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RESUMO

Introducdo: A necessidade da utilizacdo de proteses em cirurgias de hérnias abdominais ja
estd bem estabelecida na literatura. O uso de materiais sintéticos permitindo reparos livres
de tensdo resultou na diminuicdo da recidiva nessas cirurgias. Entretanto, algumas
propriedades fisicas desses materiais podem levar ao aumento da incidéncia de infec¢éo,
formacéo de seromas, fistulas e retracdo da tela. Até 0 momento, o material ideal para esse
tipo de procedimento ainda ndo foi desenvolvido. Uma alternativa € o emprego de
materiais biologicos. Objetivo: Analisar a eficacia da membrana de celulose produzida pela
Zoogloea sp na forma multiperfurada comparada a forma compacta e a membrana
sintética de politetrafluoretileno expandido na correcdo cirargica de falha mausculo-
aponeurdtica aguda induzida em ratos. Método: Realizou-se ensaio bioldgico no qual 45
animais foram alocados randomicamente em trés grupos de acordo com o tipo de protese:
grupo MMP - reparo com a membrana celulose microbiana multiperfurada, composto de
18 animais; grupo MC - reparo com a membrana celulose microbiana compacta,
composto de 12 animais; e grupo PTFEe - reparo com o politetrafluoretileno expandido,
composto de 15 animais. No periodo compreendido entre 95 e 105 dias de pds-operatorio,
esses animais foram submetidos a eutanasia para avaliacdo dos parametros biomecanicos,
histoldgicos e clinicos utilizando-se a analise de covariancia para ajuste de fatores de
confusdo. Resultados: Ndo se observou diferenca entre as médias dos trés grupos quando
se compararam 0s parametros da forca de ruptura maxima, deformacéo especifica de forca
maxima e densidade volumétrica de colageno (p>0,05). O coeficiente de determinacdo do
modelo evidenciou que 97%, 68% e 47% da variabilidade dos parametros: nimero de
neovasos por campo, numero de células gigantes por campo e mddulo de elasticidade,
respectivamente, foram explicados pela varidvel independente. Apds ajustamento para
maultiplas comparacdes das médias, pelo método de Sidak, verificou-se em relacdo a
variavel modulo de elasticidade diferenca estatisticamente significante somente entre 0s
grupos MC e PTFEe (p=0,000). Quanto ao numero de células gigantes por campo e
namero de neovasos por campo, observaram-se diferencas significativas nas comparacoes
entre os grupos MMP e MC, MC e PTFEe e MMP e PTFEe (p<0,05). Na analise
histolégica qualitativa, houve incorporacdo do conjunto prétese-hospedeiro apenas no
grupo da membrana de celulose multiperfurada, enquanto a encapsulagao foi observada em
todos 0s casos nos grupos da membrana compacta e PTFEe. A proporcdo de casos de
infeccdo ndo apresentou diferenca entre os trés grupos (p>0,05), entretanto, se verificou
que a proporcdo de casos com aderéncia foi significativamente maior nos grupos das
membranas de celulose multiperfurada e compacta quando comparada a do grupo do
PTFEe (p<0,05). Concluséo: Nas condigdes de desenvolvimento do experimento que
avaliou a eficacia das proteses para correcdo de falha muasculo-aponeurotica aguda em
ratos, verificou-se que a confec¢do de macroporos na membrana de celulose microbiana na
forma compacta ndo comprometeu as propriedades biomecanicas e que essa protese na



forma multiperfurada, quando comparada & membrana na forma compacta e a membrana
sintética de politetrafluoretileno expandido, apresentou melhor desempenho nos
parametros histoldgicos qualitativos e quantitativos estudados.

Palavras-chave: Telas cirurgicas. Hérnia ventral. Parede abdominal. Celulose microbiana.
Zooglea sp. Cicatrizacdo de feridas.



ABSTRACT

Introduction: The need to use prostheses in abdominal hernia surgery is already well-
established in the literature. The use of synthetic materials, allowing tension-free repairs to
be performed has reduced the relapse rate for such procedures. However, some of the
physical properties of these materials may lead to an increase in the incidence of infection,
the formation of seromas, fistulas and retraction of the mesh. As of the time of writing, no
ideal material has been developed for this kind of procedure. One alternative is the use of
biological materials. Aim: To analyze the efficacy of the cellulose membrane produced by
Zoogloea sp in its multiperforated form compared with the compact form and the synthetic
expanded polytetrafluorethylene membrane in the surgical correction of induced acute
musculoaponeurotic damage in rats. Method: A biological assay was carried out, in which
45 animals were randomly assigned to three groups according to the type of prosthesis: the
MMP group — repair carried out using a multiperforated microbial cellulose membrane—
comprising 18 animals; the MC group - repair carried out using the compact microbial
cellulose membrane—comprising 12 animals; and the PTFEe group- repair carried out
using expanded polytetrafluorethylene — comprising 15 animals. For a period of between
95 and 105 days after the operation, these animals were subjected to euthanasia in order to
evaluate biomechanical, histological and clinical parameters using analysis of covariance
to adjust for confounding factors. Results: No difference was found between the means for
the three groups when the maximum force of rupture, specific maximum force deformation
and volumetric density of collagen parameters were compared (p>0.05) The adjusted R
squared of the model demonstrated that 97%, 68% and 47% of the variability of the
parameters: number of giants cells per field, number of neovessels per field and elasticity
module, respectively, were explained by the independent variable. After the adjustment for
multiple comparisons of means using Sidak method, a significant difference was found for
the parameter elasticity module only between the groups MC and PTFEe (p=0.000).
However, significant difference was found between the means for the parameters number
of giants cells per field, number of neovessels per field when the following groups were
compared: MMP and MC, MC and PTFEe and MMP and PTFEe (p<0.05). Qualitative
histological analysis showed that the prosthesis was incorporated into the host only in the
multiperforated cellulose membrane group, while encapsulation was observed in all cases
in the compact membrane and PTFEe groups. There was no difference between the three
groups in terms of the proportion of cases of infection (p>0.05), although the proportion of
cases of adherence was found to be significantly greater in the multiperforated and
compact cellulose membrane groups compared with the PTFEe group (p<0.05).
Conclusion: Under the experimental conditions used to evaluate the efficacy of protheses
to repair acute musculoaponeurotic damage in rats, it was verified that the manufacture of
macroporous in the compact cellulose membrane did not compromise the biomechanical
properties and the multiperforated cellulose membrane was found to perform better for



quantitative and qualitative histological parameters studied when compared to the compact
cellulose membrane and expanded polytetrafluorethylene.

Key words: Surgical meshes. Ventral hernia. Abdominal wall. Microbial cellulose.
Zooglea sp. Scarring of wounds.
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1 INTRODUCAO

A hérnia incisional é uma complicacdo frequente apos cirurgias abdominais. O
reparo de hérnias da parede abdominal constitui a cirurgia mais comumente realizada pelos
cirurgides gerais. Alguns estudos demonstram que cerca de 4% da populacdo geral
submetida a cirurgias abdominais necessitardo de reparo cirrgico em decorréncia de
hérnias incisionais. As taxas de recidivas ap0s as cirurgias para reparo dessas hérnias
também séo elevadas e situam-se entre 5 e 63%, dependendo do tipo de reparo utilizado
(BACHMAN & RAMSHAW, 2008; GRAY; HAWN; ITANI, 2008; SAJID et al, 2009;
SHELL et al, 2008).

O crescimento gradual do contetdo herniario, ao longo dos anos, resulta em
desequilibrio postural, alteracdes respiratérias, deformidades cosméticas, disturbios
miccionais e evacuatorios, o que prejudica muito a qualidade de vida desses individuos.
Por outro lado, também ¢é significativa a morbidade associada ao encarceramento, ao
estrangulamento e a obstrucdo intestinal nas hérnias incisionais (BURGER et al, 2006).

O excesso de tensdo na linha de sutura é responsavel por 30 a 50% das recidivas
(LAMONT & ELLLIS, 1988). A alta recorréncia associada ao reparo de hérnias incisionais
com sutura primaria resultou na utilizacdo de préteses como alternativa de reparo livre de
tensdo (SHELL et al, 2008).

A utilizacdo de proteses para reparo de hérnias ventrais vem sendo proposta desde
1944, quando Aquaviva utilizou, pela primeira vez, na Franca, uma tela de nailon para
realizacdo de um reparo sem tensdo. Esse trabalho foi posteriormente reproduzido por
Sordinas e Zagdoun e apresentado na Academia Francesa em 1959. A técnica apresentou

uma alta incidéncia de complica¢des infecciosas e formacdo de fistulas e, portanto, foi
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abandonada. Em 1958, Francis Usher publicou seu primeiro trabalho utilizando uma
prétese de polipropileno para correcdo de hérnia com reparo sem tensdo. O uso dessa
técnica permitiu uma reducéo significativa nas taxas de recorréncia pds-operatoria, todavia,
até o momento, o material ideal para esse tipo de procedimento ainda nao foi desenvolvido
(USHER; OCHSNER; TUTTLE, 1958; CODA et al, 2003).

Teoricamente, a protese ideal deve ser biologicamente inerte, resistente e
fabricada na forma a ser utilizada, ser esterilizavel, ndo sofrer modificacdes de fluidos
organicos, nao estimular reacdo do tipo corpo estranho, ndo ser carcinogénica e ndo causar
alergia (JENKINS et al, 1983). Acrescente-se ainda a necessidade de ter um baixo custo a
fim de permitir sua utilizacdo na rede publica de saude.

Nesse sentido, varias pesquisas estdo sendo desenvolvidas com o propdsito de
encontrar o material ideal. As préteses sintéticas vém sendo largamente utilizadas para
correcdo de hérnias, e o polipropileno, um polimero sintético e ndo inerte, € o material
mais empregado. Esses materiais sintéticos tendem a provocar processo inflamatorio nos
tecidos do hospedeiro e, dependendo do grau, podem ter efeito sobre a incorporacdo de tela
ao tecido receptor, provocando a retracdo e a migracdo da protese, a formacdo de fistulas
intestinais e aderéncias intra-abdominais. Por conta desses problemas, outros materiais nos
quais se utiliza uma barreira antiadesiva na face visceral da protese passaram a ser
desenvolvidos, com o objetivo de reduzir a formacdo dessas aderéncias e a migracédo das
proteses. Esse fato é particularmente importante visto que, na cirurgia laparoscépica, 0
reparo do defeito € corrigido por dentro da cavidade abdominal e, nessa situacdo, a protese
ficard em contato direto com as alcas intestinais. Isto torna imperativo o desenvolvimento
de materiais que promovam o minimo de aderéncias, facilmente removiveis (COBB et al,

2006; BACHMAN & RAMSHAW, 2008).
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Mais recentemente, uma terceira geracdo de proteses compostas de materiais
bioldgicos vem sendo utilizada experimentalmente para reparo de hérnias (BLATNIK;
JIN; ROSEN, 2008; GU et al, 2008).

Desde 1990, a Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) vem
desenvolvendo estudos experimentais com um exopolissacarideo, obtido pela acdo de
bactérias da espécie Zoogloea sp, cultivadas em meio de cultura de melaco de cana-de-
acucar. Castro evidenciou que se tratava de um biopolimero constituido de um tecido
homogéneo, estavel e de elevada histocompatibilidade. Além dessas propriedades, o novo
material, denominado “Biopolimero da Cana-de-Agtcar”, possui um alto grau de pureza,
elasticidade, resisténcia a tracdo e flexibilidade, podendo ser modelado em diferentes
formas, caracteristicas fisico-quimicas fundamentais para sua aplicabilidade em implantes
biolégicos (ANDRADE & AGUIAR, 2002; CASTRO et al, 2004; LIMA et al, 2005;
LIMA & AGUIAR, 2005).

Em 2007, foi desenvolvido projeto de pesquisa utilizando o biopolimero de cana-
de-agUcar na sua forma compacta para reparo de defeitos musculo-aponeuroticos da parede
abdominal de ratos, comparando-o com o politetrafluoretileno expandido no que diz
respeito aos parametros biomecanicos (forca de ruptura méxima) e analise da histologia
qualitativa (incorporacao/encapsulacdo) (FALCAO et al, 2008a, 2008b).

Considerando a necessidade de se desenvolverem materiais mais apropriados para
a correcdo de hérnias abdominais, o biopolimero da cana-de-agUcar representa uma
alternativa inovadora, com baixo custo e caracteristicas adequadas para aplicagdo nesta
area da medicina. Além disso, existem trés argumentos que corroboram com O
desenvolvimento dessa tecnologia. O primeiro diz respeito a utilizacdo de um insumo
renovavel e abundante na regido, garantindo a sustentabilidade da producdo deste

biopolimero de cana-de-acucar, 0o que permite acesso facil a essa tecnologia pela
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comunidade cientifica. O segundo possibilita uma cooperacao entre o ambiente académico
e a economia local convertendo o uso de cana-de-agUcar que, no passado esteve associado
as mazelas sociais, para uma funcdo nobre na recuperacdo da saude da populagédo. E,
finalmente, induz o desenvolvimento econdmico local fomentado pela Universidade
Federal Rural de Pernambuco, detentora da patente deste material.

No presente estudo, a autora desenvolve projeto comparando o biopolimero na sua
forma multiperfurada com a forma compacta e com o politetrafluoretileno expandido.
Examina-se a hipotese de que a confec¢do de macroporos na estrutura da membrana de
celulose compacta ndo comprometa as propriedades biomecanicas e que a protese em sua
forma multiperfurada seja mais eficaz' na corregdo cirGrgica de falha masculo-
aponeurotica em consequéncia da estrutura macroporosa favorecer a infiltracdo das células
inflamatdrias, o que promove producdo de colageno, remodelacao tecidual e incorporacao

do material ao hospedeiro.

! Eficacia — Situacdo na qual uma intervencdo, procedimento ou regime produz um resultado benéfico em
circunstancias ideais. Idealmente, a determinagdo da eficacia é baseada nos resultados de um ensaio clinico
ou bioldgico randomizado. (John Last, Dicionario de Epidemiologia,1995)



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a eficicia da membrana de celulose produzida pela Zoogloea sp na forma
multiperfurada (MMP) comparada & forma compacta (MC) e & membrana sintética de
politetrafluoretileno expandido (PTFEe) na correcdo cirdrgica de falha musculo-

aponeurotica aguda induzida em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar os parametros biomecanicos da interface implante-hospedeiro com a
utilizacdo dos trés tipos de protese;

b) Analisar a densidade volumétrica das fibras de coladgeno presentes na interface
implante-hospedeiro com a utilizagdo dos trés tipos de protese;

c) Analisar os parametros histologicos quantitativos da interface implante-hospedeiro
com a utilizacdo dos trés tipos de prétese;

d) Analisar os parametros histoldgicos qualitativos da interface implante-hospedeiro
com utilizacdo dos trés tipos de protese;

e) Analisar os parametros clinicos (infecgdo e aderéncia) nos trés tipos protese.



3 LITERATURA

3.1 FISIOPATOLOGIA DAS HERNIAS INCISIONAIS

E importante a compreensdo do mecanismo primario da formagio de hérnias
incisionais a fim de aperfeicoar o diagnéstico, melhorar o prognéstico e, quando possivel,
eliminar os fatores de risco associados aquela falha.

