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Resumo

Objetivo: avaliar a resposta inflamatéria sérica e tecidual, além da morfometria
do colageno nas telas de alta densidade de polipropileno e de baixa densidade
de polipropileno + poliglactina e polipropileno + titanio, nos periodos precoce e
tardio de pds-operatorio. Método: trinta ratos machos Wistar, foram alocados
aleatoriamente em grupos de 10. No grupo A, foi posicionada uma tela de
polipropileno de alta densidade. Nos grupos B e C, implantaram-se telas de
baixa densidade, em associacdo com poliglactina e titanio, respectivamente.
No pré-operatério imediato e nos 1°DPO (dia de pdés-operatério) e 7°DPO,
foram dosados as citocinas séricas: VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular), IL6 (interleucina 6), TNFa (fator de necrose tumoral alfa) e IL10
(interleucina 10). No 7°DPO, realizou-se a eutanasia dos ratos com biépsia de
fragmento central no sitio de insercdo da tela. Usaram-se as coloracdes
hematoxilina-eosina (HE) e tricromico de Masson para a analise histologica da
reacao inflamatdria através de escala objetiva de pontos. Para a morfometria
do colageno usou-se a coloracdo pricrosirius, sob luz polarizada, com leitura
pelo programa de computador Image Tool. Estudou-se também a expressao
imunohistoquimica do VEGF e da COX2 (cicloxigenase2), marcadores
classicos da inflamacdo. Os resultados obtidos foram comparados aqueles
provenientes de um estudo anterior, realizado com a mesma metodologia pelo
NOsSso grupo, no qual os parametros ja descritos foram avaliados no 40°DPO.
As ferramentas estatisticas empregadas foram a Andlise de Variancia
(ANOVA), o método de Tukey, além dos testes de Kruskal-Wallis, Mann-
Whitney e t de Student. Nivel de significancia a igual a 5%. Software utilizado:
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versédo 19.0 for Windows, R-
Program versdo 2.11.1. Resultados: Nao houve diferengas estatisticamente
significantes nas dosagens de citocinas. No 7° DPO a reacdo inflamatoria
tecidual foi similar entre os grupos. O grupo A apresentou maior expressao
imunohistoquimica do VEGF (p<0,001) e da COX2 (p<0,001), além da maior
deposicdo de colageno (p=0,03). O grupo B apresentou menor expressédo do
VEGF e da COX2 e deposicdo de colageno menos intensa. O grupo C
apresentou resultados intermediarios. Comparando-se os periodos precoce e
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tardio, observou-se: semelhante reacdo inflamatéria tecidual entre os periodos
estudados, nos grupos A e C, e aumento no grupo B (p<0,001) no 40°DPO;
reducdo da expressdao do VEGF em todos os grupos tardiamente (p<0,001);
reducdo da COX2 no tecido no grupo A (p=0,011) e niveis semelhantes nos
grupo B e C no 40°DPO; reducdo da deposicdo de coldgeno tardiamente
(p<0,001), porém mantendo-se mais intensa no grupo A. Conclusdes: 1 —
Todas as telas apresentaram semelhangca nos niveis séricos de citocinas e
escores da andlise histologica da reacéo inflamatoéria precocemente. 2 — A tela
de polipropileno + poliglactina, apresentou acentuacao do processo inflamatorio
no 40°DPO, menor expressao de VEGF e COX2 no tecido e menor deposicéo
de colageno precoce e tardiamente. 3 - Houve maior expressdo do VEGF e da
COX2, além da deposicdo do coladgeno mais intensa e organizada, na tela de
polipropileno de alta densidade tanto precoce e tardiamente. 3 - A tela de baixa
densidade de polipropileno + titdnio apresentou resultados intermediarios em
relacdo as demais, com reducdo da expressdo do VEGF e manutencdo do

processo inflamatorio tardiamente.
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1 INTRODUCAO

As hérnias da parede abdominal estdo presentes em cerca de 10% da
populacdo em geral, constituindo-se em uma afec¢cao encontrada em qualquer
faixa etaria, mas cuja prevaléncia tende a aumentar com a idade.! Sua
correcdo € a intervencao cirdrgica mais realizada pelos cirurgibes gerais e
digestivos. Somente nos Estados Unidos, séo realizadas, anualmente, 600.000
reparos cirdrgicos de hérnias.”? Estima-se que mundialmente sdo realizados

mais de 20 milhdes de reparos cirrgicos de hérnias inguinais por ano.®

Enquanto a hérnia inguinal é mais frequente em pacientes do sexo
masculino, nas outras hérnias abdominais ndo ha predominancia de género. A
hérnia incisional €& a complicacdo mais comum das laparotomias,
especialmente as medianas, e pode ser encontrada em 11% a 23% dos
pacientes operados.?Y) Esta hérnia é a causa mais frequente de reoperacées,
apos a realizacéo de laparotomias.®

Existem vérios fatores de importancia reconhecida na patogénese das
hérnias, especialmente as incisionais, tais como alteracbes anatbmicas,
elevacdo da pressao intra-abdominal, ma técnica e infeccbes cirlrgicas,
obesidade, desnutricdo, tabagismo, entre outros. No entanto, mais
recentemente, alguns estudos implicam alteracbes na formagcdo da matriz
extracelular e do coldgeno como mecanismos importantes no aparecimento e

na recidiva das hérnias.“*®

No processo de cicatrizacdo da parede abdominal, varios mediadores
sao sintetizados na regido lesada, os quais modulam a cascata inflamatéria na
fase inicial do processo de reparo da lesdo e na formacdo da cicatriz
definitiva.”” Destas, as citocinas pré-inflamatérias, tais como as interleucinas,
os fatores de crescimento e de necrose tumoral, sdo fundamentais na

proliferacéo celular e na sintese da matriz extracelular.®

O desenvolvimento de materiais biocompativeis para substituir os
tecidos organicos lesados decorreu do alto indice de recidiva apés as cirurgias

com sutura primaria para corregdo das hérnias incisionais. Estes implantes, as



chamadas telas, foram responsaveis pela reducdo da recorréncia nestas

hérnias de indices superiores a 50% a niveis aproximados de 10%.

