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Introducdo: O Sling é considerado padrdo ouro para o tratamento da Incontinéncia
Urinaria de Esforco. Essa técnica cirargica utiliza um material sintético no espaco
suburetral para prover um arcabouco de fibrose e corrigir a perda urinéria. A partir do
melaco da cana-de-agucar, por sintese da bactéria Zoogloea sp., obtivemos o
biopolimero da cana-de-agUcar que pode ser processado em forma de membrana.
Nosso objetivo é avaliar a acdo do biopolimero da cana-de-agicar comparando-o com
o polipropileno, no tocante, a reacao inflamatéria e inducdo da formacédo de fibras
colagenas.

Material e Métodos: Trata-se de um estudo experimental, prospectivo, controlado, tipo
ensaio clinico. Utilizamos 30 ratos Wistar, divididos em dois grupos de 15 animais, que
tiveram uma tela de polipropileno e outra membrana de biopolimero da cana-de-acucar
implantadas no subcutaneo da parede abdominal. Os animais sacrificados apos sete e
120 dias do procedimento. Analisamos e comparamos a reac¢do inflamatéria e a
deposicdo de fibras colagenas induzidas pelos materiais utilizados. Todas as
conclusdes foram tomadas ao nivel de significAncia de 5%.

Resultados: A reacdo inflamatéria aguda e linfoplasmocitaria foram maiores, nos
primeiros sete dias, induzidas pelo biopolimero. Sendo essas respostas semelhantes
entre os materiais apo6s 120 dias. A deposicdo de fibras colagenas foi
significativamente maior quando induzida pelo biopolimero, tanto apds sete dias,
quanto apés 120 dias. Ndo foi demonstrada rejeicao, infec¢cdo, necrose em nenhum
dos animais do estudo.

Concluséao: O biopolimero no subcutaneo dos ratos, em nosso experimento, estimulou
uma resposta inflamatéria e um acumulo de fibras colagenas maiores que o
polipropileno.

Palavras chave: inflamacéo, biopolimero, incontinéncia urinaria, colageno, cana-de-
acucar.
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Introduction: The Sling is considered the gold standard for the treatment of Stress
Urinary Incontinence. This surgical technique uses a synthetic material in the sub
urethral space to provide a framework of fibrosis and correct urinary loss. From the
molasses of sugarcane by synthesis of bacteria Zoogloea sp is obtained the biopolymer
from sugarcane that can be processed in the form of membrane. Our goal is to show
the action of the sugarcane biopolymer compared with polypropylene, regarding the
inflammatory response and induction of collagen fiber formation.

Material and Methods: This is an experimental study, prospective, controlled, clinical
trial type. We used 30 Wistar rats, divided into two groups of 15 animals, one had a
polypropylene mesh and the other biopolymer membrane of sugarcane implanted
subcutaneously in the abdominal wall. The animals euthanized after seven and 120
days after the procedure. We analyzed and compared the inflammatory reaction and
collagen deposition induced by the materials used.

Results: The acute inflammatory reaction and lymphoplasmocytary were higher in the
first seven days induced by biopolymer. Being similar responses among these materials
after 120 days. The collagen fibers deposition was significantly greater when induced by
biopolymer, after seven days, and after 120 days. It was not demonstrated rejection,
infection, necrosis of none of the animals in the study.

Conclusion: The biopolymer in subcutaneous of rats in our experiment, stimulated an
inflammatory response and an accumulation of collagen fibers of larger than

polypropylene.

Keywords: inflammation, biopolymer, urinary incontinence, collagen, sugarcane
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1.1. Aspectos gerais

A incontinéncia urinéria foi definida pela Sociedade Internacional de
Continéncia como qualquer perda involuntaria de urina. Entre as varias formas
de apresentacdo dessa condicdo h& a incontinéncia urinaria aos esforgos,

definida como a perda que ocorre em situagdes como durante tosse ou espirro.
1

A incontinéncia urinéria determina impacto econémico significativo
sobre a sociedade. N&o apenas os pacientes e seus familiares sdo afetados,
mas também toda a sociedade, visto que o estado detém, em ultima analise, a

obrigacao de prover o bem-estar dos seus cidadaos.

Estudos que abordam o custo-beneficio dos tratamentos para a
incontinéncia urinaria ainda séo relativamente raros, o que dificulta a criagdo de
critérios objetivos para alocacdo de recursos no tratamento dessa condicao.
Apesar disso, ja foi possivel determinar, por meio de pesquisas com
metodologia padronizada, que o tratamento da incontinéncia urinaria tem

impacto positivo sobre a sociedade.??

Verificam-se, atualmente, os efeitos da pressdo mercadologica da
economia globalizada sobre o exercicio da Medicina como um todo.
Presenciamos um crescente numero de tecnologias e dispositivos sendo
oferecidos como a melhor op¢éo para alivio ou cura dessa afec¢ao no cotidiano
médico. Dessa forma, € fundamental a execucdo de pesquisas sobre 0s
tratamentos clinicos ou cirdrgicos disponibilizados para portadores de
incontinéncia urinaria; assim como, a validacdo clinica e cientifica de novos

materiais usados nesses procedimentos.

Os estudos produzidos na academia tém por objetivo maior,
aproximar a sociedade dos avancgos cientificos, adequando-se as necessidades
e a realidade local. No tocante a incontinéncia urinaria, precisavamos de um
material que mantivesse a mesma eficacia, porém oriundo de uma matriz

acessivel e com um custo compativel a economia da nossa regiao.



Com a identificacdo desse material, surgiu o questionamento e a
necessidade de investigagdo com o intuito de produzir evidéncias que
indicassem ou desaconselhassem o uso na Incontinéncia Urinéria. Esse estudo
permitiu questionar, comparar e, por vezes, contrapor materiais existentes, a
fim de orientar e prover subsidios para novas pesquisas clinicas no tratamento

da Incontinéncia Urinaria.

1.2. Slings: a evolugéo através do tempo

O emprego de slings suburetrais data do inicio do século XX.
Giordano” (1907) sugeriu o uso do musculo gréacil ao redor da uretra. Logo a
seguir, em 1910, Goebel® descreveu a transposicéo do muasculo piramidal sob a
uretra, de maneira a formar uma alga. Em 1914, Frankenheim® sugeriu a
possibilidade de emprego do musculo reto do abdome como sling suburetral.
Logo a seguir, Stoeckel’(1917) sugeriu a combinac&o das propostas de Goebel
(1910) e de Frankenheim (1914) e adicionou a plicatura do colo vesical.

Em seguida, surgiram propostas de aperfeicoamento da técnica,
com destaque para Aldrige® (1942), que foi o primeiro a descrever o emprego
de retalhos da aponeurose do musculo reto do abdome. Somente em 1978,
McGuire e Lytton reintroduziram a técnica, desta vez utilizando as faixas de
aponeurose do musculo reto abdominal na forma de enxertos, de maneira

simples e padronizada, com o acesso combinado abdominovaginal.

O emprego dos slings disseminou-se na década de 90, com a
apresentacdo da Teoria Integral da Continéncia, por Petros e Ulmsten® (1990).
Foi valorizada a participacado do suporte conjuntivo pubouretral na manutencao
da continéncia urinaria, e seu reforco por meio de faixas sintéticas. Com base
na Teoria Integral surgiram os slings minimamente invasivos da uretra média,
tendo como precursor o Tension-free Vaginal Tape, que foi largamente
popularizado®®. A partir da experiéncia com os slings pubouretrais de uretra
média, Delorme™* (2001) propds a ancoragem das faixas através do acesso
transobturatério. No momento, varios pesquisadores dedicam-se a estudar as

12,13

vantagens e desvantagens dessa abordagem cujo papel exato na cura da



incontinéncia urinaria de esforco ainda estd por ser definitivamente

estabelecido.
1.3. A busca por materiais alternativos: os slings artificiais

A decisado priméria acerca da escolha do material para confeccéo do
sling suburetral envolve o emprego de material autélogo ou artificial (orgénico
ou sintético). Formalmente, o sling artificial pode ser indicado a pacientes com
reconhecida ma qualidade das fascias autdlogas, nas idosas ou portadoras de
outras condi¢cdes que, reconhecidamente, possam alterar a resisténcia do

colageno™.

As contraindicacées ao emprego de materiais artificiais para suporte
suburetral incluem antecedentes de reacfes alérgicas ao material proposto,
além de outras restricdes relativas, como o uso simultdneo desses materiais
em cirurgias que envolvam uretroplastias (fistula uretrovaginal, diverticulo
uretral) e nas pacientes com antecedentes de irradiacdo pélvica ou com

vaginite atréfica acentuada™®.

Do ponto de vista ideal, o material artificial a ser empregado como
sling deve induzir resposta inflamatéria o mais leve possivel, ndo ser
carcinogénico, permitir esterilizacdo adequada e ser de facil fabricacdo.™
Alguns dos principais materiais artificiais que ja foram propostos para emprego

na forma de slings suburetrais encontram-se resumidos na Tabela 1.

Tabela 1. Slings artificiais — classificagdo segundo 0s principais materiais

Orgénicos Sintéticos
e Preparados de colageno e Nylon
e Pericéardio bovino e Mersilene
e Submucosa intestinal suina e PTFE (Teflon, Gore-tex)
e Duramater e Silicone (Silastic)
e Derme suina e Co-polimeros (Poligalactina)

e Fascia cadavérica e Polipropileno (Marlex, Prolene)




1.3.1. Materiais organicos

Véarios materiais heterdlogos, como os preparados de colageno,
pericardio bovino, submucosa intestinal suina, derme suina, e duramater foram

propostos.

A esse respeito, na Unicamp, foi desenvolvido um sling de colageno
bovino altamente purificado. Os resultados iniciais com o emprego desse
material em 20 pacientes evidenciaram 87% de cura ou melhora significativa
entre trés e 15 meses de seguimento. Entretanto, a elevada taxa de
recorréncia, em médio prazo, motivou o estudo das caracteristicas da
integracdo desse enxerto e sua comparagdo com a fascia autdloga, por meio
de um estudo experimental em cdes.'® Nesse experimento, verificou-se

absorcéo completa do sling e substituicao por fibrose apés 90 dias do implante.

O pericéardio bovino foi utilizado em 13 pacientes com incontinéncia
urinaria de esforgo. Verificou-se infeccdo vaginal em 38,5% dos implantes,
disfuncdo miccional em 23,7% e recidiva precoce da incontinéncia urinaria em
30,8% dos casos. A ma evolucdo foi atribuida, particularmente, aos efeitos
citotoxicos locais do glutaraldeido empregado para diminuir a antigenicidade do

pericardio.*’

Palma et al.'® apresentaram 93,3% de cura ou melhora em grupo de
30 portadoras de incontinéncia urinaria de esfor¢co, nas quais foi utilizado o
sling de matriz colagena, obtida da submucosa intestinal suina (SIS). O tempo
de seguimento era de 13 meses, a época da publicagdo. O seguimento tardio
desse mesmo grupo revelou que os resultados permaneceram inalterados em

76% das pacientes, apds quatro anos do procedimento.™®

1

A duraméater homéloga liofilizada,”® derme suina,®* assim como a

fascia lata cadavérica®® ja foram propostas para a confeccdo de slings. Ndo ha
estudos sobre seguimento tardio do sling de duraméter. Simsimanet al.?
realizaram estudo retrospectivo, no qual foram comparados os resultados do
slings de fascia autdloga, de fascia lata cadavérica e de derme suina. Verificou-
se indice de falha de 13%, 36% e 46%, respectivamente. Assim, concluiu-se

que a fascia cadavérica e a derme suina ndo determinaram a formacgédo de



suporte suburetral duradouro. Entretanto, ndo houve comparagdo dos indices
de complicagbes, como hematoma, obstrucdo e disfungcdes miccionais, assim

como dor e tempo de convalescenca.