As hérnias da parede abdominal se formam quando a estrutura ou fungédo do tecido
sdo perdidas em consequéncia da ruptura da musculatura, aponeurose ou fascia. Os
mecanismos bioldgicos envolvidos no aparecimento das hérnias abdominais estdo
relacionados a falha priméria na fascia e ao fechamento da ferida cirdrgica. Em ambos os
casos, ocorrem defeitos na matriz extracelular e no nivel celular (CASSAR & MUNRO,
2002; FRANZ, 2008).

O tipo de incisdo também influi no surgimento das hérnias, particularmente quando
se realizam incisdes longitudinais pararretais externas ou transretais, que produzem lesé&o
da inervacdo e geram eventracdo do tipo paralitico. As incisGes transversas apresentam
uma menor incidéncia de hérnias incisionais (HALM et al, 2009). Essa observacdo pode
ser justificada pelo fato de que os feixes de coldgeno na parede abdominal séo
predominantemente orientados transversalmente, tornando uma sutura transversa,
teoricamente, mais estavel, enquanto que na sutura longitudinal ocorre o esgar¢camento
desses feixes, tornando-os mais frageis. As linhas de forca da parede abdominal também
contribuem para aumentar a tensdo nas suturas das incisdes longitudinais (BELLON et al,
2008a).

Perdas sanguineas superiores a 1000 mililitros no per-operatorio aumentam em trés

vezes a probabilidade de um paciente desenvolver hérnia incisional (LORD et al, 1994).
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A ocorréncia de infeccdo do sitio cirurgico esta associada a hérnias incisionais em
mais de 50% dos casos. As bactérias degradam os fatores de crescimento, produzem
proteases, como as metaloproteinases, que alteram a troca da matriz extracelular por tecido
de reparacio (BURGER et al, 2005; BELLON & DURAN, 2008b).

O processo de cicatrizacdo apds laparotomias segue a mesma sequéncia descrita no
processo de cicatrizacdo normal. A cicatrizacéo de feridas agudas é dividida didaticamente
em fases: hemostasia, inflamacdo, fibroproliferacdo e remodelamento. Um defeito ou
retardo em qualquer uma dessas fases pode levar a formacao de uma hérnia. Nas feridas
agudas, onde um tecido previamente sadio com estruturas e funcGes preservadas € lesado,
espera-se que 0 processo de cicatrizacdo ocorra de forma fisioldégica. Uma série de eventos
celulares e moleculares sdo ativados e modulados durante o processo de cicatrizacdo da
ferida cirurgica. Fatores como, por exemplo, infeccdo de ferida, citada anteriormente,
desnutricdo, tabagismo e uso de esteroides, interferem nessas etapas de cicatrizacao,
associando-se, portanto, a um maior risco na formacdo ou recidiva de hérnias incisionais
(SORENSEN et al, 2005; FRANZ, 2008).

Existem, contudo, algumas peculiaridades relacionadas a cicatrizacdo da regido
abdominal que merecem ser registradas. A fascia € uma estrutura composta de tecido
fibroso formado por coladgeno, matriz extracelular e algumas celulas, conferindo-lhe
resisténcia, pouca elasticidade e efeito de contencdo (BATISTA et al, 2008). Os
mecanismos que regulam a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de colageno nesse
tecido, entretanto, ndo estdo ainda bem definidos. Sabe-se que a isquemia local pode
retardar o ciclo celular, como nos casos de hipotensédo per-operatoria ou de um fechamento
com muita tenséo, pois sdo necessarios niveis teciduais de oxigénio de 30mm Hg para uma

cicatrizacdo adequada (MUDGE & HUGHES, 1985; POLLOCK & EVANS, 1989)
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Um outro aspecto a ser considerado é que a parede abdominal atua como uma
unidade funcional dindmica que mantém os movimentos de contracdo e relaxamento
permanentes para respirar e tossir, sem haver 0 repouso necessario ao processo de
cicatrizacdo da ferida cirurgica. Outras situacdes, como o despertar do paciente apds o
procedimento cirurgico, esfor¢o evacuatdrio, vomitos, também aumentam a pressao intra-
abdominal e podem repercutir na cicatrizacdo da parede anterior do abdome (BELLON &
DURAN, 2008b).

A forca tensional da ferida durante a fase inicial do processo inflamatério agudo é
proxima a zero e a resisténcia mecanica é totalmente dependente da sutura, durante as
primeiras duas semanas. Existem evidéncias crescentes que hérnias incisionais, assim
como hérnias recidivadas, sdo mais comumente relacionadas com uma falha precoce da
cicatrizacdo, nos primeiros 30 dias de pds-operatério, quando podem ocorrer pequenas
rupturas na fascia, que passam despercebidas. Desta forma, uma resposta inflamatoria
excessiva ou prolongada, relacionada a presenca do corpo estranho, como, por exemplo, as
telas ou fios de sutura, predispde a falha no processo de cicatrizacdo. Os corticoesteroides
diminuem o processo inflamatdrio, mas, por outro lado, também inibem a sintese de
colageno (BURGER et al, 2005; BELLON & DURAN, 2008b).

Passada a primeira fase do processo de cicatrizacdo, os fibroblastos, oriundos em
parte da migracdo e em parte da sua proliferacdo, comecam a povoar a ferida cirdrgica.
Esse estagio e influenciado pela presenca dos fatores de crescimento e dos mediadores
inflamatdrios. Os primeiros sdo peptideos regulados durante a fase inflamatéria e séo
necessarios cinco a sete dias para que atinjam seu pico maximo. O tratamento experimental
das feridas cirurgicas em ratos, com esses fatores de crescimento, parece estimular o
aparecimento de fibroblastos e colageno em torno da ferida, acelerando o ganho de forca

ténsil da mesma. Pouco se sabe sobre o recrutamento desses fibroblastos na ferida cirurgica
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na parede abdominal ou que tipo de defeito pode acontecer durante a formacdo das hérnias

incisionais (DUBAY et al, 2004).

Fibroblastos cultivados em tecidos retirados de &reas das hérnias incisionais
apresentaram defeito de contracdo das redes de colagenos. Nas feridas com cicatriza¢do
dentro do padrdo da normalidade, os fibroblastos promoveram cerca de 80% da contracéo
das redes de colageno nos primeiros cinco dias, enquanto que naquelas com hérnias
incisionais, a contragdo foi de 50%. No mesmo estudo também n&o foi observada diferenga
na expressdo génica de colageno entre as feridas, com e sem hérnias, sugerindo que essa
diferenga pudesse ser mais precoce (antes do 28°. dia de p6s-operatorio) ou que a ferida
que herniou dependa ndo somente da expressdo génica do coldgeno (ROSCH et al, 2003).

Klinge et al. (2000) demonstraram um desequilibrio entre a producdo de colageno
tipo | e Il e sugeriram a existéncia de uma alteracdo nas matrizes extracelulares nos
pacientes estudados, que interferia no processo fisiolégico da cicatrizacdo. Uma
predisposicdo genética a para formacdo de hérnias abdominais foi observada em séries de
casos de pacientes portadores de aneurisma de aorta. Essa observacgdo suscitou a hipotese
da existéncia de um defeito na matriz extracelular da parede vascular, levando ao
surgimento do aneurisma, assim como na parede abdominal causando as hérnias em
consequéncia de uma alteracdo no metabolismo do colageno (HALL et al, 1995).

Alguns autores acreditam que a aponeurose da parede abdominal é um tecido cuja
producéo dos fibroblastos é estimulada pela ativacdo gerada por um efeito mecanico. Essa
teoria, chamada de mecanotransducdo, implica que a carga imposta a um determinado
tecido funciona como sinalizador para as celulas estruturais por meio da matriz celular,
que possui receptores do tipo integrina na superficie celular. Uma diminuicdo dessa

sinalizacdo, causada por uma falha mecénica, como, por exemplo, um rompimento da
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sutura, poderia ocasionar uma perda cinética e, consequentemente, repercutir na
proliferacdo dos fibroblastos (BENJAMIN & HILLEN, 2003; KATSUMI et al, 2004).

As hérnias incisionais devem ser consideradas feridas com comportamento de
cicatrizacao alterado, uma doenca dos tecidos moles, onde a possibilidade do sucesso esta
relacionada a um reparo realizado com técnica adequada, aliado a uma biologia favoravel
do processo de cicatrizacdo. A técnica mais adequada, contudo, ainda néo foi estabelecida,
assim como todas as etapas e fatores implicados no processo de cicatrizacdo nao foram

totalmente descobertos e esclarecidos.

3.2 MATERIAIS UTILIZADOS PARA REPARO DE HERNIAS ABDOMINAIS

A Sociedade Americana de Reparo de Hérnia reconheceu que o0 uso de protese
representa, atualmente, o procedimento padrdo para tratamento de hérnias incisionais. As
vantagens da utilizacdo da tela incluem: facil disponibilidade, auséncia de morbidade
associada ao sitio do doador, como no caso de enxertos de fascia do préprio paciente,
utilizados para correcdo de defeitos abdominais, e, finalmente, auséncia de tensdo no
reparo (SHELL et al, 2008).

A cirurgia para reparo de hérnias abdominais grandes ou hérnias recidivadas deve
ter como objetivos: a) prevenir a eventragdo visceral; b) promover a incorporagdo dos
bordos da parede abdominal ao reparo; c) oferecer suporte dindmico a musculatura e,
finalmente, d) restaurar a continuidade da parede abdominal sem tensdo (SHELL et al,
2008).

Até a década de 1990, a sutura primaria era considerada o padrdo ouro para
hernioplastias incisionais, todavia evidenciava-se alta taxa de recorréncia, até mesmo em
defeitos menores que cinco centimetros. Em estudo randomizado, Luijendijk et al. (2000),

comparando reparo com sutura primaria e reparo com prétese em hérnias incisionais
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menores que seis centimetros, verificaram uma taxa de recorréncia de 46%, nos reparos
com sutura primaria, e de 23% para o grupo com tela. Burger et al. (2004), em estudo
semelhante com de dez anos de seguimento, revelaram uma taxa de recidiva de 63%, para
sutura primaria, e de 32% para o0 grupo que utilizou protese. Estes resultados contribuiram
para reforcar a indicacdo de sutura primaria apenas para a corre¢do de hérnias incisionais
menores que cinco centimetros com o reparo orientado horizontalmente e a sutura com fio
monofilamentar ndo absorvivel (BACHMAN & RAMSHAW, 2008).

Os materiais mais comumente usados para 0 reparo nas cirurgias de hérnias
incisionais tém sido o polipropileno e o politetrafluoretileno expandido (PTFEe). A tela de
polipropileno foi introduzida por Usher em 1958. As fibras de polipropileno podem ser
monofilamentares ou multifilamentares, trancadas em diferentes densidades e desenhos
além de possuirem boa estabilidade mecénica e resisténcia. A sua elasticidade, entretanto,
depende da quantidade de material implantado e do tamanho de seus poros, que medem
entre um e dois milimetros. A retracdo das proteses, em geral, € uma consequéncia da
contragdo fisiologica da cicatriz secundaria & diferenciagdo dos fibroblastos em
miofibroblastos que ocorre durante o processo de incorporacdo da tela ao hospedeiro.
Contudo, se o grau de elasticidade da tela for reduzido, essa retracdo pode causar
recorréncia da hérnia e dor no local da cicatriz, a exemplo da protese de polipropileno. A
retracdo € mais comum quando a implantacao da protese é feita sobre o folheto anterior do
reto abdominal. Essa técnica tem como vantagens a possibilidade de uma dissec¢do mais
facil e a seguranga de deixar a tela sem contato direto com as algas intestinais. Contudo,
de acordo com Garcia-Urefia, a colocacdo da tela no folheto posterior do musculo reto
abdominal e no espago pré-peritoneal, embora seja de dificil execucdo, diminui a
incidéncia de retracdo da tela e de infeccdo de ferida, indicador que reforca a adequacéo

desse local como o mais apropriado para implante da prétese, com um melhor controle
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sobre pressdes intra-abdominais (USHER; OCHSNER; TUTTLE, 1958; GARCIA-
URENA et al, 2007).

Baseados no tamanho dos poros, 0os materiais utilizados para a correcdo de hérnias
podem ser classificados em quatro tipos: tipo | — as préteses sdo constituidas por
macroporos maiores que 75um, como as telas de polipropileno; tipo Il — préteses com
microporos medindo menos que 10um, como, por exemplo, o politetrafluoretileno
expandido; tipo 11 — proteses multifilamentares ou com componentes microporosos como
0 PTFEe, trancados juntamente com polipropileno ou dacron (Mersilene) ou com o préprio
PTFEe perfurado e o tipo IV — biomateriais com poros de tamanho submicrométricos
como o silastic, membrana de pericardio ou dura-mater que, em combinacdo com telas tipo
I, podem ser utilizadas para reparo das hérnias abdominais (AMID, 1997).

As telas de polipropileno podem sofrer retracdo em diferentes momentos. Inimeros
fatores, avaliados em experimentos, podem afetar essa retracdo, como, por exemplo, 0
crescimento do animal, o tipo de fixagdo da tela, o tamanho de seus poros, a textura de
material utilizado, a configuracdo do trancado da tela, o didametro da fibra e, por fim, a
quantidade de material implantado (GARCIA-URENA et al, 2007).

O organismo reage de forma diferente a presenca de préteses sintéticas ou enxertos
utilizados para reparos abdominais com a finalidade de corrigir essas hérnias. A resposta
inflamatdria aos materiais sintéticos depende do tamanho dos poros e do tipo de trangado.
A presenca de poros maiores que 75um permite uma infiltracdo celular atraves do
trancado da tela, a penetracdo de neutrofilos e macrofagos, o que confere uma maior
protecdo contra a infeccdo, formacao de neovascularizagao, deposicdo de colageno, através
da mesma, e permite sua incorporacio ao tecido do hospedeiro (GUTIERREZ-
SAMPERIO et al, 2002; GARCIA-URENA et al, 2007; BACHMAN & RAMSHAW,

2008; SHELL et al, 2008).
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Poros menores do que dez micra impedem a penetracdo dos macréfagos (>50um)
na protese, facilitam o acesso as bactérias (um micra) e favorecem a infeccdo. No entanto,
0 tamanho dos poros também pode ser reduzido em 40 a 58,5% pela presenca de infeccéo,
recorréncias e outras cirurgias (GUTIERREZ-SAMPERIO et al, 2002; GARCIA-URENA
et al, 2007; BACHMAN & RAMSHAW, 2008; SHELL et al, 2008).

Demonstrou-se que telas com excessiva quantidade de material favorecem uma
maior rigidez e restricdo aos movimentos da parede abdominal, além de promover uma
maior reacdo tipo corpo estranho (D’ACOMPORA; JOLI; TRAMONTE, 2007).