As telas sdo os biomateriais mais utilizados na pratica médica, sendo
responsaveis por uma taxa de cerca de um milhdo e meio de implantes por
ano.®)  Contudo, o mecanismo responsavel pela reducdo da recidiva das
hérnias ainda ndo € completamente conhecido. Embora seja utilizado o
tradicional conceito de “reparo livre de tensao”, estudos experimentais apontam
outras possibilidades para explicar a atuacado da tela na parede abdominal,
como, por exemplo, 0 aumento das propriedades de elasticidade da mesma® e

a suposta capacidade de reverter sua atrofia.*?

N&o obstante a reducdo da taxa de recidivas na correcdo das hérnias, a
aposicao de telas na parede abdominal provoca o aumento de complicacfes
pés-operatorias de natureza inflamatoria, como seromas, dor crénica, celulite,
fistulas, sensacdo de corpo estranho e rigidez, entre outras.™ Ha, inclusive,
relato de alteracao na fertilidade de homens submetidos ao tratamento cirargico
de hérnias inguinais com o implante de telas, complicacdo provavelmente
relacionada a reacédo inflamatéria decorrente do contato deste biomaterial com
os elementos do corddo espermatico.®

Di Vita et al. (2005), demonstraram que a presenca da tela no reparo das
hérnias esta associada a uma elevacao dos mediadores pré-inflamatérios. Tal

elevacdo seria proporcional a area da tela implantada.®?

O polipropileno (PP) ainda é a matéria prima mais largamente utilizada
para confeccdo das telas.**'” Este biomaterial induz no organismo do
hospedeiro uma répida reacdo inflamatoria local e sistémica. Esta resposta
seria caracterizada pelo aumento nos niveis das citocinas pro-inflamatorias.
Nesta reagado, o VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular) e o B-FGF
(Fator de Crescimento Ativador dos Fibroblastos B) relacionam-se com a
angiogénese, com a formacéo de tecido de granulacdo e com a proliferacao de
fibroblastos™?, eventos indispensaveis para a sintese do colageno, da matriz

extracelular e do tecido cicatricial resistente.*?



Vaz et al. (2009), em estudo experimental em ratos, demonstraram que
o implante da tela de PP na parede abdominal levaria a deposicao de colageno
tipo 1l (imaturo) apds o terceiro dia de pds-operatério (DPO). Também, seus
resultados mostraram que a producdo do colageno tipo Il atingiria o pico no
21°DPO e decresceria drasticamente no 30°DPO, quando a deposicao do

colageno tipo | (maduro, definitivo) atingiria seu apice.™®

A reacdo inflamatoéria local induzida pelo PP provocaria uma série de
inconvenientes como dor, desconforto e sensacdo de corpo estranho, que
afetariam a qualidade de vida do paciente no pdés-operatorio. Como a
magnitude da inflamacdo dependeria da massa da tela, alguns autores
passaram entdo a comparar telas de menor densidade (light), com poros
maiores, de didmetro superior a 1000um, com a tela de polipropileno
convencional, de alta densidade (heavy), com poros de cerca de 130-400um de
diametro. Teoricamente, para que houvesse uma boa integracéo do biomaterial
no tecido do hospedeiro e profilaxia da infeccdo, seriam necessarios poros
com, no minimo, 75-100pum de diametro.®

Outros materiais, absorviveis ou néo, foram incorporados na confec¢ao
das telas, em associacdo com o PP.!9 |Inimeras telas de baixa densidade
passaram a ser desenvolvidas. Dentre estas, a associacdo do PP com a
poliglactina (PG), material multiflamentar de absorcéo precoce, que tem sido

amplamente estudada.®*

A tela de PP revestida por titdnio (TI) também tem sido objeto de
estudos, pois, teoricamente, a conhecida propriedade inerte deste metal
contribuiria para diminuir o processo inflamatério desencadeado pelo
polipropileno, levando a reducdo da dor e desconforto pés-operatérios.%2)
Esta tela tem sido indicada, inclusive, no reparo de hérnias hiatais,*” embora

j4 existam relatos recentes de complicacdes.®

Ainda existem divergéncias sobre o real avanco trazido pelas telas de
baixa densidade. Em revisdo bibliografica, Wheyhe et al. (2007) chegaram a
conclusao de que estas telas poderiam apresentar algumas vantagens na dor
poés-operatoria € na sensacdo de corpo estranho. Porém, possivelmente

estariam também associadas a um maior indice de recidiva.®



Em uma metanalise, na qual foram comparadas a tela tradicional de PP
com a de baixa densidade de PP + PG, implantadas para a correcao de
hérnias inguinais, Gao et al. (2010) ndo encontraram diferencas na efetividade
de ambas em curto prazo.®” A tela de PP + PG, no entanto, estaria associada

a reducéo da sensacéo de corpo estranho.®”