1.3.2. As telas sintéticas

As caracteristicas favoraveis inerentes aos biomateriais sintéticos,
comparados aos materiais biolégicos, conferem-lhes vantagens adicionais para
a reconstrucdo do assoalho pélvico. Os estudos tém claramente demonstrado
maior durabilidade e maior eficacia em longo prazo dos materiais sintéticos, em
relacdo aos enxertos de fascia.?*® Dentre as vantagens dos materiais
sintéticos, tém sido referidas: maior durabilidade, maior disponibilidade,
capacidade de manutencéo da forca de tensédo, baixa transmissao potencial de
biopatégenos, biocompatibilidade, auséncia de efeito carcinogénico, estimulo
minimo da reacdo inflamatéria tecidual, porosidade e permeabilidade
controladas, possibilidade de melhora da qualidade de vida e resisténcia a
infecgéio.?>%%#7

O desenvolvimento de novas técnicas com o0 uso de material
sintético tem sido responsavel pelo renovado interesse no uso do sling para
tratamento da incontinéncia urinaria do que derivou o esfor¢o da industria de
materiais para a manufatura de slings de diversos materiais e com

caracteristicas técnicas também diferentes.?*

A busca por materiais inorganicos para a confec¢cdo de um sling se
iniciou com Bracht (1951)* que prop6s o uso de fios de nylon. Em seguida,
Anselmino (1952)% e Zoedler (1961)° propuseram técnicas semelhantes. Estes
slings causaram obstrucao e eroséo uretral em decorréncia da distribuicdo da

press&o numa area muito reduzida, e foram abandonados.?®

1BrachtapudGhonein GM, Shaaban A. Sub-uretralslings for treatment of stress urinary incontinence. IntUrogynecol J
Pelvic Floor Dysfunct 1994; 5:228-39, 1994.

2AnselminoapudGhonein GM, Shaaban A. Sub-uretralslings for treatment of stress urinary incontinence. IntUrogynecol
J Pelvic Floor Dysfunct 1994; 5:228-39, 1994.

3ZoedlerapudGhonein GM, Shaaban A. Sub-uretralslings for treatment of stress urinary incontinence. IntUrogynecol J
Pelvic Floor Dysfunct 1994; 5:228-39, 1994.



Em 1968, Moir foi o primeiro a adaptar o uso de uma faixa de
mersilene como sling suburetral, descrevendo indice de 83% de cura ou
melhora significativa, porém sem mencdes as complicagdes. O uso de slings
de mersilene voltou a ser relatado em varias casuisticas na década de 90, com
indices de cura entre 73% e 96%, porém com elevado indice de complicacdes,

0 que motivou a interrupcéo do seu uso.?®

O emprego do politetrafluoroetiieno expandido (Gore-tex) para
confeccdo de slings foi descrito por Horbach® (1988). Embora os resultados
guanto a continéncia tenham se assemelhado aos obtidos com outros slings,
ha relatos da necessidade de retirada do implante em 10,4% a 22% das
pacientes devido as complicagbes locais, como cicatrizacdo deficiente,

extrusdo vaginal ou dor. 332

Stanton et al.* foi o primeiro a propor o emprego de um preparado
de silicone isolado para a confeccdo de slings. Os resultados tardios do
emprego desses slings em 88 pacientes foram 10,2% de erosao uretral ou
vesical, que determinaram a retirada da prétese. Korda et al.* relataram indice
de reviséo do sling de 24% e retirada em 4,5% das pacientes, apesar de 80,6%

de cura subjetiva da incontinéncia. Palma et al.*

apresentaram casuistica de
11 pacientes nas quais foi implantado um sling de silicone. Trés pacientes
apresentaram extrusao do sling (27%) e 46% apresentaram disfuncéo

miccional, que motivaram a interrupgéo do estudo.

Na década de 90, comecaram a usar telas produzidas com
copolimeros sintéticos absorviveis, como a poligalactina, para a confeccdo de
slings suburetrais e para reconstru¢cdo do assoalho pélvico. Apesar da baixa
morbidade apresentada nas publicacdes, ndo ha estudos posteriores com

esses materiais. 3%



1.3.3. Os slings de polipropileno

Morgan®*(1970) descreveu o emprego da tela de Marlex®,
confeccionada originalmente para herniorrafias, na forma de sling suburetral. A

7

tela de Marlex® é confeccionada com polipropileno monofilamentar de
gramatura elevada, o que confere elevada resisténcia a tensdo, a qual é
desejavel nas herniorrafias. Entretanto, aquela época, a aplicacdo de tensao
sobre o colo vesical, onde a faixa era habitualmente disposta, e as
caracteristicas fisicas desse material, determinaram elevado indice de
|.4904142 palma et al.*® (1992)

apresentaram resultados semelhantes com o uso da tela de Marlex®, cujo

disfungbes vesicais e de erosdo uretra

emprego foi abandonado.

A partir da classificacéo das telas em trés tipos, proposta por Amid,**
1997, quando classificou as telas em trés tipos, nos possibilitando a conclusao
de qual seria a melhor tela de polipropileno para uso vaginal. As telas do tipo |
(um) séo constituidas de polimeros tecidos de forma monofilamentar, com
poros maiores que 75 um, as quais promoveriam microambiente facilitador da
migragcdo de macrofagos, leucaocitos e fibroblastos. Dessa forma, nessas telas,
o risco tedrico de reagdo inflamatoéria persistente seria menor, resultando em

melhor integracdo aos tecidos circunvizinhos. *%°

As telas do tipo Il (dois) sdo confeccionadas com polipropileno
monofilamentar com poros menores que 75 pm. Abdel-Fattah et al.*’ num
estudo prospectivo em 316 pacientes, compararam um sling confeccionado
com filamentos de polipropileno prensados e com poros de 50 ym, denominado
Obtape®*, com outro, composto de tela do tipo I. Verificaram que o indice de
complicacBes diretamente relacionadas ao Obtape®® foi significativamente
maior que o0 observado com a outra préotese (7,29% versus 1,78%,

respectivamente). Num estudo experimental, Slack et al.*®

verificou a formacéao
de uma céapsula fibrética bem definida com, apenas, pequenos septos de tecido

fibroso no interior dessa tela, cuja comercializagéo foi suspensa recentemente.

4 Mentor-Porges, Le Plessis Robinson, Franca



Telas do tipo Il (trés) tém componentes multiflamentares nos quais
o intersticio entre os filamentos pode ser menor que 10 um. Estes espagos
extremamente pequenos poderiam conferir protecdo e permitir o crescimento
local de bactérias invasoras, cujo tamanho é de cerca de 1 ym, além de
dificultar o acesso de células do sistema imune. Essa teoria foi empregada para
justificar os efeitos adversos verificados com as telas multifilamentares e
descritos por véarios autores.***%*%2°3 De forma contraria, Birch, Fynes™
observaram que leucdcitos e macréfagos, cujo tamanho varia entre 9 e 20 um,
teriam condi¢cbes de permear poros menores que 75 pm. Assim, postula-se,
atualmente, que a principal vantagem potencial das telas com poros maiores
seria a facilidade de desenvolvimento de tecido fibroso do hospedeiro no seu

interior.

Os slings de polipropileno disponibilizados pela induastria, para
aplicagdo na uretra média, tornaram-se cada vez mais empregados no
tratamento da incontinéncia urindria de esforco. Dados europeus de 2003
mostraram que as chamadas faixas “sem tenséo” eram empregadas em 84,9%
dos procedimentos de sling em portadoras de incontinéncia urinéria de esforco,
realizados no continente naquela época (EuropeanMarkets  for
UrologicalDevices, 2004)°.

O primeiro sling minimamente invasivo de polipropileno
monofilamentar proposto para uso clinico foi descrito por Ulmsten et al.*’ e
originou o Tension-free Vaginal Tape (TVT). O mesmo autor publicou o
primeiro estudo prospectivo com esse material, no qual descreveu o emprego
ambulatorial do TVT, sob anestesia local, em 131 pacientes com incontinéncia
urinaria de esforgo. Apos seguimento de 12 meses, 0s autores descreveram

indice de cura de 91%, sem complicacdes significativas.>

Seguiram-se inimeras publicacdes sobre o TVT e outros slings de
polipropileno  monofilamentar  similares. Kuuva, Nilsson® estudaram
prospectivamente 129 pacientes submetidas a sling com TVT. Apoés

seguimento minimo de seis anos, observaram que 81% das pacientes

° European Markets for Urological Devices apud Slack M, Sandhu JS, Staskin DR, Grant RC. In vivo comparison of
suburethralslingmaterials.IntUrogynecol J Pelvic Floor Dysfunct 2005; 6: 56-9.
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encontravam-se continentes, segundo critério objetivo (teste com absorventes).
Houve exposicao vaginal da tela em 3,1% das pacientes, e em 1,6% foi
necessaria ressecgao cirargica. Ndo foram observados outros efeitos adversos

importantes.

Outros estudos, envolvendo telas de polipropileno monofilamentar,
apresentaram o indice de extrusdo vaginal e de erosao uretral, que
correspondem as complicacbes relacionadas diretamente com as

caracteristicas fisico-quimicas da tela (Tabela 2).

Tabela 2. Slings de polipropileno monofilamentar — eroséo e extrusao

Autor Sling Pacientes Eroséo (%) Extruséo (%)
Karranet al.>” (2003) TVT 350 0,3 0,6
Rodriguez e Raz*® (2003) Artesanal 301 0 0,3
Kobashi e Govier*® (2003) Artesanal 90 0 4.4
Levinet al.*® (2004) TVT 313 0 1,3
Tsivianet al.** (2004) TVT 200 0,5 2,5
Palma®’(2005b) Safyre VS 126 0 3,1
Silveira et al.** (2007) Artesanal 47 0 4,2

A partir da literatura disponivel sobre biomateriais, parece claro que
a tela de polipropileno € o material de primeira escolha para o implante
suburetral, por: oferecer o melhor suporte para a fibroplasia assim como para a
infiltracdo de macrdéfagos, reduzindo a frequéncia de infec¢des no sitio cirdrgico
e erosao; permitir alta porosidade, sem prejuizo da forca de tensdo, da

elasticidade e da durabilidade.?®
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Figura 2. Estrutura microscépica da tela de polipropileno monofilamentar e
macroporosa

Contudo as complicagbes associadas a esse material estdo

presentes no cotidiano do ginecologista e urologista, assim como nos artigos

cientificos relacionados a incontinéncia urinaria e correcdo cirdrgica dessa
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patologia. Devido a isso, sempre surgem novos questionamentos a respeito de
novos materiais, que possam oferecer menos indice de complicagdo, com a

mesma eficacia.

1.4. Biopolimero da cana-de-agucar

O biopolimero da cana-de-aclucar, um polissacarideo extracelular
produzido por sintese da bactéria Zoogloea sp., a partir do melago de cana-de-
acucar foi desenvolvido na Estacdo Experimental de cana-de-agucar de
Carpina da Universidade Federal Rural de Pernambuco. A estrutura quimica do
biopolimero puro foi determinada, e esta constituida por diferentes
monossacarideos: glicose 87,57%, xilose 8,58%, ribose 1,68%, acido
glicurénico 0,83%, manose 0,82%, arabinose 0,37%, galactose 0,13%,

ramnose 0,01% e fucose0,01%.%

As membranas formadas a partir desse biopolimero foram
processadas para aplicagdo como prétese cirurgica no Nucleo de Cirurgia
Experimental do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de
Pernambuco. Foram avaliadas através de testes laboratoriais e apresentaram
flexibilidade, baixa toxicidade, biocompatibilidade e resisténcia a ruptura.®
Essas membranas delgadas podem ser usadas como condutor celular,
caracterizando-se como material adequado para ser usado em Ortese no

tratamento da incontinéncia urinaria.®*
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Figura 3. llustracdo da interacdo entre a bactéria Zoogloea sp., 0 melaco da cana-de-
acucar e a formacdo da membrana de biopolimero

Castro et al.®®

procedeu estudo de citotoxicidade do biopolimero da
cana-de-acucar com a exposicdo de macréfagos alveolares de ratos a esse
material. A resposta inflamatoéria e a viabilidade celular foram semelhantes as
do controle utilizados no estudo, telas de polipropileno e politetrafluoretileno
(PTFE). Sendo assim, o biopolimero apresentou uma citoxicidade baixa,

credenciando-o para uso em estudos experimentais com seguranga.

Lima et al.®®

comparou a resposta inflamatoria intra-abdominal de
implantes da membrana de biopolimero da cana-de-acicar com a tela de
polipropileno utilizando critérios macroscopicos como aderéncias entre 6rgaos,
colecBes, exsudato livre e intensidade de sinais flogisticos. O autor concluiu
gue 0s materiais se equiparam quanto aos critérios analisados podendo ser o

biopolimero uma alternativa ao polipropileno.
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1.4.1. Aplicabilidades clinicas e experimentais do biopolimero da cana-de-

acucar

Essa membrana tem sido utilizada em diversas areas da cirurgia
experimental: na cicatrizacdo de feridas cutaneas, na reconstrucao ureteral,

como substituto da membrana timpéanica.