Atualmente, h4d uma tendéncia de se misturarem fios de material absorvivel, como
a poliglactina, no trancado da tela de polipropileno, reduzindo 70% da quantidade de
polipropileno utilizado na fabricacdo da tela original. Esses fios sdo absorvidos, depois de
um periodo, ap6s sua implantacdo no hospedeiro, deixando a tela permanente mais leve.
Essas telas sdo chamadas de telas de baixo peso (lightweight mesh). A utilizacdo delas nao
s6 promove uma melhor implantacdo da protese ao hospedeiro, como também diminui os
efeitos indesejavéis causados por telas de materiais ndo absorviveis em seu sitio de
implantacdo. Outra vantagem é que seus poros sdo maiores (trés a cinco milimetros)
melhorando a elasticidade quando incorporadas ao tecido, a0 mesmo tempo em que
reduzem o processo inflamatério. Esse tipo de material permite a integracdo tecidual
formando uma rede ao inves de uma cicatriz (MAZZINI & MANTOVANI, 1999;
D’ACOMPORA et al, 2007, AKOLEKAR et al, 2008; BACHMAN & RAMSHAW,
2008).

Quando se avaliou a forca média de resisténcia a tracdo, ndo houve diferenca
significativa entre as telas de polipropileno (telas de alto peso) e as telas de baixo peso. No

entanto, a tela de polipropileno apresentou um ndmero significativamente superior de
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aderéncias quando comparada com a tela de baixo peso (MAZZINI & MANTOVANI,
1999; D’ ACOMPORA et al, 2007, BACHMAN & RAMSHAW, 2008).

Outro tipo de protese sintética é a de polietileno tetrafalato®, a mais popular é a
Mersilene®, formada por polimeros de carbono (poliéster) e, ao contrario do polipropileno,
que € hidrofobico, tem uma estrutura hidrofilica. Ao se comparar a tela de poliéster com as
de polipropileno®, para reparo de hérnias ventrais, demonstrou-se que a primeira
apresentou maiores taxas de infeccdo, obstrucdo intestinal, recorréncia e fistulas (LEBER
et al, 1998).

Por conta da necessidade de colocacdo das préteses em contato direto com as alcas
abdominais, como no caso das cirurgias por via laparoscdpica, telas com barreiras
antiaderentes comecaram a ser desenvolvidas. A prétese para colocacdo intra-abdominal
deve ter a superficie externa com propriedades diferentes da camada interna. A camada
exposta as visceras deve ser lisa, ndo erosiva, pouco susceptivel a infeccdo e deve inibir a
formacdo de aderéncias e de tecido de granulagdo. Essas caracteristicas devem permanecer,
pelo menos, durante sete dias de pos-operatdrio porque é nesse periodo que ocorre a
formacdo de aderéncias. JA a camada superficial deve ser macroporosa, permitindo o
crescimento dos fibroblastos e a reacdo inflamatdria necessaria para a incorporacédo da tela
ao hospedeiro, mantendo assim a forca ténsil. No entanto, é importante ressaltar que uma
reacdo inflamatdéria continuada € indesejavel visto que prejudica o0 processo de
incorporagdo da tela e a resisténcia da mesma (BURGER et al, 2006; BACHMAN &
RAMSHAW, 2008).

A primeira protese com a finalidade de reduzir a formagdo de aderéncias a ser
utilizada foi o politetrafluoretileno expandido (PTFEe). O PTFEe caracteriza-se por ter

poros de trés micra na sua face visceral, tornando mais dificil a infiltracdo de células

2 Dacron ou PET
% Mersilene da Ethicon
* Prolene e Marlex
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inflamatdrias e reduzindo o numero de aderéncias ou permitindo desfazé-las com
facilidade. Ja a face abdominal (externa) possui poros de 100um, favorecendo a migracéao
das células inflamatorias e o processo de incorporacdo da protese. A face peritoneal, no
entanto, pode romper facilmente no local da sutura, caso a tela ndo seja fixada
adequadamente (BACHMAN & RAMSHAW, 2008).

Numa segunda etapa, passou-se a utilizar uma tela composta de polipropileno de
alto peso (heavyweight mesh) junto com uma camada de PTFEe. Esta composicdo
permitiu que a superficie externa, formada por macroporos, favorecesse ao processo de
incorporacdo da tela, ao passo que a superficie visceral, constituida por PTFEe, reduziria o
processo inflamatdrio e as aderéncias. Contudo, alguns problemas surgiram quando a
retracdo das camadas de PTFEe e polipropileno ocorria em momentos diferentes,
permitindo a exposicdo das alcas intestinais a camada de polipropileno, levando a
formacédo de fistulas (LEBLANC et al, 2003).

A partir dai, comecaram a surgir varias telas compostas de materiais, como o
polipropileno e o poliéster, revestidos de polimeros absorviveis, desempenhando a fungéo
de barreira entre a tela e as alcas intestinais. Esses materiais permaneciam entre sete e 14
dias, até que se formasse o neoperitdneo (BURGER et al, 2006).

Outra opcdo para correcdo das falhas da parede abdominal, particularmente nos
pacientes em que a hérnia ventral complica com infeccdo e fistulas enterocutaneas,
necessitando de resseccdo de algas intestinais, € a utilizacdo de uma proétese bioldgica,
como a matriz acelular da derme (ADM), cultivada a partir da derme de cadaveres.
Durante o preparo, os componentes celulares sdo retirados, permanecendo apenas o
componente ndo imunogénico, formado pela membrana basal e o coldgeno. Teoricamente,
essa matriz acelular serviria como arcabougo para regeneracdo da fascia abdominal,

entretanto esses estudos demonstraram uma incidéncia elevada de recorréncia poés-
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operatoria, que chegou a 80%, além do alto custo do material, 0 que torna essa alternativa
pouco eficiente (BLATNIK; JIN; ROSEN, 2008).

A utilizacdo de enxertos autélogos para correcdo de hérnias abdominais deve ser
reservada aos pacientes para 0s quais ndo se dispunha de alternativas ou passiveis
contraindicacao ao implante de proteses sintéticas. A taxa de recidiva da hérnia, quando se
utiliza o enxerto autdlogo, € semelhante a taxa observada nas corre¢cBes com sutura
simples, além de apresentar uma morbidade consideravel. A técnica de Alcino Lazaro pode
ser empregada em defeitos pequenos da linha média e apresenta baixa morbidade e

recidiva em torno de 3% (DE VRIES REILINGH et al, 2007).

3.3 MECANICA DA PAREDE ABDOMINAL

A implantacdo de uma prétese para o reparo de hérnias incisionais é uma causa
importante de desequilibrio na fisiologia da parede abdominal. A dindmica da parede
abdominal é resultado de uma complexa interacdo entre os tecidos 6sseos, musculatura e
fascias interligadas por uma rede nervosa cujo funcionamento é sincronizado. Essa rede é
responsavel por necessidades essenciais como: protecdo das visceras abdominais, processo
de respiracdo, realizagdo de movimentos que permitem a flexibilidade do tronco, o
equilibrio do corpo na posicdo ereta e regulacdo da pressdo intra-abdominal durante a
evacuacdo, além da realizagdo de qualquer movimento intencional (DE SANTIS et al,
2003).

ElevagOes da pressdo intra-abdominal podem interferir de forma significativa na
diminuicdo do retorno venoso com consequente redugdo do débito cardiaco, reducdo dos
fluxos espléncnico e hepético e diminuicdo da filtragdo glomerular. A hernioplastia
abdominal realizada sob tensdo pode levar ao aumento da presséo intra-abdominal,

favorecendo o aparecimento de uma série de complica¢bes pos-operatorias. A pressdo
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intra-abdominal é mais elevada em individuos obesos (IMC>35kg/m?). Cobb e
colaboradores verificaram que a pressdo intra-abdominal aumenta a medida que se eleva o
IMC, sem preferéncia por género. Por outro lado, as maiores pressdes intra-abdominais
registradas em individuos sadios, com IMC <25kg/m? ocorreram durante a tosse e o
movimento de pular. Portanto, individuos obesos e com tosse cronica tém risco aumentado
de formacdo de hérnias abdominais, assim como maior risco de recidiva ap0s reparo
cirurgico (COBB et al, 2005).

Klinge et al. (2000) descreveram um modelo matematico para célculo da forca da
parede abdominal, baseando-se nos principios hidrostaticos de Pascal, no qual o valor
méaximo da forca ténsil para a parede abdominal foi de 16N/cm. Demonstrou-se que as
telas de polipropileno possuem uma forca de ruptura dez vezes maior do que a forca
registrada para a parede do abdome. Com a utilizacdo de modelos matematicos e da
estereotaxia da parede abdominal em humanos, é provavel que as telas fabricadas para o
reparo cirdrgico dessas hérnias abdominais estejam superdimensionadas. Esse mesmo
grupo estudou a elasticidade da parede abdominal em cadaveres frescos. A parede
abdominal foi retirada integralmente tendo como limites superiores as costelas e o
apéndice xiféide e, inferiores, as cristas iliacas e ligamento inguinal. Cada amostra teve sua
elasticidade testada no abdome inferior e superior, em quatro dire¢Bes diferentes, na
tentativa de simular as caracteristicas fisiologicas. Esses testes permitiram 0 mapeamento
de areas mais fracas e mais fortes da parede abdominal. Quando se comparou a
elasticidade da parede abdominal entre os diferentes sexos, observou-se uma diferenca
significativa de elasticidade a favor do sexo feminino, o que pode ser uma das explicagdes
para uma maior incidéncia de hérnia no sexo masculino. As telas utilizadas para correcao
das hernioplastias também foram submetidas a testes para avaliacdo da elasticidade,

simulando condicdes fisiologicas, e, sob uma forca ténsil de 16N/cm, demonstrando uma
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elasticidade bastante reduzida quando comparada com a parede abdominal. As telas com
poros maiores e uma quantidade reduzida de polipropileno promovem uma diminuicdo da
restricdo aos movimentos abdominais, provavelmente decorrente da diminuicdo do
processo inflamatorio e de reacdo cicatricial. E possivel que, por conta da implantagdo de
préteses extensas, o processo de formacao de tecido cicatricial promova uma condicdo nao
fisiolégica da parede abdominal, causando prejuizo a flexibilidade abdominal e
favorecendo ao aparecimento de pequenas rupturas nos bordos, com consequente
necessidade de remodelacdo permanente e uma maior tendéncia a recidiva da hérnia
(KLINGE et al, 2000).

Desta forma, a compreensdo da mecanica da parede abdominal é fundamental para
uma aplicacdo racional da técnica cirargica e para a obtencdo de resultados satisfatdrios

dos reparos nas hérnias incisionais.

3.4 BIOPOLIMEROS

Os biopolimeros sdo moléculas de alto peso molecular constituidas pela repeticdo
de unidades fundamentais organizadas huma sequéncia e produzidas por varias espécies de
sistemas biolégicos (KHACHATOORIAN et al, 1973).

A celulose constitui um dos polimeros mais comumente encontrados na natureza,
presente em 40 a 50% de quase todas as plantas. Outras fontes de celulose, em menor
proporcao, sao as bactérias, algas marinhas, pelos dos frutos, como o algodao e gramineas-
monocotileddneas, como, por exemplo, bagaco de cana, bambu e palhas de cereais. Ainda
pode existir na forma de celulose artificial como a viscose e o rayon (KLOCK & MUNIZ,
1998).

A estrutura e as propriedades mecénicas da celulose bacteriana diferem da celulose

produzida a partir das plantas, apesar de ambas possuirem a mesma composi¢ao quimica
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bésica, caracterizada por ser um polimero composto por um grande nimero de unidades
repetidas constituidas da condensacdo da D-glicose (um aglcar simples — monossacarideo
hexose). A designacdo D refere-se a posicdo do grupo hidroxila (OH) localizada a direita
do atomo de carbono (C) assimétrico, mais distante do grupo aldeido (Figura 1). Esses
polimeros podem ser classificados em homopolimero, quando as unidades sdo idénticas, e
em heteropolimeros, quando as unidades sdo constituidas por dois ou mais tipos de

monodmeros (WALTON & BLACKWELL, 1973).

Figura 1. Férmula quimica da celulose

Quando comparada a celulose extraida das plantas, a celulose bacteriana possui
propriedades mecanicas mais fortes no que diz respeito a resisténcia, melhor capacidade de
retencdo hidrica, tornando possivel molda-la durante sua sintese, além de alta
biocompatibilidade e cristalinidade. Diferente da primeira, a celulose bacteriana é
altamente pura e livre de componentes biogénicos (lignina, pectina, entre outros). Outra
caracteristica importante dos biopolimeros de origem bacteriana é seu alto grau de
regularidade, estando isentos de flutuaces de ordem climatica ou sazonal (MELO, 2003).

Nos ultimos anos, o interesse pela celulose produzida por via microbioldgica vem
aumentando em virtude das indmeras aplicacfes comerciais desse biopolimero, como
alternativa a fabricacdo de pele artificial, diafragmas acusticos, membranas de filtros e na
cicatrizacdo de feridas (PATERSON-BEEDLE et al, 2000). Na industria farmacéutica e
médica, esse material vem sendo testado como substituto de tecidos vasculares, arcabouco

de tecidos cartilaginosos, substrato para cultura de células, curativos bioldgicos para
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queimaduras e na fabricacdo de proteses (PUTRA et al, 2008), substituto de 6rgaos ocos,
como: ureter, traqueia e tubo digestivo, bainha para reconstrucao de nervos, substituto da
dura-mater e reparo de hérnias (ONO et al, 1989; YAMANAKA et al, 1990; KLEMM et
al, 2001, 2003, 2005; OSTER et al, 2003; DAMIEN et al, 2005). Na Asia, a celulose
bacteriana em sua forma desintegrada tem sido utilizada na alimentacdo, como agente
espessante, e na dieta, sob a forma de fibras suplementares (YAMANAKA &
WATANABE, 1994).

A celulose bacteriana pode ser descrita como uma membrana semitransparente,
constituida por uma rede de fibrilas de celulose, de dimensdes nanométricas, produzida
por bactérias, particularmente as Gram-negativas, cujo representante mais importante é o
Acetobacter xylinum (RAMBO et al, 2007; PUTRA et al, 2008). Os testes de
biocompatibilidade in vivo demonstraram que a celulose produzida pelo Acetobacter
xylinum ndo produziu sinais macroscéopicos inflamatérios e nem sinais histologicos
compativeis com inflamacédo cronica e reacdo ao corpo estranho. Observou-se também uma
integracdo satisfatdria da membrana de celulose ao tecido do hospedeiro (HELENIUS et
al, 2005). Diante dessas caracteristicas favoraveis a aplicabilidade na medicina, passou-se a
utiliza-la em inUmeras pesquisas na area de engenharia de tecidos, como arcabouco de

préteses vasculares e tecidos cartilaginosos (BACKDAHL et al, 2006).

3.5 BIOPOLIMERO DA CANA-DE-ACUCAR

Recentemente, o Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) isolou uma bactéria, denominada Zooglea sp, capaz de produzir um
exopolissacarideo em meio constituido por melaco de cana-de-agucar, passando a ser
denominado “Biopolimero da cana-de-agucar”. A estrutura quimica desse biopolimero é

constituida por diferentes monossacarideos: glicose 87,57%, xilose 8,58%, ribose 1,68%,
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acido glicurénico 0,83%, manose 0,82%, arabinose 0,37%, galactose 0,13%, ramnose
0,01% e fucose 0,01% (MELO, 2003).