Smietanski et al. (2012) em metanalise sobre o uso de telas de alta e
baixa densidade, também no reparo de hérnias inguinais, ndo encontraram
diferengas entre as mesmas nos indices de recidiva e dor intensa no pos-
operatorio. Entretanto, notaram menor referéncia espontanea a dor e a
sensacao de corpo estranho por parte dos pacientes no implante da tela de PP
+ PG. ®® Tendo em vista os dados descritos acima, estes autores recomendam
0 emprego das telas de baixa densidade como primeira escolha na cirurgia das

hérnias inguinais.®®

Todavia, em estudo retrospectivo, comparando-se as duas telas citadas
anteriormente, Ladurner et al. (2012), ndo encontraram diferencas, em longo
prazo, relacionadas a qualidade de vida de pacientes submetidos ao reparo de

hérnias incisionais.®®

A grande questao € que da reacao inflamatéria dependem a formacédo
da matriz extracelular e a deposicdo do colageno, fatores primordiais para
evitar a recidiva das hérnias. Portanto, em longo prazo, o resultado da reducédo

da densidade das telas ainda precisa ser melhor esclarecido.®®

A tela ideal seria aquela que atendesse ao binémio: menor complicacéo
e menor recidiva. As duvidas sdo inmeras, ndo somente quanto a reacao
inflamatdria causada por cada tipo de implante em diferentes etapas do pos-
operatorio, como também nos seus efeitos na sintese e deposi¢cédo do colageno

na cicatriz definitiva.

Ao longo dos ultimos anos, pesquisas realizadas por diferentes autores
apresentaram resultados conflitantes. Brittner et al. (2011) concluiram que,
quando comparadas com as a telas de PP de alta densidade, as telas de PP +
Tl de baixa densidade ndo afetariam significativamente a dor pés-operatéria

crénica em reparos video-laparoscopicos.®? Porém, Huber et al. (2012), em



metanalise, consideraram que as telas constituidas inteiramente de PP
apresentaram a pior resposta tecidual no hospedeiro, quando comparadas as

telas mistas.®?

Alguns autores propdem o tratamento ou cobertura da superficie das
telas com diversas substancias cuja finalidade seria diminuir a reacéo
inflamatoria provocada pelas mesmas. Regis et al. (2012) consideram que o PP
seria 0 material mais adequado na confecgdo das telas e propuseram seu
tratamento com hidroxido de sodio, método o qual poderia reduzir a sua reacao
inflamatéria, sem o comprometimento das suas caracteristicas estruturais.®? Ja
Altinel et al. (2012) afirmaram que a cobertura da tela de PP com quitosana
seria ineficiente na reducédo da formacao de aderéncias, no aumento da forca
ténsil da parede abdominal e da atenuacdo da resposta tecidual do

hospedeiro.®

ApoGs a realizacdo de um estudo experimental em coelhos, Pascual et al.
(2012) sugeriram que a presenca de material absorvivel nas telas de baixa
densidade poderia aumentar o processo inflamatério e reduzir a sintese dos
fatores de crescimento e a deposi¢cao do colageno, indispensaveis a formacao
de uma cicatriz definitiva adequada.®?

Em revisdo sistemética, realizada pela Cochrane em 2008, para analisar
0os procedimentos cirdrgicos abertos no reparo de hérnias incisionais, 0s
autores mostraram que existe um bom nivel de evidéncia indicando que o
implante de telas seria superior & sutura primaria na prevencao da recidiva.®
Contudo, este procedimento seria inferior a sutura simples em relacdo a
presenca da infeccdo de parede. Além disso, haveria evidéncias insuficientes
para estabelecer o melhor tipo de tela, o melhor posicionamento da mesma, ou

a melhor técnica cirrgica a ser utilizada na correcéo das hérnias incisionais.®®

Em estudo experimental em ratos, nosSso grupo comparou a tela de alta
densidade de PP com uma tela de baixa densidade de PP + PG e outra,
também de baixa densidade, constituida de PP + TI, em relacdo a mediadores
inflamatorios séricos, reacdo inflamatoria tecidual e deposicdo de colageno
tardias (40°DPO). Nossos resultados mostraram semelhanca entre os grupos

by

em relacdo a resposta inflamatéria sérica. Houve maior reacdo inflamatoria



tecidual tardia na tela de PP + PG e menor na tela de PP, enquanto a
deposicao de colageno tardio foi maior na tela de PP e menor da tela de PP +
PG. A tela de PP + Tl apresentou valores intermediarios em relacdo as demais,

quanto as variaveis estudadas acima.®%*"

Estes resultados levantaram aos seguintes questionamentos:

- Se da reacédo inflamatdria depende a deposicdo de colageno, ha uma
aparente contradicdo: a tela convencional de PP apresentou tardiamente
menor reacao inflamatdria, porém com uma maior deposi¢cdo desta proteina,

exatamente o oposto da tela de baixa densidade de PP + PG.

- Se fosse estudado um periodo mais precoce de pds-operatorio, seria
possivel documentar uma resposta inflamatéria tecidual mais intensa na tela de

PP e, que poderia ter associacdo com a maior deposicao tardia nesta tela?

- O prolongamento da reacéao inflamatoria na tela de PP + PG poderia ter
sido o fator responsavel pela inibicdo de uma maior deposicdo de colageno

tardiamente?