No inicio da década passada, a membrana do biopolimero da cana-
de-acucar foi utilizada, no Hospital Escola de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, em animais vitimas de
atropelamentos, ferimentos com cicatrizagdo por segunda intencéo,
gueimaduras e apo0s retirada de tumores neoplasicos. O autor observou que 0
biopolimero da cana-de-acucar determinou controle da infec¢ao pelo seu efeito
bacteriostatico ou bactericida e promoveu crescimento acelerado do tecido de
granulacdo. Podendo ser usado na cicatrizacdo de feridas cutaneas, levando
em consideracdo 0 comportamento terapéutico, baixo custo econOmico e

simplicidade de aplicac&o.®’

Em 2006, no Nucleo de Cirurgia Experimental da Universidade
Federal de Pernambuco, o grupo de pesquisa do biopolimero promoveu um
modelo de perfuracdo timpanica em 10 Chinchillas laniger, tratando-as apdés 4
semanas. Em uma orelha foi aplicado enxerto de membrana de biopolimero da
cana-de-aclcar e na orelha contralateral um enxerto de fascia autdloga, com
avaliagdo semanal do estado de cicatrizacdo. ApOos ha quarta semana, foi
identificado que as perfuracdes estavam fechadas em nove orelhas tratadas
com biopolimero e em oito orelhas do grupo controle. A conclusdo do autor é
que a membrana de biopolimero da cana-de-acucar ndo foi incorporada ao
remanescente da membrana timpanica, porém serviu como um condutor para a

formac&o de elementos responsaveis pela cicatrizagdo.

Mayer et al.®® demonstrou a reacdio histolégica para o estudo
anteriormente citado. Com desenho metodolégico semelhante ao estudo
anterior, foram utilizados 24 ratos, sendo realizada a anadlise histologica do
implante da membrana de biopolimero da cana-de-acucar. Observou-se reagao

inflamatdéria com presenca de exsudato na maioria dos casos do grupo
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experimental, com diferenca estatisticamente significativa com o grupo da
fascia autologa. Contudo a intensidade da inflamag&o diminuiu com o tempo e
no final do experimento ndo apresentava exsudato e apresentava pouca
fibrose, tendo a membrana de biopolimero da cana-de-acldcar uma mais lenta

absorcédo do que a fascia autéloga.

Em 2012, o biopolimero da cana-de-acucar foi utilizado, em forma
de gel, aplicando-o em olhos eviscerados de coelhos em um modelo
experimental. O autor analisou histologicamente a acdo do gel intraocular apds
7, 30, 60, 120 e 240 dias do procedimento, observando néo toxicidade e boa
compatibilidade; presenca de neovascularizacdo inflamatéria cronica e
resposta fibroblastica, gerando deposi¢cdo de colageno em todos os animais
apo6s 30 dias; e, auséncia de resposta celular, novos vasos e fibras colagenas
no centro do implante semelhante ao que acontece com outros materiais

utilizados na evisceracéo ocular como o polietileno.”

Falcdo et al.”*

comparou o politetrafluoretileno com a membrana de
biopolimero da cana-de-acucar para correcdo de defeitos da parede abdominal
em ratos. Foi utilizada uma membrana de biopolimero nédo porosa, a qual ndo
permitiu a integracdo ao tecido do hospedeiro, promovendo um envoltorio
(capsulacdo). Esse envoltério apresentou infiltrado inflamatério agudo
(neutrofilos), uma fase regenerativa (fibroblastos e colageno) e presenca de
células gigantes em um periodo de 28 dias. Sendo assim, observamos a
necessidade da presenca de poros nha membrana de biopolimero da cana-de-

acucar.

O biopolimero da cana-de-agucar também foi utilizado como fio de
sutura em comparacdo com fio de poligalactina (Vycril®). Neves, Aguiar’
realizaram uma incisdo de 5 cm no abdome de 30 ratos e posteriormente
suturaram com pontos separados, sendo realizada andlise da tensdo de
ruptura e densidade de fibras colagenas da cicatriz. Nao houve diferenca
significativa entre os dois materiais utilizados quanto aos critérios adotados.

Desde 2007, a membrana de biopolimero da cana-de-agUcar vem

sendo utilizada na arterioplastia femoral de cées. Oito caes foram submetidos a
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arterioplastia femoral bilateral com protese de politetrafluoretileno de uma lado
e membrana de biopolimero da cana-de-aglUcar do outro com analise da
fluxometria Doppler, arteriografia e histologia. No estudo ndo foi observado
trombose, aneurismas, infeccdo ou ruptura das proteses. A fluxometria e o
didmetro das artérias entre os grupos do estudo ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa. Quanto a analise histologica, a resposta
inflamatéria foi semelhante entre os grupos, apresentando invasdo de
fibroblastos no grupo do politetrafluoretileno. O autor concluiu que a membrana
de biopolimero da cana-de-acucar pode ser usada na arterioplastia femoral de

caes. ®

Medeiros Janior et al.”*

utilizou o biopolimero da cana-de-agucar, em
forma de gel, como carreador de proteinas formadoras de 0osso em reparos de
defeitos na calota craniana de ratos. Foi observada, pelo autor, uma alta taxa
de formacdo O&ssea, nos grupos que tinham o biopolimero, através da
radiolucéncia de exames tomogréaficos. O biopolimero mostrou ser um
excelente carreador da proteina formadora de osso, provavelmente por facilitar
a liberacéo controlada dessas proteinas no processo de reparagéo éssea.

No entanto, quando o biopolimero foi usado na correcéo de defeitos
nos condilos femorais de coelhos bilateralmente, preenchendo um dos lados
com gel de biopolimero da cana-de-aglucar ndo foi observado diferencas
significantes entre o grupo de estudo e o grupo controle. A dimenséo das areas
cicatrizadas tratadas com gel do biopolimero foi semelhante as areas do grupo

controle, que cicatrizaram naturalmente. "

Na urologia o biopolimero da cana-de-acucar vem sendo usado
amplamente tanto em pesquisas experimentais, quanto na pratica clinica.
Carvalho Janior et al.”® avaliou a deposicdo de fibras colagenas e o potencial
litogénico de enxertos de biopolimero da cana-de-agucar. Foram colocados
enxertos de biopolimero no interior da bexiga de 22 ratos em compara¢cdo com
enxertos de poligalactina na bexiga de 20 ratos, demonstrando um maior
potencial litogénico por parte da poligalactina e uma menor taxa de absorgéo
do biopolimero. O autor demonstrou também que a reacéo inflamatdria inicial
foi maior no grupo do biopolimero, porém se tornando igual ap6s 8 semanas do
implante, sendo a deposicao de fibrose equivalentes nos dois grupos.
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Na prética urolégica, desenvolveu-se um estudo randomizado com
60 pacientes portadores de hipospadia, submetidos a correcdo cirdrgica e
posterior aplicagdo de curativo do biopolimero da cana-de-acgucar ou curativo
feito de poliuretano (Tegaderm®). O grupo de pacientes que usaram O
biopolimero se mostrou satisfeito com o curativo, ndo foi detectada nenhuma
reacdo adversa na superficie peniana e uma cicatrizacdo equivalente a

apresentada no grupo do Tegaderm®. *’

1.5. Cicatrizagéo de feridas

Apds qualquer lesdo tecidual, o processo de cicatrizacdo é
importante para que se recupere a integridade corporal. A cicatrizacédo
constitui-se em uma sequéncia complexa de eventos celulares e bioguimicos
ordenados, com o objetivo final de restaurar os tecidos. A participagdo das
células imunolégicas no processo de cicatrizacdo é conhecida com a migragao
de macréfagos, linfocitos e neutréfilos para o interior da ferida. Esta claro que
essas células possuem um papel no processo inflamatério, defesa imunolégica
da éarea lesada e secrecdo de moléculas sinalizadoras como citocinas,

linfocinas e fatores de crescimento. '

Podemos dividir a cicatrizagdo, didaticamente, em trés fases:
hemostasia e inflamacdo, proliferacdo ou fibroplasia e maturacdo ou
remodelagem. Apés o ferimento inicia-se extravazamento sanguineo que
preenche a area lesada com plasma e plaguetas. A coagulacdo sanguinea
gera um tampao rico em fibrina que protege contra microrganismos, garante a
hemostasia e serve como reservatério de citocinas e fatores de crescimento
que serdo liberados em fases seguintes do processo de reparacdo.” Nessa
fase, também ocorre liberagdo de fatores de crescimento, proteinas adesivas
da matriz extracelular provisoria e fatores quimiotaticos que auxiliam o

recrutamento das células inflamatérias. &

Os neutrdfilos e mondcitos sdo as células inflamatorias inicialmente
recrutadas. Desempenham a funcdo de fagocitose de bactérias, fragmentos
celulares e corpos estranhos, alem de prepararem a ferida para a fase
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proliferativa.”® Os mondcitos ativados pelos fatores de crescimento se
transformam em macrofagos, sendo essas as principais células envolvidas no
processo de reparo tecidual. Os macréfagos removem 0s componentes do
tecido conjuntivo, produzem fatores de crescimento e recrutam outras células
inflamatdrias tendo como efeito final vasodilatacdo e estimulo para a formacéo

do tecido de granulag&o.®

A fase proliferativa é a fase responséavel pelo fechamento da ferida
propriamente dito. Nessa fase vamos observar a reepitelizagdo, movimentos de
células epiteliais no intuito de fechar a lesao; fibroplasia e angiogénese, que
compbem o tecido de granulacdo. A formagdo de novos vasos torna-se
necesséria para a formacédo do novo tecido de granulacdo, correspondendo as
células dos vasos sanguineos a cerca de 60% do tecido de reparo. %

Ainda na fase proliferativa temos uma estrutura de extrema
importancia que é a matriz extracelular. Essa matriz serve de “plataforma” que
da suporte a migracdo celular endotelial e desenvolvimento de novos vasos,

além de armazenar fatores de crescimento.®%?

A ultima fase é conhecida como remodelagem. Nessa fase do
processo de cicatrizagdo ocorre uma tentativa de recuperacdo da estrutura
tecidual normal. Acontece uma maturacdo da matriz extracelular com
deposicao de colageno, auséncia de vasos, fibroblastos e células inflamatérias.
O coldgeno torna-se a proteina predominante da cicatriz e a for¢ca de tensao
dos tecidos depende das proporcdes varidveis de colageno tipo | e tipo Ill. Por
exemplo, colageno tipo | tem fibras grossas e alta for¢a de tensdo, enquanto o
colageno tipo Ill € composto por fibras finas, isoladas, imaturas e de baixa forca
de tens&o (presente no periodo inicial da cicatrizacdo).

A derme intacta apresenta uma composi¢cdo de 80% de colageno
tipo | e 20% de colageno tipo Ill. O exame bioquimico mostra que o colageno
produzido no tecido de granulacdo € diferente do colageno presente na pele
integra; e que, mesmo apds periodo de remodelacao, as fibras colagenas do

tecido cicatricial, ndo adquirem a mesma organizacdo do colageno original.®
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No tocante a fisiopatologia da Incontinéncia Urinaria, a fase
proliferativa é a mais importante devido a presenca de macrofagos, fibroblastos
e producao de fibras coldgenas; estruturas celulares envolvidas diretamente na

cura dessa patologia. %
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2.1. Objetivo Geral

Avaliar a resposta histologica do implante do biopolimero da cana de

acucar no subcutaneo de ratos.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Comparar as caracteristicas da reacdo inflamatoria induzida por
telas de polipropileno monofilamentar e biopolimero da cana-de-agucar
implantadas no tecido subcutaneo de ratos adultos.

2.2.2. Comparar densidade volumétrica de fibras colagenas em torno de
telas de polipropileno monofilamentar e biopolimero da cana-de-agucar

implantadas no tecido subcutaneo de ratos adultos.



3. Materiais e Méetodos
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3.1. Local de Estudo

O estudo foi realizado no Nucleo de Cirurgia Experimental da
Universidade Federal de Pernambuco. O Biotério do Nucleo de Cirurgia
Experimental da Universidade Federal de Pernambuco também foi utilizado

para alojamento dos sujeitos da pesquisa.