Na area de saude, Coelho e colaboradores testaram o biopolimero de cana-de-
acucar, em seu estado bruto, envolvido em meio de cultura desidratado (melaco de cana-
de-agucar), para cicatrizacdo de feridas cutaneas em animais, demonstrando um aumento
do tecido de granulacédo, controle da infeccdo e diminuicdo do tempo de cicatrizacdo. O
biopolimero, constituido de acucares, forma uma pelicula estavel que, em contato com as
secrecOes da ferida, libera uma quantidade de aglcar capaz de aumentar a concentracédo do
meio e torna-lo hiperosmolar. Essa liberacdo se processou de forma gradual, de acordo
com a presenca do exudato da ferida, por conta da estabilidade da membrana, diferente do
que acontece quando se utiliza acUcar nas feridas infectadas, quando este é rapidamente
diluido em consequéncia da acdo higroscopica, 0 que explica a necessidade de varias
aplicacdes ao dia para o efeito ser mantido (COELHO et al, 2002).

Em seu estado de pureza, o biopolimero apresenta baixa citotoxidade, alta
biocompatibilidade, elasticidade, resisténcia a tracdo, flexibilidade e ainda pode ser
modelado em diferentes formas, preenchendo assim as exigéncias necessarias para
manufatura dos implantes biolégicos (CASTRO et al, 2004; FALCAO et al, 2008b).

Um grupo de pesquisa interdisciplinar, denominado Biopolimero da cana-de-
acucar, foi criado com o objetivo de desenvolver estudos sobre as caracteristicas fisico-
quimicas dessa membrana celuldsica e sua utilizacdo na area de saude.

Os estudos pioneiros com o biopolimero da cana-de-agucar na area de cirurgia
foram realizados no Nucleo de Cirurgia Experimental (NCE) utilizando-o como patch nas
lesBes de estbmago e de bexiga induzidas em animais (RIBEIRO & CAMARA NETO,

2002; LUCENA et al, 2005)
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Em 2005, estudando-se este biopolimero, constatou-se sua capacidade de substituir
tecidos biolégicos com boa tolerabilidade e produzir pequeno grau de reacdo inflamatdria
(LIMA et al, 2005).

Demonstrou-se, também, a aplicacdo experimental do biopolimero da cana-de-
acucar como substituto de enxerto na miringoplastia (SILVA et al, 2006), como enxerto
vascular (MARQUES, 2006; AGUIAR et al, 2007), no tratamento da incontinéncia
urinaria através de sling (GONCALVES et al, 2006), realizacdo de uretroplastia
(CHAGAS et al, 2006), reconstituicdo da tanica albuginea (VILAR et al, 2006), tratamento
do refluxo vésico-ureteral (RANGEL et al, 2006) e o curativo ap0s cirurgia de hipospadia

(LIMA et al, 2006).

3.6 ESTEREOLOGIA

O termo estereologia é aplicado para descrever métodos que permitem 0 acesso a
informacdes tridimensionais baseadas em estruturas seccionais bidimensionais nas quais se
utilizaram, como principios basicos, procedimentos da geometria e da teoria das
probabilidades (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).

A morfometria trabalha com estruturas bidimensionais e determina comprimentos,
perimetros e areas, enquanto que a estereologia estima densidades. As mais empregadas
sdo: densidade volumétrica (Vv), densidade por comprimento (Lv — length density),
densidade de superficie (Sv) e densidade numérica (Nv). Todos esses calculos sdo
estimados por modelos que utilizam o conhecimento estatistico, incluindo o tamanho das
amostras, a randomizacao e a isotropia°. O objetivo da amostragem na estereologia é obter
a eficiéncia, ou seja, a maior quantidade de informacé&o estrutural com o menor esforgo e

baixo custo: “fazer mais por menos” (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).

% Isotropia: Qualidade de alguns meios ou materiais que consiste em terem as mesmas propriedades fisicas
em todas as direcGes.
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A natureza da estrutura estudada ndo interfere no método, uma vez que o método se
utiliza da quantificacdo da mesma para descrevé-la e comparéa-las entre si.

Na estereologia, a estrutura a ser quantificada é apresentada sob a forma
bidimensional como uma lamina proveniente de uma amostra de um tecido, cortado a
partir de um bloco de parafina, ou de uma estrutura anatbmica macroscopica disposta em
cortes sagitais ou longitudinais, realizados por tomografo computadorizado ou ressonancia
nuclear magnética. Essa abordagem produz cortes de espessuras variadas a depender do
tamanho da estrutura e do objetivo do estudo. Os cortes podem variar de centimetros a
nandémetros (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).

O maior desafio da estereologia consiste na perda da dimensdo. Uma estrutura
tridimensional (3D) se torna uma area bidimensional (superficie - 2D), que, por sua vez,
se torna uma linha (1D). Esta linha (1D) se torna um ponto (0D) e um namero de pontos é
perdido gerando a perda na dimensdo estrutural. Contudo, o progresso e sofisticacdo dos
métodos estatisticos permitiram uma solucdo para esse problema (MANDARIM-DE-
LACERDA, 2003; GARCIA et al, 2007).

A estereologia, quando utilizada para estudo da interacdo protese-hospedeiro, permite
o0 estudo quantitativo das seguintes fases: processo inflamatério agudo, persisténcia deste
processo ao longo do tempo (processo inflamatério cronico) e, por fim, a degradacdo ou
néo da protese pelo hospedeiro (GARCIA et al, 2007).

Modificagdes no volume (densidade volumétrica) original da protese implantada
podem prover informacdes sobre a degradacdo da mesma e métodos simples de contagem
de pontos permitem o acesso a essa informacdo (GARCIA et al, 2007).

A densidade por comprimento é utilizada na estereologia para avaliar
quantitativamente a extensdo da angiogénese, o que € muito Util ao estudo da resposta de

cicatrizacao entre o hospedeiro e a protese (GARCIA et al, 2007).
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A densidade numérica é a medida utilizada pela estereologia para quantificacdo das
células inflamatorias em termos de presenca/auséncia e frequéncia das mesmas. Esse
parametro avalia a natureza da inflamacdo e a integracdo hospedeiro-proétese, tanto na fase
aguda (neutréfilos e mondcitos) quanto na fase cronica (macréfagos) (MANDARIM-DE-
LACERDA, 2003; GARCIA et al, 2007).

A resposta da cicatrizacdo também ativa a deposicdo de fibroblastos, colageno e
capilares. A andlise da espessura e qualidade dessa camada revela a reacdo protese-
hospedeiro (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003; GARCIA et al, 2007).

O estudo estereoldgico necessita linhas-testes, pontos-testes e teste-moldura (area)
para conseguir informacao dos cortes. Todos os testes, linhas, pontos e moldura compdem
um sistema-teste que, usualmente, tem uma linha — comprimento conhecida (Lt), pontos
totais (Pt), e area-teste (A1) (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).

Qualquer sistema-teste precisa ser superposto a uma imagem e isso pode ser montado
dentro de uma Optica do microscépio ou pelo desenho em acetado que se sobreponha ao
monitor para receber imagens do video-microscopio. E preciso contar as linhas e pontos
que toquem a estrutura tecidual ou os numeros de objetos dentro da moldura para
conseguir informacdo suficiente para as férmulas estereolégicas (MANDARIM-DE-
LACERDA, 2003; GARCIA et al, 2007).

A Figura 2 mostra um classico sistema-teste chamado “multipurpose” ou M42

(MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).
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Figura 2: Sistema de testes M-42. Este sistema tem 21 linhas
curtas com tamanho conhecido (d) e dois pontos-teste em cada
extremidade (Pp, 42 pontos no total) (adaptado de
MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).
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4 METODO

4.1 POPULACAO DE ESTUDO

A populagdo de estudo foi composta de ratos adultos machos (Rattus norvegicus
albinus), da linhagem Wistar, com idade média de 90 dias, procedentes do biotério do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram
mantidos, no biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental da UFPE, em gaiolas
apropriadas, contendo no maximo cinco animais, em temperatura ambiente, livre de ruidos
e estresse, respeitando os ciclos diurno e noturno e alimentados com racéo apropriada® e
agua potavel ad libitum até o momento do experimento. Os ratos com peso inferior a 340
gramas e superior a 500 gramas foram excluidos do experimento.

Para calculo de amostra, utilizou-se a formula que permite a comparacdo de
médias: (2 + Za2)? (51° + 527 (W1 - Ma)* (KIRKWOOD, 1989). Adotou-se 0=0,05 ¢ $=0,20
que, respectivamente, indicam a ocorréncia de um erro tipo |, ou seja, a probabilidade de
rejeitar a hipétese nula (Ho), quando esta é verdadeira, e a ocorréncia de um erro tipo Il, ou
seja, a probabilidade de ndo rejeitar a hipdtese nula (H;), quando esta for, na realidade,
falsa (HENENEKENS & BURING, 1987). O complemento do erro tipo Il (1- $=0,80)
mede o poder do teste em detectar, caso haja, uma diferenca estimada de médias das
populag¢bes. O tamanho minino de cada grupo foi dado por n; s;° e s,° foram as variancias
estimadas para cada uma das populacdes e zg € z,, foram os valores de z na distribui¢éo
normal, respectivamente, uni e bicaudal correspondentes aos valores a e . Adotou-se uma

diferenca estimada (teste piloto) de medias de 25% para avaliagdo do moddulo de

® Labina, Laboratério Nestlé/Purina/Petcare Company, Sdo Lourenco da Mata, PE.



46

elasticidade e deformacdo de forca maxima e 20% para forca de ruptura maxima,
densidade volumétrica de colageno, nimero de células gigantes por campo e nimero de

neovasos por campo.

4.2 DESENHO DE ESTUDO

O desenho de estudo enquadrou-se na tipologia de ensaio bioldgico ou dos estudos
de intervencdo ou experimentais, que constituem um tipo especial do estudo de coorte
(HENENEKENS & BURING, 1987). Neste estudo, os 45 animais foram alocados,
mediante randomizacg&o, em trés grupos:

Grupo MMP  Ratos cujo reparo do defeito musculo-aponeurotico foi realizado com
a membrana celulose microbiana multiperfurada (MMP), composto

de 18 animais;

Grupo MC Ratos cujo reparo do defeito musculo-aponeurdtico foi realizado com
a membrana celulose microbiana compacta (MC), composto de 12

animais;

Grupo PTFEe Ratos cujo reparo do defeito musculo-aponeurotico foi realizado com

o politetrafluoretileno expandido (PTFEe), composto de 15 animais.
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Ratos adultos machos (Rattus
norvegicus albinus), da linhagem
Wistar, procedentes do biotério do
Departamento de  Nutricdo da

Tamanho da Amostra

Universidade Federal de Pernambuco

Randomizacéo

45 ratos
| | |
Grupo Grupo Grupo do
Membrana de Membrana de PTFEe
Celulose Celulose
Multiperfurada Compacta 15 ratos
18 ratos 12 ratos

Procedimento Cirdrgico

Implante das proteses em cada

Eutanasia

grupo conforme randomizagao

Entre o 95°. DPO e o0 105°. DPO.
Avaliacdo clinica e confeccdo do

Leitura das informac6es

corpo de prova para estudos
biomecanicos e peca para histologia

Corpo de prova submetido a
avaliagdo tensiométrica e pega

Analise dos resultados

submetida a estudo histolégico
qualitativo, quantitativo e
estereoldgico

Avaliagéo dos resultados

biomecanicos, clinicos e
histol6gicos pelo programa SPSS
13.0 para windows

Figura 3 — Fluxograma de coleta de dados
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4.3 ELENCO DE VARIAVEIS

4.3.1 Variavel independente

Nome da variavel

Definicdo/Categorizacéo

Protese

Membrana celulose microbiana multiperfurada (MMP)

Membrana celulose microbiana compacta (MC)

Politetrafluoretileno expandido (PTFEe)

4.3.2 Variaveis dependentes

Nome da variavel

Definigéo/categorizacgéo

Biomecéanicas

Forca maxima de ruptura

Forca méaxima aplicada imediatamente antes da ruptura do corpo de prova
expressa em newtons (N)

Médulo de Elasticidade ’

O médulo de elasticidade ¢ medido pela razdo entre a tensdo aplicada e a
deformacdo resultante, dentro do limite eldstico, em que a deformacédo é
totalmente reversivel e proporcional a tensdo (Megapascals - MPa)

Deformacédo especifica de
forca maxima®

Deformagdo especifica de forga méaxima do corpo de prova € a relagdo entre
o0 decréscimo da altura que sofre o corpo de prova pela aplicacéo da forca
maxima antes da ruptura e a sua altura inicial. (%)

Histoldgicas Quantitativas

Densidade volumétrica do
colageno

Densidade por volume médio de fibras coldgenas visualizada em campo de
microscopia com aumento de 10x expressa em percentagem (%) calculada
atraves da técnica estereoldgica.

Ndmero de células
gigantes por campo

Quantidade de células gigantes por campo em aumento de 400x

NUmero de neovasos por
campo

Quantidade de neovasos por campo em aumento de 400x

Histol6gicas qualitativas

Incorporacéo

Processo caracterizado pela infiltracdo das fibras de colageno e células
inflamatdrias no implante em toda sua extensao (sim/néo)

Encapsulagéo

Processo em que ndo ocorre infiltracdo das células inflamatdrias e fibras de
colageno no implante, caracterizando-se pela formacdo de um involucro
inflamatorio em torno do implante, sem penetragdo (sim/ndo).

Clinicas

Aderéncias®

Presenca de aderéncias das algas abdominais a parede abdominal,
verificadas apds eutandsia (sim/néo).

Infeccéo de ferida®

Presenca de sinais clinicos (pus, hiperemia, calor e rubor) sugestivos de
infeccdo (sim/ndo).

" Médulo de elasticidade é um parametro mecanico que proporciona uma medida da rigidez de um material sélido.
Obtém-se da razdo entre a tensdo (ou pressao) exercida e a deformacdo unitaria sofrida pelo material.Os polimeros
geralmente possuem mddulo de elasticidade bem mais baixos, variando entre 0,007 e 4 GPa.

§ “A tensdo resultante da aplicacdo de uma for¢a em um material ¢ diretamente proporcional a sua deformagdo”. Esta
expressdo ficou conhecida como Lei de Hooke. "As tensdes desenvolvidas e suas deformacdes especificas conseqlientes
sdo proporcionais enquanto ndo se ultrapassa o limite elastico do material.” Lei de Poisson.

® Também foi tratada como variavel potencialmente de confuséo em algumas situagdes.



http://pt.wikipedia.org/wiki/Rigidez
http://pt.wikipedia.org/wiki/Material
http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3lido
http://pt.wikipedia.org/wiki/Raz%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tens%C3%A3o_(f%C3%ADsica)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Press%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Deforma%C3%A7%C3%A3o_unit%C3%A1ria&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pol%C3%ADmero
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4.3.3 Variaveis potencialmente de confusao

Nome da variavel Definicdo/categorizacdo
Dia de pés-operatério (DPO) Periodo compreendido entre a data da cirurgia e dia da eutanasia
expresso em dias.
Peso na data da cirurgia Peso do animal no dia da cirurgia expresso em gramas (g)
Peso na data da eutanasia Peso do animal no dia da eutanasia expresso em gramas (g)

4.4 PROCEDIMENTOS

O experimento foi executado pela autora com o apoio de estudantes bolsistas do
CNPq, treinados pela mesma e assisténcia de veterinario responsavel, no Nucleo de
Cirurgia Experimental da Universidade Federal de Pernambuco, entre julho de 2008 e
fevereiro de 2009.