- Poderiam ser evidenciadas diferencas entre as telas em relacdo as
moléculas proé-inflamatérias presentes no tecido do hospedeiro, especialmente
os fatores de crescimento relacionados com a deposicdo do colageno, os quais

nao foram detectados no sangue dos animais?

- Poder-se-ia estabelecer um padrdo para a resposta inflamatoria
provocada no hospedeiro pelo implante de cada uma das telas estudadas ao

longo do tempo?

Este estudo, ja inserido numa linha de pesquisa sobre o tema reparo
cirirgico das hérnias abdominais com tela, foi realizado para tentar responder

algumas das perguntas enumeradas acima.



1. 1 - Objetivos.

1 — Comparar (no 7°DPO) a tela convencional de PP com as telas de
baixa densidade de PP + PG e PP + Tl em relagdo a reacdo inflamatodria
precoce sérica (citocinas inflamatérias) e tecidual (Histologia e

Imunohistoquimica), bem como a morfometria do colageno.

2 — Comparar a reacao inflamatoria precoce (7°DPO) e tardia (40°DPO)
na tela de PP com as telas de baixa densidade de PP + PG e PP + Tl em
relagdo as alteragBes histoldgicas, as citocinas inflamatérias séricas e

teciduais, bem como a morfometria do colageno.



2 METODO

O protocolo desta pesquisa foi encaminhado ao Comité de Etica em
Pesquisa da UNIFESP e aprovado em maio de 2010 (CEP 0285/07), conforme
registro no anexo 1.

Este estudo foi financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de S&o Paulo - FAPESP com recursos do fundo de auxilio & pesquisa,

de acordo com o protocolo n° 2010508301, conforme registro no anexo 2.

3.1 - Amostra

Utilizaram-se 30 ratos machos da linhagem albina da raga Wistar, com
idade de trés meses e cujos pesos variaram de 250 a 300 gramas. A amostra
foi proveniente do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais da
UNIFESP (CEDEME).

Os animais foram aleatoriamente alocados em trés grupos com 10 ratos
cada, de acordo com o tipo de tela empregada.

Durante a realizacdo do estudo, os animais foram mantidos em
condi¢cbes constantes e similares de temperatura, luminosidade e alimentacao.
Os ratos foram acompanhados pela equipe de Veterindria da Instituicéo,
seguindo-se as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

3.2 - Cirurgias

Os procedimentos operatoérios foram realizados no CEDEME.

Inicialmente, realizou-se um estudo piloto com cinco animais, de modo a
permitir a aplicabilidade do método cirlrgico e da coleta de amostras de
sangue para marcadores Séricos.

Os ratos permaneceram em jejum por periodo de 8 horas antes da
cirurgia. A anestesia foi feita com a associacédo de cloridrato de ketamina a
10% + xilazina a 2%, por injecéo intraperitoneal, na dose de 0,1ml da solugao

por 100g de peso, conforme demonstrado na figura 1.



Figura 1. Fotografia de um experimento mostrando a anestesia do rato por meio de

injecdo intraperitoneal, com associacao de ketamina 10% e xilazina 2%.

Imediatamente apos a anestesia, foi realizada coleta de sangue no plexo
retro ocular de cada animal para dosagens de citocinas, utilizando-se um

capilar de vidro, conforme mostra a figura 2.

Figura 2. Fotografia de um experimento mostrando a coleta de sangue para

dosagem de citocinas no plexo retro ocular do animal anestesiado.

Realizou-se, a seguir, a tricotomia da parede anterior do abdome com
aparelho elétrico, seguida de antissepsia com solucéo de iodopovidine topico,

conforme mostra a figura 3.



10

Figura 3. Fotografia de um experimento mostrando a antissepsia com
iodopovidine topico, apds a tricotomia da parede abdominal em rato.

Utilizou-se técnica asséptica nas cirurgias.
O procedimento cirargico iniciou-se com uma inciséo longitudinal de 4cm
de extensdo no flanco direito de cada animal, como ilustra a figura 4. Em

seguida, foi retirado um fragmento da musculatura anterior do abdome,
medindo 2cm x 1cm.

Figura 4. Fotografia de um experimento mostrando a incisdo paramediana em
flanco direito do rato.

No grupo A, posicionou-se uma tela constituida de polipropileno (PP)
monofilamentar, de alta densidade (Intracorp®, Venkuri — BR). No grupo B, a
tela utilizada foi a de poros grandes, constituida de polipropileno e poliglactina
(PP + PG), de baixa densidade (Vyproll®, Ethicon — USA) e no grupo C usou-se

uma tela de poros grandes de polipropileno, revestida de titanio (PP + TI), de
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baixa densidade (Timesh®, GfE — GER). A figura 5 ilustra as telas utilizadas

neste estudo.

Flgra 5. oografia: Ias Ita densidade), B (PP +
PG - baixa densidade) e C (PP + Tl — baixa densidade), respectivamente.

Todas as telas tiveram a mesma medida, 6 cm? (3cm x 2cm). Como
meétodo padronizado para todos os animais, as telas foram fixadas com seis
pontos separados de fio de polipropileno nimero 3-0, sendo trés pontos
posicionados em cada borda lateral das mesmas (figura 6).

Figura 6. Fotografia de um experimento mostrando o aspecto final da fixac&o da
tela na parede abdominal do rato (circulo vermelho).

Finalmente, realizou-se a sutura da pele dos animais com pontos

separados de fio de nylon 4-0, como mostra a figura 7.
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Figura 7. Fotografia de um experimento mostrando a sutura da pele do animal

com pontos separados de nylon 40.