3.2. Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo experimental, prospectivo, controlado, tipo

ensaio clinico.

3.3. Populacao do Estudo

A amostra foi composta por 30 ratos machos da raga Wistar, com
peso de aproximadamente 300 gramas, e adultos jovens. Inicialmente, os ratos
foram mantidos no biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental, em gaiolas
apropriadas, individuais e conjuntas, permitindo a socializagdo dos animais
ocupantes das diversas estantes, em ambiente climatizado, com temperatura
mantida em torno de 23° C, e exaustao forgcada. Foram alimentados com racéo
apropriada, e mantidos em ambiente livre de ruidos e estresse, com foto-
periodo de 12 horas, controlado por temporizador, respeitando-se os ciclos
diurnos e noturnos, conforme os principios que regem o Codigo de Etica
Experimental e as leis de protecdo aos animais de acordo com as normas
vigentes no Brasil, e os principios éticos da Experimentacdo Animal elaborado

pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

3.4. Selecao

Critérios de Inclusédo

Submetidos ao periodo de quarentena
Sem alteragdes clinicas
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Ratos com bom estado nutricional

Critério de Excluséo

Ratos com afec¢des dermatoldgicas no local da abordagem cirdrgica
Ratos com cirurgia prévia

Ratos com DeficitPonderal

3.5. Procedimentos Técnicos

Os animais permaneceram em quarentena inicialmente, durante a
qual receberam os cuidados necessarios no Biotério do Nucleo de Cirurgia
Experimental da Universidade Federal de Pernambuco, a fim de se excluir
doencas proprias desta espécie. Em seguida, foram liberados para a realizacao
dos procedimentos experimentais a que se propde o referido projeto. Sendo
alojados em gaiolas sobre condigbes semelhantes de alimentacéo,

temperatura, umidade e luz.

O abdome dos ratos foi dividido em dois hemicirculos direito e
esquerdo por uma linha imaginaria em sentido cranio caudal. Foi realizada uma
incisdo de 2,0 cm, verticalmente, na regido central de cada hemicirculo.
Disseccéo do tecido subcutaneo até a exposicao da fascia muscular subjacente

e, posteriormente, colocacdo dos materiais estudados.
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Figura 4. Esquema do abdome dos ratos adultos com linha imaginéria dividindo-o em
dois hemicirculos direito e esquerdo. Notar também a indicacdo das incisdes cirlrgicas
em cada hemicirculo.

Os hemicirculos direito e esquerdo, apds incisdo e disseccdo
receberam os seguintes materiais:

Hemicirculo direito — colocacdo da tela de polipropileno
monofilamentar tipo I, com macroporos, de 15x10mm.

Hemicirculo esquerdo — colocacdo da tela de biopolimero da cana-
de-acucar de 15x10mm, com macroporos.

Os implantes utilizados foram esterilizados individualmente em oxido
de etileno, seguindo as regras da Agéncia Pernambucana de Vigilancia
Sanitaria (APEVISA).
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Figura 5. Implantes utilizados no experimento. Telas biopolimero & esquerda e a tela de
polipropileno a direita

Os animais foram divididos em dois grupos contendo 15 animais
cada grupo. Sendo estes animais submetidos ao mesmo procedimento
cirurgico diferindo apenas, no numero de dias em que foram sacrificados apos
0 procedimento. O primeiro grupo (15 animais) recebeu a denominagéo de
“Grupo 7”; e 0 segundo grupo recebeu a denominacdo de “Grupo 1207,
lembrando quantos dias apdés o0 experimento foram sacrificados,
respectivamente, sete e 120 dias apos o implante.
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3.5.1 Fluxograma de coleta de dados

MODELO EXPERIMENTAL

RATOS WISTAR

Populagdo de Estudo ..
30 animais

Implantes da tela de Biopolimero da cana-de-
Procedimento Cirargico B gl actcar e da tela de Polipropileno conforme
padronizacao

o Grupo1 = 07 dias apds os implantes
Sacrificio . ) .
Grupo 2= 120 dias apds os implantes

Amostras dos implantes submetidas as
analises histomorfométricae colorimétrica

Leitura das Informacgdes

Software programa:

Image Pro Plus 4.5
Anilise dos Resultados [ 8

Image] versao 1.44

3.5.2. Padronizagado dos procedimentos cirdrgicos

a) Jejum pré-operatorio com restricdo alimentar de solidos por 4 horas antes da

cirurgia.

b) Anestesia realizada com associagao de cetamina com xilasina, proporcao de
6mg (0,3ml) de cada substéancia, administrado por via intramuscular.
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c¢) Imobilizagcédo dos ratos em decubito dorsal horizontal, seguida por tricotomia
e antissepsia do abdome com solugdo alcodlica de polivinilpirrolidona-iodo
(10%) e colocacédo de um campo estéril delimitando a area cirdrgica.

d) Por meio de técnica asseéptica, realizacdo de incisGes verticais de 2,0 cm,
em cada quadrante, seguindo-se de divulsdo do subcutaneo, obtendo-se,
assim, a exposicao da fascia da musculatura abdominal. Procedendo-se o0 que

foi preconizado anteriormente para cada hemicirculo.

e) Os fragmentos de polipropileno e biopolimero foram implantados livres de

tensao e sem fixacao.

f) Sintese da pele com fio de sutura absorvivel CatGut® 4-0 com pontos

separados.

g) Espera até o despertar do animal e transferéncia para a gaiola de
recuperacdo pos-anestésica. A analgesia pdés-operatoria foi realizada com

solucao de dipirona intramuscular, na dose de 15 mg/kg por dose.



29

PROCEDIMENTO CIRURGICO

Figura 6. Esquema passo a passo do procedimento cirlrgico de implante das telas de
biopolimero e polipropileno.(1) Medi¢cdo do tamanho daincisdo 2cm. (2) Local da incisédo
demarcado em um dos hemicirculos. (3) Incisdo cirdrgica realizada bilateralmente com
mesmas dimensfes. (4) Disseccao do tecido celular subcutaneo. (5) Colocacdo da
membrana de biopolimero (6) Colocacdo da membrana de polipropileno. (7) Aspecto final
apos sintese da pele com fio absorvivel.

3.5.3. Sacrificio dos animais, coleta e preparo das amostras teciduais

Os ratos foram sacrificados com dose letal de anestésico, seguindo-
se da retirada, em bloco, da parede abdominal, de forma asséptica, e de
maneira a preservar as relacdes anatdbmicas entre epiderme, derme, tecido
subcutaneo, musculatura abdominal e peritbnio parietal. Neste primeiro
momento, foi realizada a andlise macroscopica do tecido, procurando-se

evidenciar sinais de eritema, necrose, tumefacao e cole¢des. (Figura 7)
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Figura 7. Retirada da parede abdominal ap6s sacrificio do animal. Este método permitiu
aretirada uniforme dos cortes verticais.

Em seguida, as amostras de tecido tiveram suas extremidades
presas, com alfinetes, em placas de material rigido, de forma a impedir
retracdes e dobras durante a fixacédo e desidratacédo do material, o que poderia
dificultar a andlise anatomopatoldgica adequada. Sendo todo esse material
identificado adequadamente. (Figura 8)

Figura 8. Foto da parede abdominal apds disseccdao, fixada a superficie rigida ecolocada
em recipiente para fixacdo histoldgica. Observar as extremidades presas por alfinetes
em superficie rigida.
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A fixacdo tecidual foi realizada depositando-se as amostras em
recipiente contendo formaldeido 10%, no qual permaneceram por 24 horas.
Apés esse periodo, as pecas foram transferidas para solucéo de alcool a 70%.
A seguir, as regibes com os implantes foram identificadas e separadas, de
forma a se obter retdngulos de 15 mm por 10 mm, no sentido do maior eixo do

implante. (Figura 9)

Figura 9. llustracdo demonstrando a &rea retangular na qual contém o material a ser
analisado de cada hemicirculo.

Cada fragmento retangular foi, entdo, cortado em retangulos
menores, de 15 mm por 2 mm. Estes fragmentos menores foram depositados
em caixetas plasticas apropriadas para posterior inclusdo em parafina. Cada
caixeta foi identificada com um namero do rato correspondente em algarismos
arabicos; seguido por uma sigla correspondente ao material implantado, “PP” —
polipropileno e “BP”- biopolimero; e o nimero do grupo ao qual pertencia (sete
ou 120 dias). Dessa forma tinha-se, por exemplo, bloco de parafina do animal
namero 3, BP, de 7 dias.
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FETARSULD

13X 1080 ]

Rato 1 - BP - 7 dias

Figura 10. Demonstracdo de um retangulo de 15x10mm de um dos ratos sendo dividido
em outros cinco retangulos menores de 15x2mm. Observar também a identificacdo do
retangulo.

Apds essa etapa, foram confeccionadas laminas com 5 um de
espessura, coradas com Hematoxilina-Eosina e Tricromico de Masson. De
cada area do implante foram confeccionadas cinco laminas. Os blocos e
laminas foramconfeccionados pelo Laboratério de Histologia do Centro de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) em
cooperacdo com o Servico de Anatomia Patolégica do Hospital das Clinicas -
UFPE.

3.6. Andlises Microscbpicas

Para realizar as dimensdes e quantificacdes do material implantado
e das estruturas biolégicas advindas da reacdo do implante com o tecido do
hospedeiro utilizamos conceitos de histofotometria e morfometria. Pela
observacdo de corte com imagens bidimensionais (corte histologico, por

exemplo) é possivel determinar a porcentagem de determinada estrutura.

As avaliagbes e quantificacdes dos componentes com elevado grau
de precisdo fornecem valores numéricos. Por exemplo, quantidade de células

gigantes contidas na perifeira do implante, ou ainda, area de fibras coldgenas
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induzidas pelo implante. O conhecimento dos valores numeéricos contribui para
a aplicacdo de modelos matematicos, fornecendo uma medida isenta de viés
de informacéo; de facil replicabilidade por outros pesquisadores; e que permite
a promocado de diagnostico, embasado em conhecimentos anatbmicos e

fisiopatolégicos.

Todas as laminas foram analisadas pelo mesmo pesquisador. O
estudo microscépico teve por objetivo avaliar a presenca de: infiltrado
inflamatorio agudo (neutrofilico), linfoplasmocitario, nimero de células gigantes,
grau de fibrose e neoangiogénese. Analisamos ainda, a densidade de fibras

colagenas induzidas pelos materiais implantados, biopolimero e polipropileno.

O processo inflamatério e o grau de fibrose foram classificados,
guanto a sua intensidade, em: ausente, leve, moderado ou intenso. As
amostras também foram analisadas quanto a presenca de necrose e
calcificagéo, sendo cada qual classificada em ausente, leve, moderada ou
intensa. Essa classificacao foi realizada considerando-se os critérios a seguir:

e (0) Ausente: minima reagdo observada, até no maximo 5% da area do corte
e (1) Leve: a reacdo encontrada envolvia entre 5% e 25% do corte
¢ (2) Moderada: comprometimento de 25% a 70% do corte

¢ (3) Intensa: area do corte comprometida superior a 70%.

Na andlise da neoangiogénese e numero de células gigantes,
utilizamos ferramentas e parametros advindos da estereologia. A quantificacéo
dos vasos foi feita em imagens digitais de cortes corados por Hematoxilina
Eosina (HE)e observados com aumento de 200x. ApOs carregar a imagem no
programa ImageJ versao 1.44 (NIH, Bethesda, USA), uma regido contigua do
implante foi manualmente delimitada, e o nimero de células gigantes ou o
namero de novos vasos ao redor do implante, quantificado. Quando o implante
ocupava todo o campo, a area da imagem era utilizada. O resultado final foi
entdo expresso em numero absoluto, ou seja, nimero de vasos que estavam
presentes naquela area. Cinco regifes aleatérias e de tamanho semelhante

foramanalisadas por corte, e cinco cortes foram examinados por animal.
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Para medirmos a densidade de fibras colagenas utilizamos
principios de histofotometria (medida de area). Foram usados cortes, também
com 5 pum cada, corados com Tricromio de Massom. As imagens foram
capturadas pelo Image Pré Express(versdo 5.0). As imagens digitalizadas
foram enviadas para o programa Image Pro-plus 4.5® e as areas de colageno
foram selecionadas por meio da distribuicdo de cor como parametro
discriminante. Apos a defini¢cdo do intervalo de cor por meio de tentativa e erro
foi selecionada a area em azul que representa a quantidade de colageno em
cada campo. Em seguida, foi realizada no préprio programa Image Proé-plus
4.5® a mascara que oferecia a area e a porcentagem de colageno induzida
pelo implante. (VER ANEXO1)

3.7. Procedimentos analiticos

3.7.1. Variaveis do estudo

Variaveis independentes

Nome da variavel Definicdo / categorizacao

Implante Tela biopolimero da cana-de-aguUcar

Tela de Polipropileno monofilamentar

Variaveis dependentes

Nome da variavel Definicdo / categorizacéo

Quantificacdo do Densidade por volume médio de fibra visualizada em
colageno campo de microscopia expressa em percentagem (%)
calculada através da técnica histofotométrica.