4.4.1 Preparo do material empregado no estudo

As membranas de biopolimero compactas e perfuradas, utilizadas nos
experimentos, foram produzidas pelo Grupo de Pesquisa Biopolimero de Cana-de-agUcar
no Laboratdrio de Biopolimeros da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Estas
membranas foram enviadas em estado bruto e processadas no Nucleo de Cirurgia
Experimental da UFPE. A compacta se caracteriza por possuir poros com diametro de
0,06pm (70nm) (MELO, 2003). Foram utilizadas membranas com espessura de 0,2mm,
manualmente prensadas, durante o processo de desidratacdo e secadas ao ar. A partir da
membrana compacta, confeccionou-se a multiperfurada estampando-se 16 orificios de
diametro de um milimetro por cm?® Todas as membranas foram conservadas em alcool
isopropilico a 80%, acondicionadas em envelope de acetato de poliéster e esterilizadas em
irradiacdo gama no Laboratdrio de Metrologia do Departamento de Engenharia Nuclear da

UFPE. Essas amostras foram obtidas de um unico lote, cortadas em fragmentos de dois
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centimetros de largura por trés centimetros de comprimento, obtendo-se 12 amostras

compactas e 18 amostras multiperfuradas (Figura 4).

Figura 4. Membranas de celulose bacteriana, em fragmentos de 2,0 cm x 3,0 cm nas formas compacta e

multiperfurada.

A membrana de politetrafuoretileno expandido™® (PTFEe) foi obtida de proteses
vasculares de 8mm de didmetro interno e espessura de parede de 0,8mm, com poros de
25um, seccionadas no sentido longitudinal, ap6s remoc¢do da estrutura helicoidal externa,
cortadas em 15 fragmentos de dois centimetros de largura por trés centimetros

comprimento e acondicionadas e esterilizadas conforme descrito anteriormente (Figura 5).

- 7ERV )
Figura 5. Protese de politetrafluoretileno expandido (PTFEe): A) Implante vascular com estrutura

helicoidal externa. B) Implante vascular seccionado no sentido longitudinal, em forma de retangulo
medindo 2,0cm x 3,0cm.

0 PTEEe Gore Tex®, W.L. Gore & Associates, Inc., Newark, DE.
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4.4.2 Procedimento anestésico

No procedimento anestésico, aplicou-se, pela via intramuscular, uma mistura
composta de cloridrato de cetamina™(5mg/100g de peso do animal) associado ao cloridrato
de xilazina'® (2mg/100g de peso do animal). Dez minutos antes do inicio da anestesia, foi
aplicado sulfato de atropina por via intramuscular (0,44mg/Kg) (MASSONE, 2003).

Durante o procedimento cirdrgico-anestésico, foi administrado oxigénio
(0,5ml/minuto) através de mascara. Esse procedimento permitiu uma anestesia satisfatoria

para 0 tempo cirlrgico necessario.

4.4.3 Procedimento cirdrgico

Apds a administracdo da anestesia e tricotomia da regido toracoabdominal, os
animais foram levados a sala de cirurgia e devidamente posicionados na mesa operatoria,
com fixacdo dos membros com fita cardiaca e colocacdo de méascara de oxigénio depois de
proteger os olhos com gaze umedecida com soro fisiol6gico 0,9%. Em seguida, realizou-se
antissepsia com polivinilpirrolidona e aposicdo de campos cirdrgicos. Em todos os
animais, repetiu-se 0 mesmo procedimento, exceto o tipo de prétese utilizada, conforme
descrito adiante.

Procedeu-se a incisdo mediana longitudinal no nivel da linha xifopubiana, de cinco
centimetros, para abertura da pele e tecido subcutaneo, a disseccdo dos planos até a camada
musculo-aponeurotica dos retos abdominais e a colocagéo de afastadores a fim de permitir
espaco adequado para criacdo de falha musculo-aponeurdtica. A padronizacdo do tamanho
da falha foi realizada com utilizagdo de um molde feito de filme de raios X, medindo dois

centimetros de largura por trés centimetros de comprimento. Esse molde foi posicionado

" Ketalar 50 mg . Laboratérios Cristalia do Brasil
12 Rumpum 20myg . Laboratério Bayer do Brasil
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de forma centralizada na linha alba a uma distancia de um centimetro abaixo do apéndice

xifoide (Figura 6).

Molde de
2X3cmm

Figura 6. Colocacdo de molde para
confeccédo de falha masculo-aponeurdrica

A falha musculo-aponeurotica foi realizada com a retirada desses tecidos (musculo
e aponeurose) na area limitada pelo molde, com preservacédo do periténeo, cuidadosamente

dissecado com cotonete estéril, umedecido com soro fisioldgico (Figura 7).

Falha musculo-
aponeurdtica

Figura 7. Confecc¢do de falha
musculo-aponeurética
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Les6es inadvertidas no peritdneo foram suturadas com fio de polipropileno 5.0%.
Concluida essa etapa, a prétese foi colocada e fixada com fio de polipropileno 4,0** em
pontos separados entre as bordas das proteses e a borda musculo-aponeurotica. Por fim, a
pele foi suturada com fio de nailon 4,0 com pontos separados.

Apdbs o término do procedimento cirargico, os animais foram encaminhados para
recuperacdo, em gaiolas individuais aquecidas, até que comecassem a se movimentar e
beber 4gua. Todos os animais receberam antibioticoprofilaxia com cefalotina®® (0,1g/100g
de peso do animal), por via intramuscular, imediatamente antes do procedimento cirargico,
e analgesia com dipirona’’ (0,19/100g de peso do animal) no pds-operatdrio imediato, por
via intramuscular.

Os animais permaneceram em gaiolas individuais e foram acompanhados
diariamente para avaliacdo pos-operatdria (presenca de infeccdo, acompanhamento de

curva ponderal e nivel de atividade) até o dia da eutanasia.

4.4.4 Eutanasia

A eutanasia ocorreu no periodo compreendido entre 0 95° e o 105° dia de pds-
operatorio.

Os animais foram anestesiados, segundo o mesmo protocolo, descrito no
procedimento cirurgico e, posteriormente, foi administrada a eles, por via intracardiaca,

dose letal de tiopental s6dico™® (75mg).

13 prolene®, Ethicon , JOHNSON & JOHNSON Comércio e Distribuicio Ltda.

¥ Prolene®, Ethicon , JOHNSON & JOHNSON Comércio e Distribuigdo Ltda.

15 Mononylon®, Ethicon , JOHNSON & JOHNSON Comércio e Distribuicéo Ltda.
16 Cefalotina Sodica LAFEPE

7 Dipirona sédica - LAFEPE

18 Thiopentax, Laboratério Cristalia-BR
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4.4.5 Preparo do material para histologia e estudo tensiométrico

Uma vez confirmada a parada cardiorrespiratdria do animal, procedeu-se a retirada
da pele e tecido celular subcutéaneo de toda parede abdominal e térax a fim de verificagdo
do estado de integracdo protese-hospedeiro (Figura 8). Concluida a dissec¢do da parede,
realizou-se abertura do toérax no ponto médio do esterno, seguindo-se, lateralmente,
abertura do diafragma direito e esquerdo, com incisdo na linha axilar anterior em direcéo

caudal até a pelve para expor toda a cavidade abdominal (Figura 9).

Figura 8. Aspecto da prétese 95 dias Figura 9. Aspecto da prdtese 95 apds a
apos a implantacdo (Face externa) implantacéo (Face peritoneal)

Nessa etapa, a presenca de aderéncias das alcas intestinais a parede abdominal foi
identificada e classificada, de acordo com Jenkins*® et al. (1983). Utilizando-se um
paquimetro, realizou-se o preparo do corpo de prova para 0 estudo tensiométrico e

histoldgico, constituido por um retdngulo que englobou a musculatura dos retos

GRAU 0: Nenhuma aderéncia
GRAU 1: Aderéncias minimas que podem ser desfeitas por dissecagdo romba delicada
GRAU 2: Aderéncias moderadas que podem ser desfeitas por dissecacéo agressiva
GRAU 3: Aderéncias densas que requerem dissecacéo aguda para liberar a protese da viscera
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abdominais de cada lado, peritdbneo parietal e a prétese que media cinco centimetros de

largura por trés centimetros de comprimento (Figura 10 e 11).

Figura 10. Amostra retirada para estudo  Figura 11. Corpo de prova ja confeccionado para estudo
histolégico e confecgdo do corpo de prova biomecéanico

A porcdo mais cranial do corpo de prova foi retirada para o estudo histoldgico
correspondendo a largura de 0,5 centimetros com a incluséo do local de interface (limite)
entre prétese e hospedeiro e a sutura (Figura 12). Ap6s o corte, 0 material para analise
histoldgica foi fixado com alfinetes em um papeldo, imerso em formol tamponado a 10%
por 48 horas e depois transferido para alcool a 70% que era renovado a cada sete dias até o

preparo do bloco de parafina.

Figura 12. Amostra retirada para estudo histolégico

O restante do retangulo, aponeurose, musculatura, protese e peritdbneo, com
preservacdo das linhas de suturas laterais e caudal, foi utilizado para avaliacdo

biomecanica. (Figuras 13, 14 e 15).
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Figura 13. Corpo de Figura 14. Presilhas da maquina Figura 15. Corpo de prova

prova para teste (EMIC® DL500) para apreenséo posicionado  para  teste
biomecénico (posicao do corpo de prova biomecanico na EMIC®
de alongamento na DL500

maquina)

4.5. ESTUDO TENSIOMETRICO

O corpo de prova foi cuidadosamente acondicionado sobre um papeldo, imerso em
soro fisioldgico a 0,9%, com o objetivo de manté-lo aberto e sob hidratagcdo uniforme até a
realizacdo dos testes biomecanicos, logo ap6s o término do procedimento de eutanasia.

Para validacdo do teste, foram consideradas apenas as rupturas ocorridas na
interface implante/hospedeiro ou no implante, ndo sendo computados os resultados em que
a ruptura ocorresse fora dessas estruturas (musculatura da parede lateral do abdome).

Os testes biomecéanicos foram realizados no Laboratério de Polimeros, no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Pernambuco, em maquina universal
de testes EMIC ® DL500 (Figura 16) com sistema eletronico para aquisicdo de dados,
software Mtest, versdo 3.0. Destaca-se que em um ensaio de tracdo, o corpo de prova é
submetido a um esforco que tende a alonga-lo ou estica-lo até a ruptura. Geralmente, o
ensaio é realizado num corpo de prova com formas e dimensfes padronizadas, para que 0s
resultados obtidos possam ser comparados ou, se necessario, reproduzidos. Essa estrutura é

fixada em uma maquina de ensaios, submetida a esforgcos crescentes na sua direcdo axial,
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medindo-se as deformacdes correspondentes. Os esfor¢os ou cargas sdo mensurados na

propria maquina e o ensaio é concluido por ocasiao da ruptura do material.

Figura 16. Maquina universal de
testes EMIC® DL500 utilizada para
realizacdo dos testes biomecanicos

Apos retirar 0 excesso de soro fisioldgico do corpo de prova, mediu-se a espessura
do mesmo com auxilio de um micrémero. Pardmetros de cada corpo de prova, como
espessura, velocidade de tracdo e forgca maxima estimada, foram previamente determinados
e transferidos para alimentar os dados do software. O corpo de prova era entdo colocado na
maquina, devidamente fixado em presilhas, € a ele se aplica uma forc¢a ténsil progressiva
de até 100N, a uma velocidade constante de 30mm/min, até que houvesse ruptura do corpo

de prova.

4.6 ESTUDO HISTOLOGICO

Apos a fixagdo, conforme descrito anteriormente, as amostras foram incluidas em
parafina, cortadas em fragmentos de 7um e 5um. O corte transversal na parede abdominal

incluiu todas as camadas: fascia do tecido subcutaneo, aponeurose, musculatura e
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peritbneo na altura da interface prétese-hospedeiro. Essas amostras, coradas com
hematoxilina-eosina (HE), PAS e Picrosirius Red, foram encaminhadas ao Laboratdrio de
Patologia da Universidade Federal de Pernambuco para estudo da histologia qualitativa
com objetivo de avaliar o processo de integracdo protese-hospedeiro (incorporacdo e
encapsulacao) e, quantitativa, para determinar o numero de células gigantes por campo em
aumento 400x e numero de neovasos por campo em aumento 400x. Foram escolhidos,
aleatoriamente, 10 campos por lamina, utilizando-se microscopio éptico Olympus BX41
com objetiva de 40x. Apds a contagem dos 10 campos, foi calculada a média aritmética de
células gigantes e neovasos de cada lamina e, posteriormente, a média de cada grupo.

O estudo estereologico foi conduzido no laboratério de Reproducdo Humana da
Universidade de Sao Paulo (UNIFESP). As amostras, ja cortadas e processadas, conforme
descrito anteriormente, foram coradas com Picrosirius Red e, posteriormente, com
Hematoxilina de Carazzi e, depois de prontas, encaminhadas para leitura no microscopio e
andlise estereol6gica com Multipurpose (M42). Procedeu-se a contagem dos 42 pontos,
anotando-se os coincidentes com as fibras de coldgeno. Realizou-se contagem de dez
campos aleatdérios por lamina em area correspondente a zona de transicdo (interface
implante-hospedeiro). O célculo da densidade volumétrica do coldgeno corresponde a
quantidade, em percentagem, de fibras colagenas. Esse célculo € feito pelo programa Excel
que leva em conta 0 nimero de pontos coincidentes com as fibras colagenas, a objetiva e a

ocular empregadas para a anélise.



59

4.7 PLANO DE DESCRICAO E ANALISE

Inicialmente, foi construido um banco de dados utilizando-se o0 programa SPSS
13.0 versdo para Windows. Numa primeira etapa, avaliou-se, pelos testes de Kolmogorov-
Simirnov e Shapiro-Wilk e de Levene, a normalidade da distribuicdo e a homogeneidade
das varidncias das variaveis continuas, respectivamente. ApoOs esse procedimento,
excluiram-se os valores considerados discrepantes (Apéndice A e B). A partir de entéo,
calcularam-se as médias aritméticas, desvios-padrdo, intervalos de confianca e
identificaram-se os valores minimos e maximos de cada uma dessas variaveis em cada um
dos grupos (MMP, MC e PTFEe). As varidveis nominais foram descritas em proporgdes.

Numa segunda etapa, compararam-se, pelo teste t de Student, para amostras
independentes e populacdes homocedasticas, as médias das variaveis continuas entre o0s
grupos MMP e MC; MMP e PTFEe e entre MC e PTFEe, calcularam-se os respectivos
intervalos de confianca (IC95%) e os valores de p.

Para comparacdo de proporcdes relativas as variaveis nominais, utilizou-se o Chi
quadrado de Pearson e, quando necessario, 0 teste exato de Fisher. Nas comparacGes de
casos de aderéncia e infecgdo, calculou-se o risco relativo (RR) e o intervalo de confianca
correspondente.

Posteriormente, com o objetivo de avaliar o efeito independente das proteses sobre
o tecido do hospedeiro (parametros biomecanicos e histologicos), procedeu-se a analise de
covariancia (tipo 111) na qual se introduziram, como cofatores: o peso do animal no dia da
cirurgia, o peso do animal do dia da eutanasia, o dia de pds-operatorio e a presenca de

aderéncias. Esse procedimento, cuja significancia foi avaliada pelo teste F, permitiu o



60

célculo do coeficiente de determinacdo (R®)®. O método de Sidak foi usado para
comparag6es multiplas de médias ajustadas entre os grupos.
Em todas as situacdes, a probabilidade méxima de erro aceitavel para rejeicdo da

hipdtese nula foi de 5%.