Os animais foram avaliados diariamente, observando-se complicagdes,
conforme protocolo estabelecido (anexo 3).

No sétimo dia poés-operatorio (7°DPO) procedeu-se a eutandsia dos
animais com dose letal de ketamina. Retirou-se um fragmento da area central
da regido da tela, distando o maximo possivel das suas bordas nas quais foram
fixados os pontos.

O material foi encaminhado para analise histolégica, apés fixacdo com

formol tamponado a 10%.

3.3 — Histologia
A analise histologica desta tese foi realizada no Departamento de
Patologia da Universidade Federal de Sao Paulo, por um patologista

especializado e com grande experiéncia (RAN).

3.3.1 — Reacdo inflamatoéria

Apos fixacdo, as pecas foram submetidas a processamento de rotina,
recebendo tratamento com xilol e inclusdo em parafina. As mesmas foram
submetidas a microtomia e a coloracdo pelos métodos hematoxilina-eosina
(HE) e tricrémico de Masson.

Para uma andlise mais objetiva, utilizou-se uma escala numérica com

pontuacao atribuida a cada item, conforme demonstrado na figura 8.2
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A* - Camadas de células na periferia dos granulomas.

PONTOS LEGENDA

1- 01 a 04 camadas.

2 - 05 a 09 camadas.

3 -10 a 30 camadas.

4 - > 30 camadas.

B* - Reacéo inflamatéria no tecido do hospedeiro.

PONTOS LEGENDA

1 - Tecido fibroso, maduro, ndo denso.

2 - Tecido fibroso imaturo, com fibroblastos e pouco colageno.

3 - Tecido granuloso e denso, com fibroblastos e muitas células inflamatérias.
4 - Massa de células inflamatorias, com desorganizacéo do tecido conjuntivo.
C* - Resposta inflamatdria na superficie da tela.

PONTOS LEGENDA

1 - Fibroblastos, sem macréfagos ou células corpo estranho.

2 - Focos isolados de macréfagos ou células corpo estranho.

3 - Uma camada de macro6fagos e células corpo estranho.

4 - Mdltiplas camadas de macrdéfagos e células corpo estranho.

D* - Maturacéo tecidual.

PONTOS LEGENDA

1 - Tecido intersticial, maduro, denso, semelhante ao conjuntivo ou adiposo normais.
2 - Intersticio com vasos sanguineos, fibroblastos e poucos macro6fagos.

3 - Intersticio com células gigantes e inflamatdrias, mas com conjuntivo de permeio.
4 - Massa de células inflamatérias, sem tecido conjuntivo de permeio

Harrell et al®®

Figura 8. Quadro demonstrativo da escala empregada para a avaliagdo da reacdo

inflamatoéria tecidual.

Foram acrescentados ainda dois itens complementares, incluidos
também em nosso estudo anterior (aos quais também foi atribuida pontuacéo

de valores de 01 a 04), conforme pode ser observado na figura 9.¢®
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E - Presenca de células gigantes.

PONTOS LEGENDA

1 - Ausente.

2 - Isoladas

3 - Em grupos de ate 3.

4 - Em grupos superiores a 3.

F —Invaséo inflamatéria na musculatura adjacente a tela.
PONTOS LEGENDA

1 - Ausente.

2 - Presenca de infiltrado inflamatério em focos isolados.

3 - Presenca de infiltrado inflamat6rio entre fibras musculares.
4 - Presenca de infiltrado inflamatério entre feixes de fibras.

Lucena et al ®®

Figura 9. Escala complementar para a avaliagcdo da reac¢do inflamatoria tecidual.

A avaliacao histolégica foi realizada em microscépio Gptico com aumento
de 400X, apdés a escolha dos campos em aumentos inferiores. Todas as
andlises foram realizadas de modo independente pela autora e por um
patologista de reconhecida experiéncia (RAN), o qual desconhecia o grupo de
procedéncia das mesmas.

O campo avaliado foi escolhido em aumento de 200X na transicdo entre
a tela e o tecido do hospedeiro, onde houve maior concentracdo dos elementos

a serem estudados, em cada item.

3.3.2 — Analise morfométrica do colageno.

Utilizou-se a coloragao Picrosirius com luz polarizada. Os cortes foram
desparafinados, hidratados e corados em solucdo de Sirius Red a 0,1% por um
periodo de uma hora (Sirius Red F3B200®, Mobay Chemical Co. Union, EUA).
Em seguida, as laminas foram banhadas com acido picrico aquoso saturado.
Posteriormente, foram lavados em &gua corrente e contra-corados com
Hematoxilina de Harris por cinco minutos.

As laminas foram submetidas a luz polarizada e suas imagens foram
capturadas por um sistema constituido por microscopio Olympus BX51
(acoplado a uma camara de marca Olympus) e um computador Pentium com

quatro gigabytes de memoria.
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Empregou-se o aumento de 400X e a escolha do campo a ser utilizado
foi definida pela area de maior concentracdo de colageno, ou seja, de
coloragéo vermelho alaranjada.

A contagem dos pixels, correspondentes ao colageno, foi feita em um
microcomputador de marca Sony com quatro gigabytes de memoria, pelo
programa “Image Tool” (versao 3.0).