Numero de células Quantidade de células gigantes por campo de grande
gigantes por campo aumento
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Nimero de neovasos por Quantidade de neovasos por campo de grande aumento
campo

Infiltrado Inflamatdrio Caracterizado por uma maior quantidade de neutroéfilo.

Agudo Categorizado por ausente, leve, moderada e intensa.

Infiltrado Inflamatadrio Caracterizado por células como macréfagos, linfocitos e

Linfoplasmocitario plasmécitos. Categorizado por ausente, leve, moderada e
intensa

Grau de Fibrose Analise da presenca de fibras colagenas induzidas pelo
implante. Categorizado por ausente, leve, moderada e
intensa.

Necrose Sim/Nao

Calcificacédo Sim/Nao

3.7.2 Tamanho e expressao da amostra

Devido a escassez de estudos nessa area e devido a prética
restritiva dos comités de ética animal, no tocante, a reducdo do numero de
animais utilizados em estudos, o pesquisador realizou um estudo com a
amostra composta por 30 ratos da raga Wistar, com peso de aproximadamente
300 gramas, e adultos jovens.

3.7.3. Testes estatisticos utilizados

Foram avaliadas as diferencas entre os dois implantes no mesmo
animal, distribuidos em dois grupos iguais de 15 ratos, de acordo com o
momento do sacrificio. Como a pratica em cada semicirculo sera realizada em
todos os animais, consideraremos as amostras de cada material no mesmo

rato como independentes.
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Primeiramente, foi realizada analise exploratoria dos dados, por
meio da observagéo da frequéncia das variaveis, anteriormente discriminadas,
para cada hemicirculo abdominal do rato, no mesmo grupo e ao longo do
tempo, ou seja, nos grupos diferentes. As avaliagdes foram expressas em

frequéncia absoluta.

Foi realizada uma analise descritiva para expor o0s resultados
obtidos. A apresentagdo das varidveis mensuradas foi feita através de tabelas
ou graficos incluindo também o uso de algumas medidas descritivas como
minimo, maximo, média e desvio padrdo. Para testar a suposicdo de
normalidade das variaveis envolvidas no estudo foi aplicado o teste de Shapiro
Wilk. Para analise comparativa das variaveis quantitativas foi utilizado t-student
guando observado o pressuposto de normalidade; quando né&o, foi utilizado o

teste de Mann-Whitney para as analises independentes.

No entanto, para as analises onde as variaveis foram dependentes,
também foi realizado o teste de normalidade, tendo o teste t-student pareado
guando observado o pressuposto e, quando néo, o teste de Wilcoxon. Para a
analise comparativa entre as variaveis qualitativas foi aplicado o teste qui-
quadrado de propor¢bes e qui-quadrado, e quando necessario, o teste de
Fisher. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%
para rejeicdo da hipétese de nulidade. Os softwares utilizados foram o Excel
2000 e 0 R v2.10.0.

3.8. Aspectos éticos

Esta pesquisa obedeceu aos principios que regem o Codigo de Etica
Experimental e as leis de protecdo aos animais de acordo com as normas
vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 — art. 32 e o Decreto n® 3.179 —
Art. 17 de 21/09/1999, que trata da questdo e normas para pratica cientifica de
vivissecdo de animais, e o0 principios éticos da Experimentacdo Animal

elaborado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
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Esta pesquisa foi aprovada em 17/11/2010 pela Comissdo de Etica
em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) processo n° 23076.037579/2010-68.
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4.1. Observagdes realizadas no periodo pds-operatorio

Durante o periodo de observacdo, ndo foram verificados sinais
sugestivos de comprometimento sistémico ou complicacbes relacionadas,
especificamente, com o procedimento realizado. Nenhum animal apresentou
extrusdo de algum dos fragmentos do material implantado, polipropileno ou
biopolimero. Nao houve Obito de nenhum animal e o biopolimero estava

presente em todas as amostras mesmo apos 120 dias do implante.

4.2. Estudo anatomopatoldgico

A seguir, serdo apresentados os resultados obtidos para cada
parametro anatomopatoldgico estudado, quanto ao tipo de material implantado
e o tempo decorrido do implante, no momento da analise. Houve um problema
técnico na coloracdo da lamina de um animal pertencente ao grupo 120, com

implante de polipropileno, sendo essa lamina excluida da amostra.

4.2.1. Infiltrado inflamatério agudo

Ocorreram diferencas significativas entre os materiais nos animais
sacrificados apdés sete dias, com relacdo a intensidade do processo inflamatério
agudo, ou neutrofilico (p=0,0016), sendo o biopolimeroindutor dessa maior
resposta inflamatéria. O grau leve foi preponderante na reacdo inflamatoéria
desencadeada pelo polipropileno. E reacgéo inflamatoria intensa foi observada
em dez ratos com implantes de biopolimero (Figura 11).
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Ratos p=0,0016
12
10 -
8 -
6 -
4
2 |
0 —
0 - Ausente 1-Leve 2 - Moderado 3 - Intenso
POLIMORFONUCLEAR/ 7 Dias

@Biopolimero O Polipropileno

Figura 11. Comparacdo da intensidade do infiltrado inflamatério polimorfonuclear
produzido pelo biopolimero e polipropileno apés sete dias do implante.

NEUTROFILOS

Figura 12. . Reacao inflamatéria aguda com os materiais implantados. PP = polipropileno
e BP = biopolimero

A reacdo inflamatoria aguda, ainda que residual, ndo foi observada
em nenhum animal no grupo sacrificado apds 120 dias do implante. Neste
sentido, ndo ocorreram diferencas significativas entre as telas, com relagcéo a

essa variavel, nas amostras avaliadas nesse momento (p=1,000).
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Verificou-se que a inflamag&o aguda ocorreu com mais frequéncia e
maior intensidade quanto mais precoce foi a observacdo dos animais. O
biopolimero desencadeou reacédo inflamatoria aguda em 66% dos individuos,
enquanto o polipropileno desencadeou 7%. Contudo a observacédo apos 120
dias mostrou que ambos os materiais apresentavam reacao inflamatéria aguda

imperceptivel.

4.2.2. Infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitéario

Ocorreram diferencas significativas entre as telas apds sete dias do
implante com relacdo a intensidade da reacdo inflamatéria linfoplasmocitaria
(p=0,0092). No grupo do biopolimero, o grau moderado da inflamacéo foi
preponderante. Doze individuos (80%) do grupo do biopolimero apresentaram
reacdo inflamatoéria moderada, em comparacao com quatro individuos (26%) do
polipropileno. (Figura 13)

Ratos p=0,0002
14 -
12 A
10
8 _
6 _
4 -
2 _
0 ' |
0 - Ausente 1-Leve 2 - Moderado 3 - Intenso
LINFOMONONUCLEAR/ 7 Dias

@Biopolimero O Polipropileno

Figura 13. Comparagcdo da intensidade da reacao linfoplasmocitaria produzida pelo
biopolimero e polipropileno apds sete dias do implante.

N&o houve diferenca entre as telas nas amostras avaliadas apos 120
dias (p=0,3898), com relacdo a intensidade da reacéo linfoplasmocitéria. Nos

grupos analisados ndo houve reacdo inflamatoria ausente ou
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intensa,asrea¢fes inflamatoérias, leve e moderada foram preponderantes,

guardando-se a proporcionalidade entre os grupos.

16 -
14 -
12 1 INTENSA
10 7 MODERADA
8 1 m LEVE
6 1 B AUSENTE
4 -
5
0 ; .

BIOPOLIMERO  POLIPROPILENO

Figura 14. Comparagcdo da intensidade da reacao linfoplasmocitaria produzida pelo
biopolimero e polipropileno ap6s 120 dias do implante.

Na analise desse parametro, ao longo do tempo, foram evidenciadas
diferencas significativas, relacionadas com o biopolimero (p=0,0253), ou seja, a
reacdo inflamatdéria linfomononuclear ocasionada pelo biopolimero, apresentou
um decréscimo significativo apos 120 dias do implante. O mesmo n&o
aconteceu com o polipropileno, ndo havendo diferenca significativa apos 120
dias, com identificagdo de infiltrado linfoplasmocitario semelhante ao inicial
(p=0,5149). Nos casos do biopolimero, quanto maior o tempo, menor a

incidéncia e a intensidade da reacao inflamatoria linfoplasmocitaria.

4.2.3. Fibrose

As amostras avaliadas aos sete dias pds-implante ndo apresentaram
diferenca significativa entre os materiais, com referéncia a analise qualitativa da
fibrose (p=0,6999). Quando observada, a fibrose foi incipiente, representada

por fibroblastos e feixes colagenos esparsos. (Figura 15)
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Figura 15. Corte histolégico demonstrando formacédo de fibrose induzida pelos
implantes. PP = polipropileno e BP = biopolimero. Aumento 200x.

Aos 120 dias, nos testes estatisticos ndo foram demonstradas
diferencas entre os materiais (p=0,5057). Contudo, observou-se fibrose de
intensidade leve e moderada em 93% do total de amostras do biopolimero, em
comparacdo com 78% do polipropileno. Assim como, o biopolimero né&o
apresentou auséncia de fibrose apds 120 dias do implante.

16 -
14 -
12 - mINTENSA
10 = MODERADA
8 - mLEVE
6 1 m AUSENTE
4 -
2
0 - . .
BIOPOLIMERO POLIPROPILENO

Figura 16. Comparacao da fibrose produzida pelo biopolimero e polipropileno apés 120
dias do implante.
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Quando comparamos a fibrose induzida por polipropileno apo6s sete
dias de implante com a fibrose ap6s 120 dias de implante observamos uma
diminuicdo dessa fibrose com diferenca significativa (p=0,0393), traduzindo
uma atenuacao qualitativa dessa fibrose(Figura 17). Observe no grafico abaixo
gue a fibrose moderada presente apds sete dias de implante diminuiu
drasticamente na analise apdés 120 dias. Assim como houve aumento da
auséncia de fibrose nas amostras analisadas apd6s 120 dias quando
comparadas com amostras de sete dias de implante.

p=10,0393

RATOS
12
10 A
8 -
6 -
4
* /:
0 o :

7 Dias 120 dias

Fibrose - Polinronileno

—o—( - Ausente ——1-Leve —&— 2 - Moderado —#— 3 - Intenso

Figura 17. Grafico mostrando a evolucédo da fibrose induzida pelo polipropileno entre
sete e 120 dias ap0s a suaimplantacéo.

Na tela do biopolimero ndo ocorreram diferencas significativas em
funcdo do tempo, no que se refere a fibrose (p=0,0604), de acordo com a
analise qualitativa. No biopolimero, a exemplo do polipropileno, houve uma
diminuicdo qualitativa da fibrose. Contudo, essa diminuicdo apresentada foi n&o

significativa.
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p = 0,0604

RATOS
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Figura 18. Grafico mostrando a evolucéo da fibrose induzida pelo biopolimero da cana-
de-acUcar entre sete e 120 dias apds a sua implantacéo.

4.2.4. Necrose e calcificacao

Todos o0s materiais apresentaram parte das amostras sem

evidéncias de necrose e calcificacdo na andlise realizada apos sete e 120 dias.

4.2.5. Quantificacéo de células gigantes

Realizamos uma contagem do numero de células gigantes por
campo de grande aumento (aumento 200 vezes) em todas as amostras.
Quando analisamos o grupo de ratos sacrificados ap0s sete dias do implante,
ndo observamos diferenca significativa entre o polipropileno e o biopolimero
(p=0,0870) quanto ao numero de células gigantes.