4.8 ASPECTOS ETICOS

Este projeto, aprovado pelos Membros da Comissdo de Etica em Experimentagéo
Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco,
processo n° 008622/2007, respeitou as normas vigentes no Brasil, Lei n°® 9605 (art. 32) e 0

Decreto 3179 (art.17), que regulamentam o uso de animais para fins cientificos. (Anexol).

A interpretacdo da forca de associacdo entre a variavel dependente e a independente é mais facil de se
compreender, se elevarmos ao quadrado o coeficiente de determinacéo (R?). Se multiplicarmos o coeficiente
por 100, vamos obter o percentual da variabilidade da variavel dependente que é explicado pelo valor da
independente. O coeficiente determinagdo pode ser considerado das variaveis continuas como uma medida
paralela, em percentagem, do risco atribuivel, dado que se refere a variabilidade de uma variavel dependente
gue pode ser atribuida a variavel independente (OPAS).
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5 RESULTADOS

Inicialmente, apresentaram-se as estatisticas descritivas correspondentes as
variaveis biomecanicas, clinicas e histolégicas de cada um dos trés grupos. Posteriormente,
analisou-se a associagdo entre variaveis, comparando-se 0s grupos dois a dois. E,
finalmente, procedeu-se a andlise de covariancia entre os trés grupos com a finalidade de
determinar o efeito da variavel independente, ajustado pelas varidveis potencialmente de

confusdo, sobre as varidveis dependentes.

5.1 Resultados descritivos

Os resultados, descritos na Tabela 1, correspondem aos valores descritivos (valor
minimo, valor méaximo, média aritmética, intervalo de confianca e desvio-padrdo)
referentes aos grupos da membrana de celulose multiperfurada, membrana de celulose
compacta e do PTFEe.

As proporcdes de casos com aderéncias e com infecdo foram descritas na Tabela 2.
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Tabela 1. Estatisticas descritivas relativas as varidveis biomecanicas e histologicas

nos grupos MMP, MC e PTEFe

Variaveis Valor  Valor Média 1C95% Desvio-
min. max.  Aritmética padrdo

Grupo membrana multiperfurada
Forca Maxima de Ruptura (N) 35,96 50,84 41,42 39,06-43,77 4,25
Médulo de Elasticidade (MPa) 0,98 6,35 3,85 2,66-5,03 1,76
Deformac&o Especifica da FM (%) 19,14 47,69 36,10 32,14-40,06 7,70
Densidade volumétrica do colageno (%) 14,80 28,80 21,48 19,74-23,22 3,50
Numero de células gigantes por campo (400x) 0,30 0,50 0,37 0,33-0,41 0,07
Numero de neovasos por campo (400x) 11,70 12,50 12,12 11,98-12,25 0,26
Grupo membrana compacta
Forca Mé&xima de Ruptura (N) 25,93 55,78 39,61 34,27-44,94 8,40
Médulo de Elasticidade (MPa) 0,62 4,64 2,09 1,35-2,83 1,09
Deformagdo Especifica da FM (%) 29,02 65,26 43,84 36,80-50,87 11,08
Densidade volumétrica do colageno (%) 9,90 28,90 21,06 17,04-25,08 6,32
Numero de células gigantes por campo ( 400x) 0,30 1,50 0,71 0,50-0,92 0,33
Numero de neovasos por campo (400x) 7,60 9,40 8,19 7,84-8,53 0,51
Grupo PTFEe
Forca Méaxima de Ruptura (N) 32,87 59,33 4491 41,05-48,76 6,67
Médulo de Elasticidade (MPa) 3,36 7,85 5,10 4,48-5,71 1,11
Deformacdo Especifica da FM (%) 26,98 47,85 34,33 31,28-37,38 5,27
Densidade volumétrica do colageno (%) 14,90 26,30 21,19 19,04-23,33 3,54
Numero de células gigantes por campo ( 400x) 0,80 1,90 1,48 1,26-1,70 0,36
Numero de neovasos por campo (400x) 6,20 7,80 7,12 6,79-7,44 0,54

FM=For¢a maxima
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Tabela 2. Numero absoluto e proporcéo de casos de aderéncia e infec¢do nos grupos MMP, MC e PTFEe

Aderéncia Infeccdo
Total
Grupo Sim Nzo Sim Nzo
n % n % n % n % n %
MMP 10 55,6 8 44,4 1 56 17 944 18 100,0
MC 4 33,3 8 66,7 2 16,7 10 833 12 100,0
PTFEe - - 15 100,0 - - 15 100,0 15 100,0

O ponto de ruptura do corpo de prova ocorreu no local da interface hospedeiro

préotese em todas as amostras (Figura 17).

Ruptura na
interface

Figura 17. Corpo de prova apés ruptura da interface prétese-hospedeiro

5.2 RESULTADOS DA ANALISE BIVARIADA

Inicialmente, compararam-se, sem ajustamento, as médias das varidveis
dependentes continuas biomecanicas e histoldgicas entre os grupos. Ndo se observou
diferenga significativa entre as médias da forca méxima de ruptura dos grupos da MMP e
MC (p>0,05), mas se verificou, no entanto, diferenca estastisticamente significativa entre o
grupo de MMP e o grupo MC quando foram avaliadas as varidveis de deformacéo
especifica da forca méxima (p=0,011) e mddulo de elasticidade (p=0,035). Na comparagédo

entre as médias da densidade volumétrica de colageno entre os dois grupos, nao se
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observou diferenca significativa (p>0,05), entretanto na comparacdo das médias das
variaveis referentes ao nimero de células gigantes por campo e numero de neovasos por
campo, constatou-se diferenca estatisticamente signicativa entre os grupos de MMP e MC

com os valores de p=0,001 e p=0,000, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Comparacdo de médias dos parametros biomecanicos e histologicos nos grupos MMP e MC

Variaveis Grupos Teste t Valor

MMP MC dep
Forca Méaxima de Ruptura (N) 41,42 39,61 0,73 >0,05
Médulo de Elasticidade (MPa) 3,85 2,09 -2,22 0,035
Deformacdo Especifica da FM (%) 36,10 43,84 2,80 0,011
Densidade volumétrica do colageno (%) 21,48 21,06 0,23 >0,05
Numero de células gigantes por campo ( 400x) 0,37 0,71 -3,87 0,001
Numero de neovasos por campo(400X) 12,12 8,19 27,07 0,000

MMP= Membrana de celulose multiperfurada, MC =Membrana de celulose compacta, FM=For¢a maxima

As médias das variaveis dependentes continuas entre os grupos da MMP e PTFEe
foram comparadas. Observou-se diferenca estatisticamente significativa nas variaveis
histoldgicas quantitativas de nimero de células gigantes por campo (p=0,000) e nimero de
neovasos por campo entre os grupos da MMP e PTFEe (p=0,000). Ndo houve diferenca
significante entre as médias das demais varidveis dependentes analisadas entre 0s grupos

MMP e PTFEe (p>0,05) (Tabela 4).

Tabela 4. Comparacao das médias dos parametros biomecanicos e histolégicos nos grupos MMP e PTFEe

Variaveis Grupos Teste t Valor

MMP PTFEe dep
Forca Méaxima de Ruptura (N) 41,42 44,91 -1,69 >0,05
Médulo de Elasticidade (MPa) 3,85 5,10 -2,21 >0,05
Deformacdo Especifica da FM(%) 36,10 34,33 0,73 >0,05
Densidade volumétrica do colageno (%) 21,48 21,19 0,23 >0,05
Numero de células gigantes por campo ( 400x) 0,37 1,48 -11,82 0,000
Numero de neovasos por campo (400x) 12,12 7,12 33,768 0,000

MMP= Membrana de celulose multiperfurada, PTFEe= Politetrafluoretileno expandido, FM=Forga méaxima
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Na comparacdo entre os grupos MC e PTFEe, ndo se percebeu diferenca
significativa entre as médias das variaveis de forca maxima de ruptura (p>0,05) e
densidade volumétrica de coladgeno (p>0,05). Todavia, foram observadas diferencas
significativas entre as médias relativas as variaveis de deformacéo especifica de forca
méaxima (p=0,009), mddulo de elasticidade (p=0,000), nimero de células gigantes por

campo (0,000) e numero de neovasos por campo (0,000) (Tabela 5).

Tabela 5. Comparacdo das médias dos pardmetros biomecénicos e histolégicos nos grupos MC e PTFEe

Variéveis Grupos Teste t Valor

MC PTFEe dep
Forca Maxima de Ruptura (N) 39,61 44,91 -1,79 >0,05
Modulo de Elasticidade (MPa) 2,09 5,10 -6,84 0,000
Deformagdo Especifica da FM(%) 43,84 34,33 2,85 0,009
Densidade volumétrica do colageno (%) 21,06 21,19 -0,62 >0,05
Numero de células gigantes por campo ( 400x) 0,71 1,48 -5,51 0,000
Numero de neovasos por campo (400x) 8,19 7,12 4,92 0,000

MC= Membrana de celulose compacta, PTFEe= Politetrafluoretileno expandido, FM=For¢a maxima

Na analise histolégica qualitativa, houve incorporacdo (infiltracdo de células
inflamatorias, neovasos e das fibras colagenas em toda sua extensdo) do conjunto protese-
hospedeiro em 100% dos casos no grupo da membrana de celulose multiperfurada,
enquanto a encapsulacdo (distribuicdo das células gigantes, neovasos e das fibras de
colageno restrita a periferia da protese) foi observada em todos os casos nos grupos da

membrana compacta e PTFEe (Tabela 6 e Figuras 18, 19 e 20).

Tabela 6. NUmero absoluto e proporcao de casos de incorporacao e encapsulacdo nos grupos MMP, MC e

PTFEe
Incorporacéo Encapsulagéo
Total
Grupos Sim Né&o Sim Né&o
n % n % n % n % n %
MMP 18 100,0 - - - - 18 100,0 18 100,0
MC - - 12 1000 12 100,0 - - 12 100,0

PTFEe - - 15 100,0 15 100,0 - - 15 100,0




Figura 18. Fotomicrografia da regido da interface entre o implante (membrana
de celulose multiperfurada) e o hospedeiro - coloragdo Picrosirius Red

Figura 19. Fotomicrografia da regido da interface entre o implante (membrana
de celulose compacta) e o hospedeiro - coloracdo Picrosirius Red
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Figura 20. Fotomicrografia da regido da interface entre o implante (PTFEe)

e 0 hospedeiro - coloracéo Picrosirius Red
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A proporgdo de casos de aderéncia apresentou diferenca estatisticamente

significativa quando se compararam os grupos MMP e PTFEe (p=0,001) e MC e PTFEe

(p=0,03) (Tabela 7) A proporcdo de casos de infeccdo foi semelhante nos trés grupos

(p>0,05) (Tabela 8).

Tabela 7. Comparacdo de proporg¢des de casos de aderéncia entre os grupos MMP, MC e PTFEe

Grupos SimAderénlcia (%)Néo RR 1C95% Valor de p
mﬂ i 222 221‘71 igg 0,68-4,10 >0,05
e e o  w  om
e S 0w w

ND= N&o definido RR= Risco relativo IC= Intervalo de confianca

Tabela 8. Comparacao de propor¢des de casos de infeccdo entre os grupos MMP, MC e PTFEe

Grupos - |nfec|t;éo (%)Nao RR 1Co5% Valor de p

mﬂp— 12:3 Zg:g gzgg 0,03-3,28 >0,05

o T e e
M 16,7 ,

ND= N&o definido RR= Risco relativo IC= Intervalo de confianga
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Foram comparadas as medias das variaveis continuas potencialmente
confundidoras entre os grupos MMP e MC, MMP e PTFEe e MC e PTFEe,
respectivamente. Observou-se diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de
MMP e MC e os grupos MMP e PTFEe quando se compararam as medias dos dias de p0ds-
operatorio (p<0,01). As médias da varidvel peso no dia da eutanadsia s6 apresentaram
diferenca quando se comparou o grupo MMP com o PTFEe (p=0,011). Foi observada
diferenca entre a média do peso no dia da cirurgia entre os grupos MMP e PTFEe e 0s

grupos MC e PTFEe (p<0,05) (Tabela 9).

Tabela 9. Comparacéo das médias das varidveis continuas potencialmente confundidoras nos grupos MMP,

MC e PTFEe
Variéveis Grupos Teste t Valor
dep
MMP MC
Peso do animal no dia da cirurgia(g) 360,76 370,92 -1,82 >0,05
Peso do animal do dia da eutanasia (g) 440,18 431,00 0,81 >0,05
Dia de pés-operatorio 101,44 98,67 2,82 0,009
MMP PTFEe
Peso do animal no dia da cirurgia(g) 360,76 396,13 -4,71 0,000
Peso do animal do dia da eutanasia (g) 440,18 411,07 2,72 0,011
Dia de p6s-operatério 101,44 97,17 5,13 0,000
MC PTFEe
Peso do animal no dia da cirurgia(g) 370,92 396,13 -2,53 0,018
Peso do animal do dia da eutanasia (g) 431,00 411,07 1,69 >0,05
Dia de pos-operatério 98,67 97,17 1,95 >0,05

MMP= Membrana de celulose multiperfurada, MC =Membrana de celulose compacta e PTFEe= Politetrafluoretileno
expandido

5.3 ANALISE DA COVARIANCIA

A andlise de covariancia revelou que as variaveis mddulo de elasticidade, nUmero
de células gigantes por campo e nimero de neovasos por campo permaneceram associadas
a variavel independente mesmo apds ajuste dos fatores de confusdo (peso do animal no dia
da cirurgia, peso do animal no dia da eutanésia, dia de p6s-operatorio e aderéncia). Em

relacdo ao coeficiente de determinagéo, 97%, 68% e 47% da variabilidade dos pardmetros
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numero de neovasos por campo, nimero de células gigantes por campo e mddulo de

elasticidade, foram explicados, respectivamente, pela variavel independente (Tabela 10 e

Figura 21).

Tabela 10. Andlise de Covariancia das varidveis biomecanicas e histologicas nos grupos MMP, MC e PTFEe

Variaveis Média aritmética* Teste  Valor Teste Valor
MMP  MC  PTFEe F*  dep* F** ptie*

Forca Méxima de Ruptura (N) 41,42 39,61 44,91 2,27 >0,05 0,51 >0,05
Médulo de Elasticidade (MPa) 3,85 2,09 5,10 16,10 0,000 581 0,001
Deformac&o Especifica da FM (%) 36,10 43,84 34,33 491 0,01 1,90 >0,05
Doensidade volumeétrica do colageno 21,48 21,06 21,19 0,03 >0,05 1,52 >0,05
(N/E)mero de celulas gigantes por campo 0,37 0,71 1,48 58,63 0,000 14,01 0,000
E\?Sr?éiro de neovasos por campo 12,12 8,19 7,12 554,23 0,000 172,34 0,000
400x

MMP= Membrana de celulose multiperfurada, MC =Membrana de celulose compacta, PTFEe = Politetrafluoretileno
FM=Forca Méaxima; *ndo ajustado; **Modelo ajustado pelo peso do animal no dia da cirurgia, peso do animal no dia da
eutanasia, dia de pds-operatdrio e aderéncia.