Foram obedecidos 0s seguintes passos para a contagem dos pixels
correspondentes ao colageno no “Image Tool”.

e A imagem colorida (picrosirius) selecionada foi transformada para
a escala de cinza.

e A seguir, foi acionado o comando “threshold” automatico.

e Para melhor visualizacdo, inverteu-se a imagem. O colageno
passou entdo a corresponder a cor branca.

e A contagem dos pixels brancos e pretos e sua percentagem foram
feitas pelo comando “Count Black/White Pixels”, sendo

apresentadas na forma de tabela para o leitor.

3.4 - Citocinas.

ApoOs anestesia dos animais, colheu-se 0,1ml de sangue antes da
cirurgia, no 1°DPO e no 7°DPO. A amostra foi centrifugada. O soro
sobrenadante foi pipetado e armazenado a —20°C (figura 10).

Figura 10. Fotografia de um experimento: aspecto final do soro armazenado apos

centrifugacéo das amostras de sangue colhidas para dosagem das citocinas nos ratos.
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Dosagens de IL10, IL6, VEGF E TNFa foram realizadas através do
método Lincoplex®, no qual anticorpos de captura em microesferas ligam-se a
substancia especifica estudada. Em seguida sdo adicionados anticorpos de
deteccdo, os quais também se ligam ao complexo anticorpo de captura-
substancia e possibilitam a emissdo de um sinal fluorescente. Realiza-se a
leitura do valor da dosagem no equipamento Luminex 100® através de sistema

duplo de lasers.

3.5 - Imunohistoquimica

Dos blocos parafinados, contendo o material histolégico dos ratos que
sofreram eutanasia no 7°DPO, foram preparadas laminas silanizadas para a
pesquisa de VEGF e COX2 no tecido através de reacdo de imunohistoquimica
padronizadas (anexos 4 e 5).

Para a pesquisa do VEGF e da COX2 foram seguidas as seguintes
etapas, nesta ordem:

e identificacdo do anticorpo;

e recuperacao antigénica;

e bloqueio da peroxidase enddgena;

e incubacdo com o anticorpo primario;

e incubacdo com o polimero de uma etapa,;
e revelacédo e contra coloracao;

e desidratacdo e montagem.

Foram utilizados anticorpos policlonais de coelho das marcas Dbs
(Santa Cruz Biotechnology, inc.) e Spring (Spring Cold Spring Harbor
Laboratory, USA) para o VEGF e a COX2, respectivamente.

Os blocos dos animais de estudo anterior, realizado pelo nosso grupo,
0s quais sofreram eutanasia no 40° DPO, passaram pelo mesmo processo
descrito acima.

Para andlise objetiva dos dados, empregaram-se escalas,®® ¥ as quais
atribuiram pontuacgfes para a expressdo dos marcadores estudados, baseadas
na porcentagem de células coradas e na intensidade da reagéo, conforme pode

ser observados nas figuras 11 e 12.
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VEGF — % de células coradas pontuacéao
Até 25% 1
26 a 50% 2
51 a75% 3
76 a 100% 4

VEGF - intensidade da reacéo

Fraca 1
Média 2
Forte 3

39)

Henriques et al.¢

Figura 11. Quadro demonstrativo da escala para avaliagdo da expresséo
imunohistoquimica do VEGF.

COX2 - % de células coradas pontuacéao
Até 25% 1
26 a 50% 2
51 a 100% 3

COX2 - intensidade da reacéao

Fraca 1
Média 2
Forte 3

Kim et al.“*”

Figura 12. Quadro demonstrativo da escala para avaliacdo da expresséo
imunohistoquimica da COX2.

O Organograma representativo do desenho deste estudo pode ser
observado na figura 13.
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TARDIO
40°DPO
| |

ESTUDO PREVIO

GRUPO A: GRUPO B: GRUPO C:
PP PP + PG PP +TI

79DPO 72 x 402 DPO

GRUPO A:
PP

GRUPO B:
PP + PG

GRUPO C:
PP + TI

Figura 13. Organograma demonstrativo do desenho desta pesquisa, na qual 0s
pardmetros avaliados no estudo anterior (periodo pds-operatério tardio) sdo estudados

precocemente e comparados com 0s primeiros.

3.7 - Anédlise estatistica.

A analise estatistica de todas as informacdes coletadas nesta pesquisa
foi inicialmente feita de forma descritiva.

Para as variaveis de natureza quantitativa (numérica) foram calculadas
algumas medidas-resumo, como média, mediana, valores minimo e maximo,
desvio-padrdo, e confeccionados graficos do tipo diagrama de dispersdo
unidimensional e boxplot. As variaveis de natureza qualitativa (categorizada)
foram analisadas através do calculo de frequéncia absoluta e relativa.

Em todas as conclusdes obtidas através das andlises inferenciais foi
utilizado o nivel de significancia a igual a 5%.

Os dados foram digitados em planilhas do Excel 2010 for Windows para
o adequado armazenamento das informacfes. As analises estatisticas foram
realizadas com o software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
versao 19.0 for Windows, R-Program verséao 2.11.1.
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3.6.1 — Analise dos dados referentes aos animais que sofreram
eutanasia no 7° DPO.

As andlises inferenciais empregadas com o intuito de confirmar ou
refutar evidéncias encontradas na analise descritiva foram:

- Andlise de Variancia com Medidas Repetidas para as citocinas, além
das comparag6es multiplas pelo método de Tukey, quando necessario.

- Teste de Kruskal-Wallis nas comparacdes dos escores dos itens da
reacao inflamatoria tecidual e de VEGF e COX2.