Tabela 3. Comparacdo de Células gigantes entre biopolimero e polipropileno
sete dias ap0Os o0 procedimento

Variavel N Min Max Media Mediana Desvio EP p-valor

Células Gigantes
Biopolimero(7 dias) 15 2 32 18,80 20,00 6,32 1,63 0,0870
Polipropileno(7 dias) 15 13 40 22,93 21,00 8,47 2,19
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Quando quantificamos o numero de células gigantes no grupo de
animais sacrificados ap6s 120 dias do procedimento, constatamos um maior
namero no biopolimero em relacdo ao polipropileno, sendo esta diferenca
significativa (p< 0,0001).

Tabela 4. Comparacgao de Células gigantes entre biopolimero e polipropileno 120
dias ap6s o procedimento

Variavel N Min Max Media Mediana Desvio EP p-valor

Células Gigantes
Biopolimero 120 dias 15 41 118 68,21 63,5 23,73 6,34 0,0001
Polipropileno120 dias 14 12 51 26,86 26,5 12,69 3,39

Ao analisarmos o mesmo material e comparando o numero de
células gigantes entre os animais sacrificados apdés sete e 120 dias do
procedimento, registramos que o polipropileno ndo mostrou diferenca
significativa.

N° CELULAS

e p=0,5839
60,0 -
50,0 - l l
40,0 -
30,0 -
20,0 -
10,0 -

0,0 A T
120 Dias 7 Dias

Figura 19. Comparacao do nimero de células gigantes nos ratos sacrificados entre sete
e 120 dias com implante de polipropileno.

Enquanto que a mesma analise anterior, realizada com os ratos que
receberam implantes de biopolimero, mostrou uma superioridade numérica e
significativa de células gigantes nas amostras apos 120 dias do procedimento
em relagdo aos animais sacrificados apds sete dias do material implantado
(p<0,0001).
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Figura 20. Comparacgado do nimero de células gigantes nos ratos sacrificados entre sete
e 120 dias com implante de biopolimero.

Quando comparamos animal a animal divididos em grupos de

sacrificio (sete e 120 dias) podemos observar a superioridade numérica do

biopolimero apds 120 dias na contagem de células gigantes de corpo estranho.

CAMPO
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Figura 21. Andlise Comparativa da presenca de Células Gigantes entre sete e 120 dias
para o biopolimero e o polipropileno.
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4.2.6. Neoangiogénese

A neoangiogénese foi quantificada com a mensuracdo do niumero de
vasos sanguineos por campo de grande aumento (aumento 40 vezes) em
todas as amostras. No grupo de animais sacrificados apods sete dias do
procedimento, comparamos a formacdo de novos vasos promovida pelo
biopolimero e pelo polipropileno, ndo havendo diferenca entre os materiais
(p=0,1439).

Apés 120 dias do implante, a diferenca ente os materiais tornou-se
evidente e significativa quanto a formacdo de novos vasos. Foi observado um
maior niumero de vasos nas amostras que continham polipropileno, sendo essa

superioridade significativa (p=0,0001). (Figura 22)

N° VASOS/ p=0,0001
CAMPO
50 ~
0,0
5,0
-10,0 1
-15,0
-20,0
25,0 -
-30,0 -
-35,0
-40,0 -

Vasos - 120 Dias

Figura 22. Diferenca, apos 120 dias, da neoangiogénese induzida por polipropileno e
biopolimero.

Ao compararmos amostras contendo biopolimero, dividindo-as em
dois grupos (animais sacrificados ap0s sete dias e animais sacrificados apoés
120 dias do implante) notamos uma diferengca significativa nas amostras
obtidas apds 120 dias do implante para a formac¢éo de novos vasos (p=0,0380).
(Figura 23)
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N° VASOS/ p=0,0380

CAMPO - MEDIA
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40,0 T
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Figura 23. Comparacdo da formacdo de novos vasos induzida por biopolimero entre
grupos de animais sacrificados apos sete e 120 dias do procedimento.

Na comparacdo da neoangiogénese induzida pelo polipropileno
houve uma maior formag&do vascular nas amostras de animais sacrificados

apos 120 dias do procedimento, sendo essa diferenca significativa (p= 0,0292).

p=10,0292

N° VASOS/

CAMPO - MEDIA l
130,0 ~ I l

120,0 -
110,0 -

100,0 - I
90,0 -
80,0 -
70,0 -
60,0 -
50,0 -
40,0 T )

120 Dias 7 Dias

Vasos

Figura 24. Comparacédo da formacdo de novos vasos induzida pelo polipropileno entre
grupos de animais sacrificados apos sete e 120 dias do procedimento.
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4.3. Quantificacdo das fibras colagenas através da histofotometria

Realizamos a analise pareada dos materiais implantados,
biopolimero e polipropileno, no grupo 7 e no grupo 120. ApoOs sete dias do
procedimento, quando comparamos os implantes, observamos uma diferenca
significativa tendo o biopolimero induzido a uma deposicdo maior de fibras
colagenas do que o polipropileno (p< 0,0001). Fato semelhante ocorreu quando
confrontamos 0s mesmos materiais, sO que agora, ap6s 120 dias do implante
(p<0,0001). Observem os gréficos abaixo:

% AREA DE
FIBRAS p <0,0001

COLAGENAS

25,00
20,00 ~
15,00 -
10,00 -

5,00 -

0,00
BP vs PP - 7 Dias

Figura 25. Comparacédo entre o biopolimero e polipropileno ap6s sete dias do implante
para quantificacdo das fibras colagenas. Mostrando a diferenca entre o polipropileno
(valor zero no gréfico) e o biopolimero (losango no gréfico).
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% AREA DE
FIBRAS p <0,0001
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Figura 26. Comparacgao entre o biopolimero e polipropileno ap6s 120 dias do implante
para quantificacdo das fibras colagenas. Mostrando a diferenca entre o polipropileno
(valor zero no gréfico) e o biopolimero (losango no gréfico).

Nos graficos acima, observamos uma superioridade do biopolimero
na inducéo de deposicéo de fibras colagenas pelo hospedeiro. Porém podemos
observar esses valores, em mais detalhes, na tabela abaixo:

Tabela 5. Valores obtidos através da andlise histofotométrica comparando o biopolimero
ao polipropileno quanto a deposicdo de fibras colagenas apos sete e 120 dias do
procedimento.

Variaveis dif Inf Sup Media Mediana Desvio EP p-valor Teste
7 Dias
BP 18,89 23,34 14,43 31,13 31,13 701 1,40 <0,0001 TP
PP 12,24 12,94 6,63 1,33
120 Dias
BP 39,11 34,31 43,92 52,93 52,33 10,66 2,13 <0,0001 TP
PP 13,81 13,00 515 1,03

Quando analisamos o0s materiais isoladamente, levando em
consideracdo o avanco temporal, ndo observamos diferenca significativa na
deposicado de fibras colagenas induzidas pelo polipropileno (p= 0,3542). O
acumulo de fibras colagenas apés 120 dias € maior do que apés sete dias do

implante, contudo essa diferenca ndo tem significancia estatistica.
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p=0,3542
% AREA DE
FIBRAS
COLAGENAS l l
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Figura 27. Comparagado da deposicao de fibras coladgenas induzidas pelo polipropileno
apos sete e 120 dias do implante.

E por fim, o biopolimero mostrou uma deposicao de fibras coldgenas
maior nos implantes analisados apds 120 dias do procedimento, quando
comparados com os implantes analisados apds sete dias da cirurgia (p<
0,0001). A deposicdo de fibras coldgenas induzidas pelo biopolimero foi,
significativamente, maior apos 120 dias da cirurgia.

% AREA DE

FIBRAS
COLAGENAS p< 0,0001

140,0
120,0
100,0 -
80,0 -

.|
N N

120 Dias 7 Dias
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Figura 28. Comparacao da deposicdo de fibras colagenas induzidas pelo biopolimero
apos sete e 120 dias do implante.
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5.1. ConsideracOes sobre o modelo experimental

Modelo experimental semelhante ao do presente estudo tem sido
empregado para avaliar a integracdo de enxertos e proteses. Assim, Slack et
al.*® compararam a reacdo tissular de trés diferentes slings de polipropileno,

127 utilizaram o mesmo

implantados no tecido subcutaneo de ratas. Thielet a
modelo para estudar as reacdes do hospedeiro apds implantes subcutaneos de
fragmentos de polipropileno monofilamentar, matriz colagena preparada com
submucosa intestinal suina (SIS), silicone e protese de copolimero
policaprolactona e &cido polilatico. Yildirimet al.®* estudaram aspectos
histologicos da integracdo de telas sintéticas e da fascia lata cadavérica

implantadas no abdome de coelhas.

Nesses estudos ndo foram descritas limitagdes da analise proposta,
decorrentes do modelo experimental empregado. Por analogia aos modelos
anteriores, utilizamos a tela de polipropileno tipo 1, considerada atualmente
padrdo ouro para tratamento de Incontinéncia Urinaria de Esforgo, e a tela
biopolimero da cana-de-acgucar. Buscamos criar subsidios para corroborar ou
afastar o uso do biopolimero no tratamento da Incontinéncia Urinaria de

Esforco em ensaios clinicos futuramente.

No presente experimento, considerou-se 0 modelo descrito
apropriado aos objetivos da pesquisa. Entretanto, deve-se referir que a
disposicéo das suturas sob a incisdo cutanea, pode ter influenciado, ainda que
levemente, a intensidade da reagéo inflamatdria verificada nesse local. Apesar
disso, temos que considerar também que a incisdo, realizada para colocacao
do material implantado foi idéntica, igualando o efeito fibrotico exercido nos
dois materiais implantados.

Considerou-se que a auséncia de tecido adiposo e o contato direto
entre o tecido epitelial da pele e a fascia da musculatura abdominal, tornaram a
parede abdominal do rato particularmente vantajoso para o estudo proposto,
pois os materiais testados possuem a proposta de serem interpostos entre um



55

tecido de natureza epitelial (vagina) e outro de natureza conjuntiva,

representado pela fascia pubocervical.

Modelos que reproduzem a vagina humana sdo pouco acessiveis.

Riccetto et al.®

propuseram um modelo para treinamento da técnica de sling
em ovelhas da ragca Santa Inés. Modelo esse, bem aceito por urologistas e
ginecologistas, que observaram boa correlagédo de varios aspectos da anatomia
vaginal, uretral, e dos parametros endoscopicos vesicais daquele modelo em
relacdo a anatomia feminina. Entretanto, a infraestrutura necessaria para
manutencdo de animais de grande porte, por tempo prolongado, limita o

emprego desse modelo em estudos semelhantes ao presente.

Existem, também, modelos desenvolvidos com material sintético que
mimetiza a textura, relagbes anatdbmicas e consisténcia da pelve humana,
porém néo teriamos a reacao tissular fundamental para o nosso estudo. Entéo,
fizemos uso de um modelo de estudo com o0 minimo de infraestrutura, no que
se refere a modelos animais experimentais, sem, no entanto, perder a
gualidade e a exceléncia metodolégica para o cumprimento dos objetivos
propostos na tese.

5.2. Considerac¢des sobre a metodologia

A graduacdo da intensidade da resposta inflamatoria corresponde a
uma das dificuldades dos estudos anatomopatolégicos. Embora a defini¢cdo
explicita de cada categoria de intensidade e a analise das |aminas pelo mesmo
pesquisador determine menor variabilidade na interpretacdo dos achados. No
presente estudo buscaram-se formas de se obter a quantificagdo mais precisa
possivel. Para tanto, foi empregado o método de captura de imagem e analise
guantitativa para analisar as fibras colagenas induzidas pelos implantes. Isso
foi realizado porque se considerou esse parametro como o de maior relevancia
para inferéncias clinicas. A resposta inflamatoria foi avaliada de forma
gualitativa e semiquantitativa, a exemplo da metodologia empregada
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previamente em estudos experimentais semelhantes na Universidade Estadual

8. 27a por outros pesquisadores.®*

de Campinas

A Histofotometria tem como objetivo determinar parametros
guantitativos de estruturas anatomicas, a partir de cortes bidimensionais. A
maior parte dos estudos de histofotometria obtém dados diretamente da
microscopia Optica ou da microscopia eletrénica. De forma contraria as técnicas
morfométricas, nas quais as estruturas anatbmicas sdo medidas com escalas
métricas conhecidas, a histofotometria baseia-se em principios fotograficos e
colorimétricos. Assim, nos estudos histofotométricos nem sempre se busca
determinar as dimensdes das estruturas em unidades absolutas, mas sim as
dimensdes relativas ao todo que estd sendo analisado. Dessa forma, no
presente estudo, buscou-se determinar a concentragao relativa de fibras
colagenas em torno do enxerto, em padrdes percentuais, 0 que se denominou
densidade volumétrica de fibras colagenas. Outra vantagem dessa forma de
analise foi eliminar eventuais influéncias da técnica anatomopatoldgica, pois
independente do tamanho do fragmento analisado, a densidade volumétrica

apresentaria menor variabilidade que medidas absolutas.?’