No de Neovasos por
campo (400x)

No de Células Gigantes
por Campo (400x)

Modulo de Elasticidade
(MPa)

Deformacio Especitica
daFM (%)

For¢aMaxima de
Ruptura (N)

Densidade Volum étrica
do Colageno (%)

B <005

B 005

*TesteF

0.8

Figura 21. Coeficientes de determinacéo (R?) dos pardmetros biomecanicos e histoldgicos ajustados pelos

fatores de confusdo dos grupos MMP, MC e PTFEe
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Apds ajustamento para multiplas comparac6es das médias, pelo método de Sidak,
considerando-se apenas as variaveis que mostraram significAncia no modelo da
covariancia, verificou-se em relacdo ao mddulo de elasticidade diferenca estatisticamente
significante somente entre os grupos MC e PTFEe (p=0,000). Quanto ao nimero de células
gigantes por campo e numero de neovasos por campo, observaram-se diferencas
significativas nas comparacGes entre os grupos MMP e MC, MC e PTFEe e MMP e PTFEe

(p<0,05) (Tabela 11).

Tabela 11. Médias aritméticas de pardmetros biomecénicos e histologicos nos grupos MMP, MC e PTFEe
ajustadas* para multiplas comparac@es pelo método de Sidak.

Parimetros Médias Valor de p**
A [ (® ©

Maédulo de elasticidade (MPa)

(A) MMP 3,55 X >0,05 >0,05

(B) MC 1,90 X 0,000

(C) PTFEe 5,78 X
Numero de células gigantes por campo (400x)

(A) MMP 0,36 X 0,03 0,000

(B) MC 0,71 X 0,000

(C) PTFEe 1,44 X
Numero de neovasos por campo (400x)

(A) MMP 12,22 X 0,000 0,000

(B) MC 8,18 X 0,000

(C) PTFEe 6,69 X

*ajustamento pelo peso do animal no dia da cirurgia, peso do animal no dia da eutanasia, dia de pos operatorio e aderéncia.
**ajuste para multiplas comparacdes: Sidak



6 DISCUSSAO

Diante dos resultados apresentados, pretende-se agora responder a pergunta que
motivou o referido projeto: qual a eficacia da membrana de celulose produzida pela
Zoogloea sp na forma multiperfurada (MMP) comparada a forma compacta (MC) e a
membrana sintética de politetrafluoretileno expandido (PTFEe) na correcdo cirdrgica de
falha musculo-aponeurotica aguda induzida em ratos?

Nesse sentido, buscou-se avaliar a forca de associacdo entre as variaveis, a
coeréncia com informacoes existentes e a plausibilidade bioldgica.

A média de forca maxima da parede abdominal de ratos adultos sadios é de 15,8N
(TRABUCO et al, 2007). As médias da forca maxima de ruptura, dos trés grupos deste
projeto, apresentaram valores bem mais altos, salientando-se que a confeccdo de
macroporos na membrana de celulose compacta ndo comprometeu a forca de ruptura
maxima. Entretanto, Falcdo (2007) constatou diferencas entre as médias de forca de
ruptura, quando comparou o0 grupo da membrana de celulose compacta e o grupo do
PTFEe. Essa avaliacéo foi realizada no 14°, 28° e 60° dia de pds-operatorio e, em todas, foi
constatada diferenca significativa entre os dois tipos de protese, assim como foi
evidenciado, ao longo do tempo, um aumento progressivo e significativo das medias de
forca de ruptura méaxima. As médias da forca de ruptura, nos trés grupos deste projeto,
foram mais altas do que no estudo realizado por Falcdo. Possivelmente, o tempo mais
prolongado de pos-operatorio contribuiu para 0 aumento da forca maxima de ruptura na

zona de reparo. Estes resultados permaneceram inalterados, mesmo apés o ajuste dos
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fatores de confusdo (peso no dia da cirurgia, o peso no dia da eutanasia e o dia de pos-
operatorio e aderéncia).

Em estudos experimentais que avaliaram a correcdo de defeitos da parede
abdominal com biomateriais, constataram-se diferentes respostas do organismo receptor ao
material implantado. O fator determinante mais importante na resposta do implante foi,
provavelmente, a estrutura da prétese, mais especificamente sua porosidade. Materiais com
estrutura reticular ou macroporosa, como a malha de polipropileno, parecem produzir uma
melhor integracdo com o organismo receptor e melhor resisténcia a tracdo na zona de
reparo (BELLON et al, 1996; BELLON, 2009).

A celulose microbiana, produzida pela Zooglea sp, é caracterizada por possuir
poros com diametro de 0,06um (MELO, 2003). Esse tamanho de poro, encontrado na
membrana compacta utilizada neste projeto, impede a penetracdo dos macrofagos,
responsaveis pela liberacdo de mediadores, que estimulam e promovem proliferacdo e
migracdo dos fibroblastos e consequente producdo de colageno no interior da prétese, o
que contribui para dificultar sua incorporacdo ao hospedeiro. J4 o PTFEe, utilizado neste
trabalho, possui poros de 25 um, tamanho considerado insuficiente para infiltracdo dos
macréfagos, que medem 50 um, mas suficiente para permitir a entrada de bactérias que
medem 1 um. Essa estrutura microporosa favorece a formacao de seroma, determinando
sua remocao nos casos de infeccdo (GU et al, 2008; SHELL et al, 2008). Isso pode explicar
um comportamento melhor da membrana multiperfurada quando comparada a compacta e
ao PTFEe como seré discutido mais adiante.

A distribuicdo das celulas inflamatorias e a producdo de colageno em torno da
protese foram diferentes nos trés grupos. No grupo da membrana de celulose
multiperfurada, observou-se a presenca de células gigantes e neovascularizacdo ao longo

de toda a extensdo da protese, percebendo-se um entremeado de fibras de colageno
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formando uma rede que penetra profundamente através da membrana de celulose. Isso
provavelmente se deve a presenca dos macroporos na multiperfurada, que permite a
migracdo mais eficaz das células inflamatérias e dos fibroblastos, com producdo e
distribuicdo mais homogénea de colageno. J& no grupo da membrana de celulose
compacta, percebe-se que as fibras de coldgeno tendem a permanecer na periferia,
ocorrendo uma infiltracdo discreta e eventual, com um padrdo de distribuicdo linear,
diferente do que ocorre na protese de membrana multiperfurada. A protese compacta €
formada por laminas finissimas de celulose superpostas e intimamente ligadas. E possivel
que esse padrdo de distribuicdo linear corresponda as fissuras entre essas laminas. No
grupo do PTFEe, ndo houve penetracdo das fibras de colageno através da prétese ou
neovascularizacdo. A atividade inflamatoria neste Gltimo implante ficou restrita a periferia
com encapsulagdo do material. Um resultado semelhante foi encontrado por d’Acompora
em estudo experimental, realizado em ratos, que comparou a prétese de PTFEe com o
polipropileno para correcdo de falha abdominal. Na prétese de PTFEe, observou-se reagdo
inflamato6ria na periferia do implante e uma fina camada de tecido conectivo com suas
fibras correndo paralelamente ao material sem penetra-lo. Esse tipo de comportamento,
segundo o autor, parece contribuir para uma ancoragem insuficiente na fascia abdominal
favorecendo a recidiva da falha abdominal (D’ACOMPORA; JOLI; TRAMONTE, 2006).
Outro estudo experimental em ratos foi realizado na Mayo Clinic comparando-se
quatros tipos de proteses (Gynemesh®!, Pelvicol?, Pelvisoft®® e Surgisis®) com a sutura
simples para avaliar o tipo de resposta histologica do hospedeiro (incorporacéo,
encapsulacdo, incorporagdo-encapsulacdo e reabsorcdo) e correlaciona-la com

propriedades biomecanicas. O estudo demonstrou que apos 90 dias de pds-operatorio nao

1 GYNEMESH® PS Tela de PROLENE®, Johnson & Johnson, ndo absorvivel, Tipo I, monofilamenar e macroporosa
apropriada para facilitar a incorporacéo tecidual e evitando infecgGes,macroporosa soft ¢/75 micra.

22 Bard Pelvicol® Acellular Collagen Matrix, porcine source, C.R. Bard, Inc.

2 pelviSoft® Acellular Collagen BioMesh ( natural tissue together with the porosity of synthetic mesh) C. R. Bard, Inc.
24 Surgisis Soft Tissue Graft, Collagen biomatrix, porcine source. Cook ®
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houve diferenca significativa das médias das forcas de ruptura entre 0s grupos, apesar de
haver diferencas da resposta histolégica no hospedeiro de acordo com os materiais
utilizados (TRABUCO et al, 2007). Isso também foi reproduzido neste trabalho.

Embora a distribuicdo das fibras de colageno tenha tido um comportamento
diferente nos trés grupos, a densidade volumétrica de colageno, que representa a
quantidade, em percentagem, de colageno produzido, ndo apresentou diferenca
significativa quando os grupos foram comparados. O tipo de colageno (I e IlI),
possivelmente, também ndo tem influéncia nas varidveis biomecanicas. Em ensaio
bioldgico realizado em ratos, submetidos a laparotomias medianas consecutivas com
intervalos de 30 dias, quando se compararam as concentracdes de colageno tipo 1 e lll e a
resisténcia da parede abdominal, observou-se diferenca significativa de colageno maduro
(tipo 1) entre os grupos submetidos a trés ou dois procedimentos e o controle submetido a
apenas uma laparotomia mediana. Entretanto, isso ndo interferiu na forca ténsil da ferida
da parede abdominal, similar nos trés grupos estudados (SOUZA FILHO et al, 2007).

E provavel que a forma de organizac&o do colageno tenha uma maior influéncia no
processo de integracdo prétese-hospedeiro interferindo em outras variaveis biomecanicas,
como o0 mddulo de elasticidade e a deformacdo especifica da forca maxima, abordados
mais adiante. O mddulo de elasticidade foi significativamente maior no grupo da
membrana multiperfurada quando comparado a membrana compacta. O inverso foi
observado quando se analisou a deformacéo especifica da forca maxima, maior no grupo
da membrana compacta em relacdo ao grupo da membrana multiperfurada. Uma hipotese
plausivel é de que a incorporacéo da rede de coldgeno proporcione uma maior elasticidade
a membrana multiperfurada. A presenca de macroporos facilitou a infiltracdo de células

inflamatdrias que se diferenciaram em fibroblastos, promovendo liberacdo de mediadores
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e producdo de colageno, tornando o biopolimero de cana-de-agucar mais elastico do que
sua versdo compacta e com caracteristicas de elasticidade semelhantes ao PTFEe.

A comparacdo das médias de células gigantes por campo nos trés grupos diferiu de
forma significativa: foi maior no grupo do PTFEe, seguido do grupo da membrana
compacta e, finalmente, do grupo da membrana multiperfurada. A distribuicdo dessas
células ao longo da protese também foi diferente. Na membrana multiperfurada, observou-
se uma distribuicdo uniforme em toda sua estrutura, ao passo que na membrana compacta
e no PTFEe, embora as células gigantes estivessem em maior namero, sua localizacdo
ficou restrita a periferia da protese, sem penetrd-la, comportamento semelhante a
distribuicdo do colageno nessas proteses.

As células gigantes do tipo Langhans representam o padrdo do processo
inflamatdrio crénico do tipo imunogénico. O registro dessas células nas membranas de
celulose microbiana multiperfurada e compacta poderia ser explicado pela presenca de
resquicios bacterianos, constituindo um estimulo para o aparecimento de células gigantes
do tipo imunogénico, mesmo ap6s 0 processamento das membranas. Um ndmero maior
delas na membrana compacta pode ser justificado pela maior quantidade de celulose em
relacdo a porosa, promovendo assim um maior estimulo para producdo das mesmas. No
grupo do PTFEe, observou-se um numero significativamente superior de células gigantes.
Entretanto, uma vez que se trata de um material sintético, deveria estar vinculado ao
aparecimento de células gigantes, tipo corpo estranho, e ndo a células gigantes de natureza
imunogénica. A explicacdo para esse comportamento ainda ndo estd clara. A fase
inflamatdria inicial observada nas proteses de materiais ndo absorviveis, como por
exemplo, telas de politetrafluoretileno, poliéster e polipropileno, é seguida de uma intensa
deposicdo de tecido fibrético ndo especifico com encapsulacdo permanente da tela no

tecido do hospedeiro (CAMPANELLI; CATENA & ANSALONI, 2008).
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Ja a neovascularizagdo apresentou um comportamento inverso ao das ceélulas
gigantes. Embora fosse significativamente diferente nos trés grupos, encontrou-se um
maior nimero de neovasos no grupo da membrana multiperfurada, seguido da compacta e
depois do PTFEe. Como ja foi citado, a presenca dos poros na membrana multiperfurada
permitiu uma melhor distribuicdo das células gigantes, o que poderia explicar uma maior
eficiéncia na liberacdo de mediadores responsaveis pela formacdo dos neovasos. O
impedimento da penetracdo das células gigantes nos grupos da compacta e do PTFEe
reforca a teoria de que o0 acesso das células inflamatérias, a sua distribuicdo, a formacéo de
neovasos e a sintese de colageno na intimidade da prétese multiperfurada contribuem para
um melhor desempenho do processo de cicatrizacdo. Ensaios experimentais e clinicos tém
demonstrado que préteses de material bioldgico, como por exemplo, a matriz de derme
acelular, retirada a partir de derme de cadaveres age como um sinalizador para
incorporacdo de fibroblastos, deposicdo e maturacdo de colageno. O processo tem inicio
apo6s a implantacdo do material no hospedeiro e a matriz, que permanece intacta, &,
gradualmente, revascularizada, remodelada e incorporada pelo tecido autélogo do
hospedeiro. Esta revascularizacdo precoce da tela melhora a resisténcia a infeccdo, sem
comprometer a forca ténsil (CAMPANELLI; CATENA; ANSALONI, 2008; GU et al,
2008). Os resultados verificados com a membrana de celulose multiperfurada, nesse
trabalho, parecem apresentar um processo de incorporacdo semelhante ao da matriz de
derme acelular caracterizado pelo povoamento celular, neovascularizacdo, deposicdo e
maturacdo do colageno que adicionam a funcdo inicial de sustentagdo um comportamento
fisioldgico a parede abdominal.

Quando foram avaliados os parametros clinicos, ndo houve diferenca entre os trés
grupos no que diz respeito a infeccdo. O numero de casos de aderéncias foi maior na

membrana multiperfurada seguida da compacta e ndo foram verificados casos de
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aderéncias no grupo do PTFEe. E importante ressaltar, entretanto, que em todos 0s casos as
aderéncias foram facilmente desfeitas com dissec¢do romba delicada (Grau 1) (JENKINS
et al, 1983) . E provavel que esses locais de aderéncias correspondam aos pontos de leséo
do peritdneo, ocorrida durante a disseccdo romba para retirada do retalho musculo-
aponeurotico, verificada apenas nos grupos das membranas multiperfuradas e compactas.
Além disso, em nenhum dos casos houve contato direto das proteses com a cavidade
peritoneal. Em estudo experimental realizado em ratos, avaliou-se a influéncia das
aderéncias peritoneais e quatro tipos de fios de sutura (nailon monofilamentar, acido
poliglicdlico, categute simples e categute cromado, todos 4-0) sobre a tensdo de ruptura da
parede abdominal. Verificou-se que a presenca de aderéncias peritoneais aumentou a forca
ténsil dos tecidos de forma significativa, enquanto que nao houve diferenca na tensdo de
ruptura nos grupos quanto ao tipo de fio cirdrgico utilizado na sutura (GONCALVES et
al,1999).