- Analise de Variancia com um Fator Fixo nas comparacdes da soma
dos itens a, b, c, d, e, f da reacdo inflamatéria tecidual, além da morfometria do
colageno.

Ressalte-se que, nas andlises estatisticas, as medidas consideradas

indetectaveis nas dosagens da citocinas foram padronizadas com o valor zero.

3.6.2 — Comparacdo entre os animais submetidos a eutanasia nos 7°
e 40° DPO.

As analises inferenciais empregadas com o intuito de confirmar ou
refutar evidéncias encontradas na analise descritiva foram:

- Teste de Mann-Whitney na comparacdo dos escores da reacéo
inflamatoria, do VEGF e da COX2.

- Teste t de Student para amostras independentes nas comparac¢fes da
soma dos itens a, b, c, d, e, f da reacdo inflamatéria e da morfometria do
colageno.
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3 RESULTADOS

1 - Animais submetidos a eutanasia no 7° DPO.

Na amostra utilizada neste estudo, houve dois 6bitos nos animais do
grupo A, um 0Obito no grupo B e outro no grupo C. Todos os 6bitos ocorreram
no periodo do pos-operatério imediato e foram relacionados com a
necessidade de aumento da dose de anestésicos para a realizacdo dos

procedimentos cirdrgicos.

1.1 - Citocinas

As dosagens das citocinas (VEGF, IL6, IL10 e TNF) foram mensuradas
em trés momentos de tempo distintos: no pré-operatdrio imediato, no 1°DPO e
no 7°DPO. As figuras 14 a 16 trazem o resumo da evolucédo das dosagens de

IL6, IL10 e TNFa no periodo avaliado.

M pre
1.200 H 10 dia PO
O] 70 dia PO

1.1007
1.0007
900
8007

7007
*

IL6

6007

5007

*
400
300
200
100 I . 0

T T T
grupo A grupo B grupo C

Figura 14. Gréfico tipo boxplot, demonstrativo dos valores das dosagens da citocina IL6
no pré-operatério, 1°DPO e 7°DPO dos grupos A (PP), B (PP + PG) e C (PP + TI).
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Figura 15. Grafico do tipo boxplot, demonstrativo dos valores das dosagens da citocina
IL10 no pré-operatério, 1°DPO e 7°DPO dos grupos A (PP), B (PP + PG) e C (PP + TI).

Figura 16. Gréfico do tipo boxplot, demonstrativo dos valores das dosagens da citocina
TNFa no pré-operatorio, 1° DPO e 7° DPO, dos grupos A (PP), B (PP + PG) e C (PP + TI).

Na avaliacdo individual de cada grupo, os niveis médios das citocinas
IL6 (p=0,916), IL10 (p=0,812) e TNFa (p=0,886) ndo sofreram alteracédo

estatisticamente significante ao longo dos trés momentos de tempo estudados.
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Do mesmo modo, na comparacao dos niveis médios entre os grupos,
em momentos similares de tempo, também ndo houve alteracdo
estatisticamente significante para IL6 (p=0,470), IL10 (p=0,855) e TNFa
(p=0,778).

A comparacao do nivel médio geral das citocinas mostrou similaridade
entre os grupos para IL6 (p=0,577) e TNFa (p=0,536). Porém, houve diferenca
estatisticamente significante na média da dosagem da IL10 (p=0,030), onde:

e 0 grupo A teve nivel médio de IL10 semelhante quando comparado ao
grupo B (p=0,563)
e 0 grupo A teve nivel médio de IL10 maior quando comparado ao grupo C

(p=0,026)

e 0 grupo B teve nivel médio de IL10 semelhante quando comparado ao
grupo C (p=0,156).

Neste estudo, a dosagem sérica do VEGF mostrou-se indetectavel em

todos os animais, exceto no animal B7 no 7°DPO, razédo pela qual a mesma

nao foi submetida a analise estatistica.

1.2 — Reacgéao inflamatéria tecidual
A soma da média dos itens relacionados a resposta tecidual inflamatéria

nos grupos estudados € apresentada na tabela 1 e na figura 17.
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Tabela 1: Soma (S) da média da pontuacdo em cada item para a avaliacéo histolégica da

reacdo inflamatdria nos animais dos grupos A (PP), B (PP + PG) e C (PP + TI).

S=a*+b*+c*+d*+e*+f*

grupo A N 8
média 14,5

desvio-padréo 2,1

grupo B N 9
média 13,3

desvio-padrao 1,9

grupo C N 9
média 13,3

desvio-padréo 1,8

Total N 26
média 13,7

desvio-padrao 19

p 0,380*

LEGENDA: *Andlise de Variancia (ANOVA) com 1 Fator Fixo; a* = camadas de células na periferia dos
granulomas; b* = reag&o inflamatéria no tecido do hospedeiro; c* = resposta inflamatéria na superficie da
tela; d* = maturac@o tecidual; e* = presenca dce células gigantes, f* = invasdo inflamatéria na
musculatura adjacente a tela.

-~ LEGENDA

& T A= camadas de células na periferia
. dos granulomas.

& B= reacdo inflamatoria no tecido do
] hospedeiro.

C= resposta inflamatdria na
superficie da tela

A+B+C+D+E+F
g

117 D= maturacgao tecidual.
E= presenca de células gigante.

F= Invasdo da reacdo inflamatdria na

=

musculatura adjacente a tela.