Para a eficacia do método histolégico, o preparo das laminas deve
oferecer ao pesquisador a melhor coloragéo para a estrutura em estudo, a fim
de que esta possa ser plenamente reconhecida e, assim, a acuracia seja a
melhor possivel. No presente estudo, utilizou-se o Tricromio de Masson para
coloracdo das fibras coldgenas. Essa escolha foi motivada pela 6tima
exposicdo das fibras coldgenas por meio dessa coloragdo, uma vez que
precisariamos identificar as fibras coldgenas inequivocamente através do

Image Pré-plus 4.5®.

A graduacdo da intensidade da resposta inflamatoria corresponde a
uma das dificuldades dos estudos anatomopatolégicos. Hunt, Williams #°
discutiram criticamente os métodos de quantificacdo da reacdo do hospedeiro a
biomateriais. As avaliagbes qualitativas e semiquantitativas devem ser
reservadas as situa¢gdes nas quais héa dificuldades técnicas na quantificacdo de

estruturas. Além disso, quando se trata de comparagdo entre diferentes
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materiais ou tratamentos, o erro inerente ao observador se repetird ao longo do
estudo.

Outra possibilidade levantada pelos autores € o uso de técnica de
processamento e analise de imagens, com objetivo de tornar mais agil e
rigorosa a quantificacdo proposta. No entanto, Hunt, Williams®lembram que o
manuseio de imagens ndo substitui a técnica adequada de preparo e obtengdo
da amostra e captacdo de imagens. Além disso, muitos erros relacionados a
automacao do processo de andlise podem existir e ndo serem identificados.
Portanto, para avaliagdo da incorporacdo das telas em tecidos bioldgicos,
varios autores tém utilizado avaliagédo da infiltrado inflamatério ao redor da tela

e afericdo da angiogénese e da formagcéo colagena no sitio do implante.® %0 9

5.3. Aspectos gerais daresposta tecidual

As fases de reparagédo tecidual podem ser classificadas em: fase
precoce ou de hemostasia e inflamacéo; fase intermediéaria, ou de proliferacéo;
e fase final, na qual ocorre a maturacéo do colageno.®? Na integracéo das telas
sintéticas pode-se considerar a ocorréncia de processo semelhante.

Assim, a reparacao local ap6s o implante de uma tela sintética se
inicia com as plaquetas, que interrompem 0 sangramento e desencadeiam a
resposta imunolégica. Nessa fase h& liberacdo de histamina e de
prostaglandinas, que aumentam a permeabilidade capilar e permitem a
migracdo de células inflamatorias. Ap6s 24 horas, segue o inicio da reposta
inflamatodria, com a presenca dos neutréfilos, macrofagos e plasmaocitos no
local. Essas células tém a funcdo de remover o tecido necrotico e impedir
proliferacdo bacteriana no local. Simultaneamente, ha producdo de fatores de
crescimento tecidual e de fatores quimiotaxicos para fibroblastos, entre outras
substancias. A fase de proliferagdo se inicia 24 horas apds o implante.
Caracteriza-se por granulagéo e angiogénese, epitelizacao (no caso das feridas
em contato com 0 meio externo) e sintese de colageno. No tecido de
granulacdo, formam-se novos capilares, que fornecem os nutrientes locais.

Nessa fase inicia-se a formagdo da matriz colagena local, que servira de
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suporte para o crescimento do tecido conjuntivo e sera responsavel, também,
por sua forca de tensdo. Os fibroblastos sdo os responsaveis pela sintese,
deposicdo e remodelacdo da matriz. Na fase de maturacdo, ha reducdo da
concentracdo do coldgeno por reducdo do estimulo de sua sintese. Nessa fase

ha substituicdo do colageno tipo Il pelo tipo 1.**

Com base nessas informacgfes, pode-se inferir que, para qualquer
implante, a duracdo de cada etapa poderd variar em funcdo de diversos
fatores, tais como: as condigbes do sistema imune do hospedeiro; grau de
contaminagao bacteriana local; e biocompatibilidade do material implantado.
Verificou-se, também, que a resolugcdo completa da resposta inflamatoria,
representada pela reconstituicdo do tecido nativo, podera, eventualmente, ndo
ser possivel, em virtude da manutencdo de fatores de agressao relacionados
as propriedades fisico-quimicas do material implantado. Denomina-se
integracao o resultado final da interacao entre o implante e o hospedeiro, a qual
€, habitualmente, representada por graus variados de fibrose.

O tecido conjuntivo contém elementos fibrosos (coldgeno e fibras
elésticas) e a matriz viscoeléstica de proteoglicanas. A relacdo das fibras com
0s componentes da matriz determina as propriedades fisicas do tecido.
Ulmsten, Falconer® relataram a importancia das fibras colagenas do tipo | e IlI
na forca e tenséo dos tecidos do assoalho pélvico feminino. O colageno do tipo
| € o principal componente da fibrose que se desenvolve em torno das telas de

polipropileno monofilamentar e multifilamentar. **

5.3.1. Consideragfes sobre aspectos especificos da integracdo das telas
utilizadas no estudo

As propriedades fisico-quimicas das proteses podem relacionar-se
com seu desempenho clinico. Dessa forma, Amid* estudou as telas
empregadas nas herniorrafias abdominais e classificou as préteses de
polipropileno em trés tipos, com base nas suas caracteristicas. Propriedades
essas expostas anteriormente na introducdo dessa tese. As telas de
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biopolimero foram comparadas as telas de polipropileno, padréo ouro para cura
da incontinéncia urinaria, através das reacdes teciduais desencadeadas por

esses implantes.

Apds sucessivas pesquisas, esta estabelecido que a tela de
preferéncia para o tratamento da incontinéncia urinaria de esforco é
confeccionada com o polipropileno monofilamentar e macroporosa. O
monofilamento impede o abrigo de microorganismos patdgenos entre os fios;
enquanto que, o macroporo possibilita o livre fluxo de macréfagos no combate

a esses microorganismos.**4°4¢

Dessa forma, as respostas do hospedeiro as telas podem variar
desde um extremo, no qual a prétese sofreria a formacdo de uma capsula
fibrosa ao seu redor, sem crescimento significativo do tecido conjuntivo entre
seus filamentos, até a integracdo completa, na qual haveria desenvolvimento
do tecido conjuntivo fibroso do hospedeiro entre os filamentos da tela, com
resposta inflamatoria minima ou ausente.

No presente experimento, as fases da resposta inflamatéria,
descritas anteriormente, foram verificadas de forma diversa nas telas
monofilamentares e nas telas do biopolimero. A reacdo inflamatéria aguda
esteve presente em ambos os tipos de tela, sendo mais intensa essa reagédo na
tela do biopolimero. Essa mesma reacgéo inflamatoria aguda néo foi aferida
apos 120 dias em nenhum dos dois implantes.

As telas de polipropileno monofilamentares tipo |, por serem
macroporosa, apresentam maior permeabilidade molecular e,
consequentemente, mais rapida fixagdo fibrinosa entre os tecidos adjacentes,
funcionando assim, como cola biolégica. A analise histol6gica demonstra uma
diminuicdo da reacdo inflamatoria e fibrose quando utilizadas telas de maior
porosidade.®® As telas utilizadas no experimento possuem poros de 75pm
(macroporo) e em bem maior quantidade quando comparados com a
qguantidade de poros da tela do biopolimero. Devido ao maior nimero de poros,
possibilitando um maior fluxo de células de defesa entre os fios do
polipropileno, verificamos uma menor reagdo inflamatoria aguda desse ultimo

material em relacdo ao biopolimero. A reagéo inflamatéria aguda apesar de ter
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sido mais significativa com o biopolimero n&do trouxe dano tecidual ao

hospedeiro.

Essa reacédo inflamatéria aguda, mais intensa, do biopolimero, atrai
uma maior quantidade de neutréfilos e mondcitos que, posteriormente, se
transformaram em macrofagos. Esses macréfagos iniciam estimulos para
producdo de tecido de granulacdo com angiogénese e fibroplasia. Apds 120
dias do implante ndo observamos reacgéao inflamatoria aguda em nenhuma das
préteses analisadas, corroborando a boa incorporacdo do polipropileno ao
tecido hospedeiro e mostrando que o biopolimero incorpora-se de forma
similar, por ser uma matriz acelular, e mesmo tendo um infiltrado neutrofilico

mais abundante nos primeiros sete dias ap0s o implante.

Na quantificagdo do infiltrado inflamatério linfoplasmocitario, houve
comportamento similar ao infiltrado inflamatério agudo. O biopolimero
desencadeou uma reacéo inflamatoria mais significativa do que o polipropileno
apos sete dias do procedimento, e apds 120 dias ndo houve diferenca entre os

materiais analisados.

A inflamag&o crbnica acontece dentro de semanas ou meses e é
caracterizada por inflamagéo ativa (infiltrado de células mononucleares), com
destruicdo tecidual e tentativa de reparar os danos (cicatriza¢do).Outras células
também estdo envolvidas na inflamagéo crénica, como linfécitos, plasmacitos,
eosinofilos, mastécitos e neutrofilos. As causas da inflamacéo crbnica séo —
principalmente: infecgcOes persistentes, exposicdo prolongada a agentes
potencialmente toxicos, corpo estranho, como € o exemplo dos implantes

utilizados nesse experimento.

A destruicdo tecidual ocorre inevitavelmente na inflamag&o cronica.
Contudo essa destruicdo tecidual € responséavel pelo recrutamento dos
macrofagos que irdo liberar citocinas e recrutar leucocitos, além de ocorrer a
producdo de anticorpos especificos pelos plasmoécitos. Os macrofagos,
linfécitos e plasmécitos, em conjunto, causam destruicdo tecidual e fibrose. A

fibrose ocorrera porque os macréfagos produzem ainda fatores de crescimento
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(PDGF, TGF, TGF-B), citocinasfibrinogénicas, fatores de angiogénese (FGF) e

colagenases de remodelamento.

Essa resposta inflamatéria, em nosso experimento, foi subclinica,
pois ndo tivemos registro de sinais clinicos de inflamag&do. O biopolimero
apresentou uma reacdo inflamatéria crbnica ndo danosa aos animais, ao
mesmo tempo em que, essa reacdo inflamatéria foi suficiente para gerar uma

neoformacéo vascular e de fibrose adequada como veremos adiante.

O biomaterial ideal a ser implantado é aquele que induz a producao
de fibras colagenas pelo hospedeiro, para a manutencédo da forca de tensdo no
sitio de cura da incontinéncia urinaria. No entanto, essa fibrose ndo pode ser
oriunda de uma inflamagéo cronica intensa, sobre pena de haver rejeicao do
implante antes da fibroplasia. Nos nossos animais ndo observamos infiltrado
inflamatorio linfoplasmocitario intenso apds 120 dias do procedimento,

demonstrando uma das qualidades desse biomaterial, a biocompatibilidade.

As células gigantes de corpo estranho se mantém permanentemente
na interface do implante com o tecido hospedeiro e secretam citocinas que
estimulam fibroblastos a depositar uma camada avascular densa de colageno
ao redor do implante, formando uma cépsula que, permanentemente, o isola
em relacdo as adjacéncias.” Os dois implantes, utilizados em nosso
experimento, ndo diferiram quanto ao nimero de células gigantes apds sete
dias do procedimento. Ap6s 120 dias do implante o nimero de células gigantes
se mostrava significativamente maior ao redor do biopolimero, em comparagao

com o polipropileno.

