nova formacao de colageno, o qual permanece modulando as etapas seguintes do
reparo tecidual de tal forma que ndo ha o desenvolvimento de processo
granulomatoso circundando o polipropileno, enquanto que no grupo cuja tela de
polipropileno ndo foi revestida pela BMSS houve manutencdo da reacao
granulomatosa. As caracteristicas da deposicéo colagena observadas no presente
estudo, por meio da analise da birrefringéncia, permitem afirmar que a
biomembrana foi substituida em sua maior parte pelo colageno neoformado pelo
hospedeiro. Nesse sentido, a biocompatibilidade da BMSS na presente aplicacao

pode ser considerada muito elevada.

Assim a busca por materiais hibridos, ou seja, implantes que apresentem

componentes absorviveis ou temporarios e componentes ndao absorviveis ou
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definitivos surgem na literatura médica como uma alternativa que possa minimizar

as complicacdes associadas aos implantes unicos (15,32,81,83,84,85,100,105).

Os resultados obtidos neste modelo experimental demonstraram que o
revestimento da tela de polipropileno pela membrana de colageno obtido a partir
da submucosa de intestino delgado suino melhorou a qualidade do reparo
tecidual, com incremento positivo na integracdo da tela de polipropileno, fato ja
anteriormente observado em outros tecidos (51,89,96,101), o que qualifica a

presente proposta para estudos clinicos subsequentes.
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6. Conclusoes

O recobrimento da tela de polipropileno monofilamentar, implantada no
tecido subcutaneo de ratas, pela biomembrana de submucosa intestinal suina,
determinou reacao fibroblastica e deposicdo colagena, as quais foram mais

precoces em relacdo ao implante de tela de polipropileno isolada.

O colageno sintetizado em torno da tela de polipropileno monofilamentar
recoberta pela biomembrana de submucosa intestinal suina apresentou melhor
organizacao molecular espacial, denotada pelas suas caracteristicas O6pticas,
quando comparado com aquele depositado em torno da tela de polipropileno

implantada isoladamente.

O recobrimento da tela de polipropileno monofilamentar, implantada no
tecido subcutaneo de ratas, pela biomembrana de submucosa intestinal suina,
determinou reagao inflamatéria de leve intensidade e duracdo com predominio
linfomonocitario em relagcdo ao implante de tela de polipropileno isolada na qual

predominou reag¢ao granulomatosa.
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