Acredita-se que uma protese ideal para correcdo das hérnias abdominais deva ter o
comportamento o mais fisiolégico possivel, interferindo pouco nas funcBes da parede
abdominal, como, por exemplo, o processo de respiracdo, sustentacdo do tronco, evacuagédo
e micgdo, movimentos intencionais e, a0 mesmo tempo, sem perder a propriedade de
resisténcia necessaria para contencdo e protecdo das visceras abdominais. Acrescente-se a
isto a necessidade de ser inerte e ndo carcinogénica (JENKINS et al, 1983; KLINGE et al,
2000).

A tela de polipropileno, a mais popular até o momento, apesar das diferentes
formas de trancado, tamanho dos poros e da associagdo com outros materiais, apresenta-se
com uma elasticidade inadequada e um superdimensionamento da forca de resisténcia, o

que promove a restricdo aos movimentos da parede abdominal e facilita o deslocamento da



78

tela, favorecendo a recidiva da falha abdominal na linha de sutura (BACHMAN &
RAMSHAW, 2008).

Em sintese, o melhor desempenho da membrana de celulose multiperfurada esta
apoiado nos argumentos: menor nimero de células gigantes por campo traduzindo uma
menor reacao inflamatoria, maior naimero de neovasos por campo representando uma fase
mais avancada no processo de cicatrizacdo; incorporacdo do conjunto prétese-hospedeiro
caracterizado pela sequéncia: migracdo e penetracdo das células inflamatorias, formacéo de
neovasos, distribuicdo da fibras de colageno; parametros biomecanicos de forca maxima de
ruptura semelhantes nos trés grupos e superiores a forca maxima da parede abdominal de
ratos adultos sadios (15,8N); deformacdo da forca maxima semelhante ao PTFEe e a
membrana compacta, elasticidade melhor do que a compacta e equivalente ao PTFEe;
coeréncia com o0s achados da literatura sobre o comportamento dos matériais
macroporosos; e, a plausibilidade bioldgica, que apoia os achados histoldgicos. Todas
essas caracteristicas anunciam um futuro promissor quanto a utilizacdo desse material no
reparo da falha da parede abdominal de forma isolada ou associada a outros tipos de
préteses, ou, ainda, como revestimento de tecidos bioldgicos. Nessa perspectiva, a pesquisa

clinica também podera testar sua eficacia, estudando os beneficios para os seres humanos.
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Nas condicdes de desenvolvimento do experimento que avaliou a eficacia das
préteses para correcdo de falha musculo-aponeurdética aguda em ratos, verificou-se que a
confeccdo de macroporos na membrana de celulose microbiana na forma compacta nédo
comprometeu as propriedades biomecanicas e que essa protese na forma multiperfurada,
guando comparada a membrana na forma compacta e a membrana sintética de
politetrafluoretileno  expandido, apresentou melhor desempenho nos parametros

histol6gicos qualitativos e quantitativos estudados.
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APENDICES

Apéndice A - Banco de dados das variaveis continuas e discretas antes dos testes de curva de normalidade

MC

Grupos | Pesol | Peso2 | DPO FM Iglllggt E&f DvC gigc;zltes Neovasos g{ui;ﬁ)tlst?\i/z A |
MMP 104 35,96 17,51 40,95 194 04 124 Incorporacéo 112
MMP 370 380 104 44,66 0,987 45,18 23,1 0,3 12,2 Incorporagdo 1 1
MMP 370 465 102 38,43 3,574 29,65 21,3 0,3 11,7 Incorporagao 1 2
MMP 370 420 102 37,05 1,441 29,02 19 0,6 12,1 Incorporacéo 2 |2
MMP 380 490 102 25,62 19,14 18,8 0,5 12,5 Incorporagao 1 2
MMP 352 390 98 42,54 28,08 16 04 12,4 Incorporacdo 1 2
MMP 352 422 104 25,51 27,9 0,3 12 Incorporacdo 2 2
MMP 352 460 104 41,14 3,417 36,55 21,9 0,4 12,3 Incorporacéo 1 2
MMP 360 455 104 47,49 5,831 42,99 14 - - Incorporacdo 1 2
MMP 372 460 104 45,89 4,81 34,2 238 0,3 119 Incorporacéo 2 |2
MMP 348 460 104 39,72 30,91 19 0,3 119 Incorporacéo 2 |2
MMP 348 427 104 41,67 31,85 24,3 0,3 11,8 Incorporacdo 2 2
MMP 360 452 99 36,63 3,107 47,69 16,9 0,5 12,2 Incorporagéo 112
MMP 360 422 99 40,64 5,798 36,71 18,9 0,3 11,8 Incorporacdo 2 2
MMP 360 470 99 56,24 6,35 34,67 23,2 04 12,4 Incorporacdo 1 2
MMP 356 460 99 40,6 4,327 43,61 21,6 0,4 12,2 Incorporagdo 2 2
MMP 355 440 97 38,06 2,716 35,93 16,4 04 11,9 Incorporacgdo 1 2
MMP 368 410 97 50,84 46,59 17 0,5 12,3 Incorporagdo 2 2

MC 354 445 102 25,93 1,579 59,15 11.9 Encapsulacéo 1 1
MC 398 470 102 36,17 1,578 65,26 20,9 0,9 8,0 Encapsulagéo 112
MC 354 445 102 38,32 15,86 53,81 16,5 0,8 79 Encapsulacéo 2 1
MC 412 490 102 39,11 2,508 45,5 12,5 0,7 8,2 Encapsulacéo 2 2
MC 360 440 97 50,9 2,342 32,95 271 0,9 8,5 Encapsulagéo 2 |2
MC 382 435 97 55,78 2,924 32,79 8,5 0,6 7,7 Encapsulacéo 1 2
MC 370 420 97 35,95 1,813 36,87 19 0,4 8 Encapsulacéo 2 |2
MC 390 435 97 29,63 1,093 46,12 27,3 0,3 8,2 Encapsulacéo 2 |2
MC 350 400 97 40,76 4,644 38,12 20,6 0,7 9,4 Encapsulagio 1 2
MC 360 400 97 34,27 0,617 45,18 221 0,9 8,7 Encapsulagéo 2 |2
MC 353 387 97 44,58 2,584 29,02 21,9 0,3 10,5 Encapsulagio 2 2

368 405 97 43,91 1,332 41,26 27,4 0,5 79 Encapsulagio 2 2
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continuacgdo

Mod Def Cel Histologia

Grupos Peso 1 Peso2 | DPO FM DvC | . Neovasos o A |
Elast FM gigantes qualitativa
18,6 1,2 7,7| Encapsulagdo

PTFEe 420 435 104 | 42,92 4,406 37,34 2 2
17,9 1,9 7,2 | Encapsulagdo

PTFEe 405 438 104 | 52,19 3,362 32 2 2
22,1 1,9 6,2 | Encapsulagdo

PTFEe 370 404 104 | 59,33 | 4,814 | 26,98 2 2
20,2 1,3 7,4 | Encapsulagdo

PTFEe 370 390 98 | 4356 | 4,107 331 2 2
21,1 1 6,8 | Encapsulagdo

PTFEe 385 425 98 48,73 4,48 47,85 2 2
24,7 1,6 7,5| Encapsulagdo

PTFEe 400 413 98 | 50,56 | 6,245 | 34,51 2 2
24,6 11 6,6 | Encapsulacdo

PTFEe 385 394 98 63,41 | 7,853 | 31,69 2 2
21,9 0,8 6,4 | Encapsulagdo

PTFEe 418 436 98 41,03 4,952 31,22 2 2
18,8 1,8 7,6 | Encapsulagdo

PTFEe 400 415 98 | 40,93 | 4215 | 40,32 2 2
16,7 1,8 7,2 | Encapsulagdo

PTFEe 400 395 98 | 3287 | 4925 | 51,14 2 2
9,3 15 7,8 | Encapsulacdo

PTFEe 418 385 96 | 4581 | 5961 | 31,06 2 2
21,3 1,7 6,6 | Encapsulacdo

PTFEe 340 362 96 | 45,16 5,87 39,38 2 2
10,5 1,7 7,6 | Encapsulacdo

PTFEe 356 360 96 | 40,16 5,04 32,32 2 2
135 - B Encapsulacéo

PTFEe 420 456 96 | 37,4 | 4308 | 31,53 psulacao | 2
153 - B Encapsulacéo

PTFEe 455 458 96 | 48,09 | 5988 | 31,38 psulag 2 2

MMP —Membrana Multiperfurada; MC — Membrana Compacta; PTFEe — Politetrafluoretileno expandido; Peso 1 - Peso do animal no dia da
cirurgia (g); Peso 2 — Peso do animal no dia da eutanésia (g); DPO — Dia de pds-operatério; FM — Forca de ruptura méaxima; Mod Elast —
Modulo de elasticidade; Def FM — Deformagao da forca maxima; DVC — Densidade volumétrica do colageno; Céls. Gigantes — Média do
ntmero de células gigantes por campo; Neovasos — Média do nimero de neovasos por campo; A —Aderéncia 1- Sim 2 — N&o; | — Infeccdo 1-
Sim 2 — Néo



Apéndice B - Banco de dados das variaveis continuas depois dos testes de curva de normalidade
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Grupos Peso 1 Peso 2 DPO FM I’;/II;)S[ Def FM DVvC gigi?]ltes Neovasos
MMP 104 35,96 40,95 21,20 ,40 12,40
MMP 370 380 104 44,66 0,987 45,18 24,10 ,30 12,20
MMP 370 465 102 38,43 3,574 29,65 22,50 ,30 11,70
MMP 370 420 102 37,05 1,441 29,02 21,00 12,10
MMP 380 490 102 19,14 19,70 ,50 12,50
MMP 352 390 98 42,54 28,08 17,50 ,40 12,40
MMP 352 422 104 28,80 ,30 12,00
MMP 352 460 104 41,14 3,417 36,55 22,90 ,40 12,30
MMP 360 455 104 47,49 | 5831 | 4299 | 1480
MMP 372 460 104 4589 | 481 34,2 25,10 30 11,90
MMP 348 460 104 39,72 30,91 20,90 ,30 11,90
MMP 348 427 104 41,67 31,85 | 2590 30 11,80
MMP 360 452 99 36,63 3,107 47,69 18,10 ,50 12,20
MMP 360 422 99 40,64 5,798 36,71 20,10 ,30 11,80
MMP 360 470 99 635 | 3467 | 249 40 12,40
MMP 356 460 99 40,6 4327 | 4361 | 22,80 40 12,20
MMP 355 440 97 3806 | 2716 | 3593 | 17,90 40 11,90
MMP 368 410 97 50,84 46,59 18,50 ,50 12,30

MC 354 445 102 25,93 1,579 59,15 13,10 ,90 8,00
MC 398 470 102 36,17 1,578 65,26 22,20 ,80 7,90
MC 354 445 102 38,32 53,81 17,90 ,70 8,20
MC 412 490 102 39,11 2,508 45,5 14,10 ,90 8,50
MC 360 440 97 50,9 2,342 32,95 28,70 ,60 7,70
MC 382 435 97 55,78 2,924 32,79 9,90 ,40 8,00
MC 370 420 97 35,95 1,813 36,87 20,30 ,30 8,20
MC 390 435 97 29,63 1,093 46,12 28,90 ,70 9,40
MCC 350 400 97 40,76 4,644 38,12 21,90 ,90 8,70
MCC 360 400 97 34,27 0,617 45,18 23,60 ,30
MCC 353 387 97 4458 | 2584 | 29,02 | 2340 50 7,90
MCC 368 405 97 43,91 1,332 41,26 28,80 1,50 7,60
420 435 42,92 4,406 37,34 20,00 1,20 7,70

PTFEe
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Continuacéo

Grupos Peso 1 Peso 2 DPO FM Mod Elast | Def FM DvC gigz(:tes neovasos
PTFEe 405 438 . 52,19 3,362 32 19,30 1,90 7,20
PTFEe 370 404 : 59,33 4,814 26,98 23,90 1,90 6,20
PTFEe 370 390 98 43,56 4,107 33,1 21,40 1,30 7,40
PTFEe 385 425 98 48,73 4,48 47,85 22,80 1,00 6.80
PTFEe 400 413 98 50,56 6,245 34,51 26,30 1,60 7,50
— 385 394 98 . 7,853 31,60 26,20 1,10 6,60
PTFEe 418 436 98 41,03 4,952 31,22 23,60 80 6,40
PTFEe 400 415 98 40,93 4,215 40,32 20,10 1,80 7,60
PTEEe 400 395 98 32,87 4,925 _ 17,80 1,80 7,20
PTFEe 418 385 96 45,81 5,961 31,06 - 1,50 7,80
PTFEe 340 362 96 45,16 5,87 39,38 22,90 1,70 6,60
PTFEe 356 360 9 40,16 5,04 32,32 : 170 7,60
— 420 456 96 374 4,308 31,53 14,90
— 455 458 96 48,09 5,988 31,38 16,30

MMP —Membrana Multiperfurada; MC — Membrana Compacta; PTFEe — Politetrafluoretileno expandido; Peso 1 - Peso do animal no
dia da cirurgia (g); Peso 2 — Peso do animal no dia da eutanasia (g); DPO — Dia de p6s-operatério; FM — Forga de ruptura maxima; Mod
Elast — Mddulo de elasticidade; Def FM — Deformagéo da forca maxima; DVC — Densidade volumétrica do colageno; Céls. Gigantes —
Média do nimero de células gigantes por campo; Neovasos — Média do nimero de neovasos por campo



ANEXO

Anexo A — Comité de ética do Centro de Ciéncias Biologicas da UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recifie — PE — Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

fax: (55 81) 2126 8350 \
www.ccb . ufpe.br

Oficio n® 89/07 Recife. 04 de setembro de 2007

Da Comisséo de Etica em Experimentagao Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof. Antonio Roberto de Barros Coelho

Departamento de Cirurgia - UFPE

Processo n° 008622/2007-82

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pemmambuco (CEEA-UFPE) avaliaram a resposta de
V. Sa. referente ao primeiro parecer da CEEA sobre o projeto de pesquisa intitulado
“MEMBRANAS DE CELULOSE MICROBIANA (Zoogloea sp.) UNILAMINAR COMPACTA,
CELULOSE MICROBIANA UNILAMINAR MULTIPERFURADA E DE
POLITETRAFLUORETILENO EXPANDIDO, USADAS COMO IMPLANTE NO REPARO DE
DEFEITOS MUSCULO-APONEUROTICO AGUDO PRODUZIDO NA PAREDE ABDOMINAL
DE RATOS. ESTUDO COMPARATIVO”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliagéo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais
realizados.

Atenciosamente,

1ol Silene Cameitodo Naseymento
Presidente CEEA

UFPE

CCB: Integrar para desenvolver