7

A resposta a corpo estranho é uma cascata fisioldgica,
desencadeada pelo recrutamento de células inflamatérias. Neutréfilos modulam
a resposta do hospedeiro nos primeiros minutos ou horas, enquanto 0s
macrofagos mantém sua resposta durante dias. Essas células sdo capazes de
fagocitar eficientemente bactérias e células mortas. No entanto, néo
conseguem digerir implantes macroscopicos. Dessa forma, observa-se um
infiltrado inflamatério crénico, na qual a fusdo dos macréfagos cria as células

gigantes de corpo estranho. *°
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Ao analisarmos retrospectivamente nossos resultados, constatamos
que o infiltrado inflamatoério linfoplasmocitario foi maior no biopolimero em
comparagao com o polipropileno, sendo esse um fator que justifica o maior
numero de células gigantes no biopolimero. Outro ponto a ser considerado, € o
maior numero de poros presentes no implante de polipropileno, possibilitando

uma integracdo mais rapida desse material ao hospedeiro.

Quando analisamos a progressao dos implantes ao longo do tempo
observamos que o polipropileno ndo apresenta diferenca na contagem das
células gigantes entre sete e 120 dias apds o procedimento. Em contrapartida o
biopolimero apresenta diferenca significativa quando realizamos essa mesma

comparacgao temporal.

Acreditamos que uma resposta inflamatéria prolongada, devido a
presenca de um corpo estranho, como o implante de uma tela de polipropileno
ou membrana do biopolimero da cana-de-acUcar, pode atrasar a progressao do
processo de cicatrizagéo na fase de fibroplasia. Entdo, teremos uma producéo
gradativa de colageno por trés semanas, oferecendo um aporte maior de fibras
colagenas no tecido cicatricial.

Sabemos que para qualquer implante a duracdo e a intensidade da
resposta inflamatoria irdo depender de diversos fatores: as condi¢cdes do
sistema imune do hospedeiro, grau de contaminacdo bacteriana local e,
principalmente, biocompatibilidade do material implantado. O Biopolimero € um
material acelular e com possibilidade de ser integrado ao hospedeiro, porém,
por ser um material estranho, ativa macréfagos, liberando citocinas e
amplificando o processo inflamatorio. Essa resposta inflamatéria em nosso
estudo se mostrou fisiolégica e sem sinais de citoxicidade, uma vez que

nenhum dos implantes de biopolimero mostrou sinais de rejeicao.

Nos deixa tranquilo o fato da citoxicidade do biopolimero ter sido
amplamente testada com ensaios de indice de aderéncia, analise de liberacédo
de oxido nitrico e ensaio do dimetiltiazol (MMT) com todos indicando baixa
toxicidade a um nivel que permite a sua aplicacdo experimental com

seguranca. ®°
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Assim como o polipropileno, o biopolimero ndo apresentou extrusao
da tela em nenhum dos animais. Tal fato corrobora a auséncia de toxicidade
dos materiais utilizados, mesmo tendo a tela contato direto com a linha de
sutura. Isso teve por objetivo replicar modelo semelhante ao que acontece nos
implantes de materiais realizados na vagina, onde temos o implante subjacente

a linha de sutura.

A angiogénese € uma etapa fundamental do processo de
cicatrizacdo, na qual novos vasos sanguineos sao formados a partir de vasos
preexistentes. Os novos vasos participam da formacao do tecido de granulacéo

provisério e supre de nutrientes e de oxigénio o tecido em crescimento. *°

A angiogénese permite o suprimento de oxigénio, nutrientes, e
células inflamatorias necessarias para o processo de cicatrizagdo que ocorre
dentro do tecido.®” Este processo constitui-se como sendo um passo decisivo
na cicatrizagdo, pois a interagdo entre um biomaterial e o tecido circundante
requer capilaridade e formacdo de vasos suficientes para assegurar um
transporte adequado de fatores entre tecido e material implantado.®®

Apesar do biopolimero e do polipropileno terem sido desenvolvidos
para serem biocompativeis tanto fisica como quimicamente, eles ndo séo
considerados inertes pelo organismo. Quando implantados, os biomateriais
podem induzir uma resposta inflamatéria do tipo “corpo estranho” culminando
com a formacao de um tecido fibrovascular no implante e no tecido adjacente
ao mesmo. Essa resposta homeostéatica ocorre principalmente devido a leséo
tecidual causada pelo implante e por interacbes existentes entre a interface
tecido/implante. ¥’

O Biopolimero e o Polipropileno ndo apresentaram diferenca na
neoformacédo vascular apos sete dias do procedimento. Nas primeiras fases da
cicatrizacdo o organismo tem a preocupacdo de fagocitar bactérias e corpo
estranho, aumentar a permeabilidade vascular, recrutar linfocitos para o local
da agressao e liberar fatores de crescimento, preparando a ferida para a fase
proliferativa. Ainda ndo houve, por parte do hospedeiro, identificagdo do grau

de biocompatibilidade do implante.
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Apds 120 dias, tivemos uma diferenca significativa na formacao de
novos vasos nos implantes de polipropileno em relacdo ao biopolimero. A
neovascularizacdo observada poderia estar associada as lesdes provocadas
pelo infiltrado de células inflamatérias, ou pela liberacdo de fatores pro-
angiogénicos secretados por estas células, por exemplo,VEGF (fator de
crescimento endotelial). Assim, atribuimos a diferenca na neovascularizacdo a
capacidade que cada tipo de implante tem em desencadear a resposta

inflamatoéria.

Entdo podemos estar diante de um raciocinio contraditorio.
Lembrando que em nossos resultados anteriores o biopolimero desenvolveu
maior resposta inflamatéria aguda e crbnica nos primeiros sete dias,
esperariamos que a formag&o neovascular fosse maior nesse material do que
no polipropileno. Porém entendemos que se a formacdo vascular foi menos
acentuada nos implantes de biopolimero foi devido a menor necessidade do
hospedeiro em encapsular esse material. Mostrando ter uma
biocompatibilidade acentuada e uma excelente integragdo ao tecido
hospedeiro.

A maior capacidade de integracdo € relacionada, também, com a
melhor distribuicdo local do suprimento sanguineo, e melhoria no afluxo de
células do sistema imune do hospedeiro, o0 que diminuiria o risco de
infeccdo®.Considera-se que essa propriedade é particularmente vantajosa
para qualquer protese implantada em local potencialmente contaminado, como

a vagina.

As células gigantes de corpo estranho se mantém permanentemente
na interface do implante com o tecido hospedeiro e secretam citocinas que
estimulam fibroblastos a depositar uma camada avascular densa de colageno
ao redor do implante, formando uma cépsula que, permanentemente, o isola

em relacéo as adjacéncias.®

No tecido de granulagéo, formam-se novos capilares que fornecem
os nutrientes locais. Nessa fase, inicia-se a formacao da matriz coldgena local,

gue servirA de suporte para o crescimento do tecido conjuntivo e sera
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responsavel, também, por sua forca ténsil. Os fibroblastos séo os responsaveis

pela sintese, deposicdo e remodelacdo dessa matriz.

Os materiais implantados mostraram diferenca quanto a formacao
de fibrose apds sete e 120 dias do procedimento ao compararmos materiais
diferentes no mesmo animal. Em nosso estudo, verificamos a presenca de
deposicdo de coldgeno no interior da matriz do biopolimero, fato que néo
ocorreu com o polipropileno. A superioridade do biopolimero é creditada a uma
maior integracdo desse material ao hospedeiro. A integracdo € definida como
sendo o produto final da interacdo entre o implante e o hospedeiro,

representada por variados graus de fibrose.

O crescimento de tecido conjuntivo, de forma mais acentuada, no
interior da tela de biopolimero, determina sua imobilizacdo no local do implante.
Assim, pode-se supor que, quanto maior a integragdo, menor seria o risco de
trauma mecanico pela friccdo repetida da prétese contra os tecidos
circunvizinhos. Esse trauma poderia manifestar-se, clinicamente, na forma de
extrusdo vaginal ou de erosdo de Orgdos circunvizinhos a prétese, como a
uretra ou a bexiga, que sao significativamente mais frequentes nas cirurgias

com telas multifilamentares.®

Essa mais eficaz integracdo do biopolimero podera reduzir, no
futuro, a reagdo inflamatéria granulomatosa. Visto que, jA em 1973, Homsyet al.
199 em estudo a respeito de implantes dentarios, verificou que o atrito mecanico
resultante de micromovimentos na interface implante-hospedeiro induziu a
formacdo de reacdo inflamatdria granulomatosa persistente. Tal evidéncia nos
leva a crer que o implante de biopolimero oferecera uma maior seguranca

contra rejeigao.

Verificamos, também, que a resolugdo completa da resposta
inflamatoria, representada pela reconstituicAo do tecido nativo, poderd,
eventualmente, ndo ser possivel, em virtude da manutencdo de fatores de
agressao relacionados as propriedades fisico-quimicas do material implantado.
Até o periodo de observacdo do nosso estudo, 120 dias, tivemos reacdo
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inflamatéria cronica em ambos os materiais, sem, no entanto, ser considerada

uma reacdo maléfica ao processo cicatricial.

A deposicdo de fibras colagenas induzidas pelo biopolimero foi
crescente e mostrou uma superioridade apés 120 dias do implante. O objetivo
final da cicatrizacdo de uma ferida é a reconstituicdo do tecido anteriormente
integro que foi lesado. Na cura da Incontinéncia Urinaria necessitamos de um
material que promova a inducdo de fibras coldgenas de maneira gradual e
constante no espaco suburetral. A presenca do biopolimero no subcutaneo dos
ratos, em nosso experimento, estimulou uma resposta inflamatéria e um
acumulo de fibras colagenas que mimetiza o processo cicatricial ocorrido

abaixo da uretra de mulheres submetidas a cura da Incontinéncia Urinéria.

O processo de cicatrizacdo tecidual € uma sequéncia de etapas
subentrantes, as quais envolvem varias relacfes teciduais e ambientais, onde o
acréscimo de um material exégeno, seja ele sintético ou bioldgico, ira interferir
nesta dindmica. O adequado controle desta interferéncia é o desafio
apresentado a ciéncia no momento. Nesse sentido, nos parece Util a busca por
um material biolégico na tentativa de modular as fases iniciais da cicatrizacao,
de tal maneira que este processo ocorra em amplitude ideal para obtermos
sucesso no tratamento, porém,com menor risco as complicagdes. Parece-nos
legitimo ser o biopolimero uma das opg¢lBes que configure esse material

biolégico.
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1. As telas de biopolimero, implantadas no tecido subcutaneo de ratos
adultos, causam reacdo inflamatdria aguda e linfoplasmocitéria mais
intensa que as telas de polipropileno. Essas alteracdes nao persistem
muito tempo apds o implante.

2. A densidade volumétrica de fibras colagenas, em torno das telas de
biopolimero, implantadas no tecido subcutdneo de ratos adultos, é

significativamente maior que nas telas de polipropileno.
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ANEXO 1. PROTOCOLO PARA QUANTIFICACAO DE FIBRAS
COLAGENAS

1- Processar o material e corar em “Tricrdbmico de Masson” seguindo a
técnica.

2- Usar o Programa Image Pré Express (versdo 5.0) para capturar as
imagens.

a.Fotografar* o material usando aumento de 400x (objetiva de 40x)
sempolarizacgéo.

b. Clicar em “digital capture” para capturar a imagem, “Preview” para visualizar
c.Colocar na Resolucao 2040x1536 (pixel);

d. Fazer o “Auto White Balance”;

e.“Snap” para fotografar e salvar a imagem.

3- Abrir o Adobe Photoshop (verséao 6.0):

a. Abrir a imagem fotografada;

b. Utilizar a ferramenta “varinha magica” para selecionar todas as areas que
naoestao coradas como colageno;

c. “Deletar” todo o campo selecionado anteriormente;

d. Usar a ferramenta “borracha” para limpar o que ainda restou na imagem e
gue naoé colageno;

e. Salvar a imagem.

4- No programa Image Pré-plus(versao 4.5):

a. Ir em “process” e clicar em “segmentation”;

b. Selecionar a ferramenta de cor (conta gotas);

c. Em “histogramBased” clicar no tom mais escuro da imagem e selecionar;
d. Fazer o “New Mask”;

e. Salvar a imagem.

5- Para finalizar, ainda no programa Image Pré-plus(versao 4.5), clicar em
“Histogram” earrastar a linha na direcdo da esquerda até o eixo “X” para
calcular a area e a porcentagemde colageno.

* Para fotografar foi usada a camera Olympus DP70 acoplada ao microscopio
otico - Olympus BX 51.
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