T T T
grupo A grupo B grupo C

Figura 17. Gréfico do tipo boxplot que ilustra a soma das médias dos itens relacionados
a reacdo inflamatdria tecidual (S=A+B+C+D+E+F), nos animais que sofreram eutanasia
no 7°DPO dos grupos A (PP), B (PP + PG) e C (PP + TI).

N&do houve diferenca do ponto de vista estatistico na soma da

pontuacao dos itens relativos a inflamagéo tecidual entre os grupos (p=0,380).
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Entretanto, isoladamente, no item f (invasdo da musculatura da parede
abdominal do hospedeiro pelo processo inflamatério decorrente do implante da
tela) houve maior escore no grupo A (p=0,006), conforme demonstrado na

tabela 2 e na figura 18.

Tabela 2: Medidas-resumo dos escores dos itens relacionados a reacdo inflamatéria
tecidual dos grupos A (PP), B (PP + PG) e C (PP + TI).

item a* item b* item c* item d* item e* item f*
grupo A
N 8 8 8 8 8 8
média 1,38 2,50 3,00 2,63 2,00 3,00
desvio-padréo 0,52 0,53 1,20 0,52 0,00 1,07
grupo B
N 9 9 9 9 9 9
média 1,56 2,67 2,33 2,89 2,56 1,33
desvio-padréo 0,53 0,50 0,87 0,33 1,01 0,50
grupo C
N 9 9 9 9 9 9
média 1,33 2,56 2,00 3,00 2,56 1,89
desvio-padréo 0,50 0,73 0,50 0,00 0,53 0,78
Total
N 26 26 26 26 26 26
média 1,42 2,58 2,42 2,85 2,38 2,04
desvio-padréo 0,50 0,58 0,95 0,37 0,70 1,04

p 0,612* 0,764* 0,134* 0,101* 0,087* 0,006*

LEGENDA: * = teste de Kruskal-Wallis, a* = camadas de células na periferia dos granulomas, b* = reacéo
inflamatdria no tecido do hospedeiro, ¢c* = resposta inflamatéria na superficie da tela, d* = maturacdo
tecidual, e* = presenca de células gigantes e f* = Invasdo da reacgdo inflamatéria na musculatura
adjacente a tela.



25

T vy q

ol

,a’ =<1

Figura 17. Fotomicrografia: invasdo do infiltrado inflamatorio (circulos
vermelhos) entre as fibras musculares (setas azuis) em animal do grupo A
(PP). Observar a presenca de granulomas (setas amarelas). Tricromico de
Masson - 100X.

1.3 — Colageno
Os resultados da avaliacdo da percentagem de pixels correspondentes

ao colageno nos grupos A, B e C encontram-se na tabela 3 e nas figuras 19 e
20.

Tabela 3. Percentagem de pixels correspondente ao colageno nos grupos A (PP), B (PP +
PG) e C (PP +TI).

grupo N média minimo maximo desvio-padréao p*
A 7 33,62 22,62 40,50 6,43
B 8 20,89 4,38 36,99 9,94
C 9 26,27 13,71 40,84 8,55
Total 24 26,62 4,38 40,84 9,63 (p=0,030)*

*ANOVA com um fator fixo
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Figura 19. Grafico do tipo boxplot demonstrativo do percentual de pixels

correspondentes ao colageno nos grupos A (PP), B (PP + PG) e C (PP + TI).

Figura 20. Fotomicrografia: deposicdo de colageno (coloracdo vermelho alaranjada —

setas vermelhas), em animais dos grupos A (PP), B(PP + PG) e C (PP + TI). Observar
deposicdo mais uniforme e homogénea no grupo A e a deposicdo erratica, pobre e

irregular no grupo B. Picrossirius — 400X.

O nivel médio de colageno foi diferente entre os grupos (p=0,030),
conforme demonstrado a seguir:
. 0 grupo A apresentou nivel médio de colageno maior quando comparado
ao grupo B (p=0,023).

. 0 grupo A apresentou nivel médio de colageno semelhante quando
comparado ao grupo C (p=0,225).

. 0 grupo B apresentou nivel médio de colageno semelhante quando
comparado ao grupo C (p=0,411).



1.4 — Imunohistoquimica

1.4.1 - VEGF
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A tabela 4 e as figuras 21 a 23 resumem as informacdes sobre os

escores obtidos para imunohistoquimica do VEGF dos grupos A, B e C.

Tabela 4: Demonstracdo dos escores para expressdo imunohistoquimica do VEGF nos
grupos A (PP), B (PP + PG) e C (PP + TI).

VEGF
grupo A N 8
média 6,9
desvio-padréao 0,4
grupo B N 9
média 4,3
desvio-padréo 0,5
grupo C N 9
média 52
desvio-padréo 0,8
Total N 26
média 5,4
desvio-padréo 1,2
p <0,001*

*teste de Kruskal-Wallis

Figura 21. Grafico do tipo diagrama de dispersdo unidimensional do escore da

expressédo imunohistoquimica do VEGF nos grupos A (PP), B (PP + PG) e C (PP + TI).
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animais do grupo A (PP), B (PP + PG) e C (PP + TIl). Observar expressdo mais intensa no

grupo A.
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Figura 23. Fotomicrografia (200X): imunohistoquimica para VEGF (em marrom) em
animal do grupo C (PP + TI). Notar granuloma corpo estranho em animal do grupo C

(seta vermelha).

Os resultados das comparacoes revelaram que os escores de VEGF
(p<0,001) ndo foram semelhantes entre os grupos, onde:

. 0 grupo A apresentou escore de VEGF maior quando comparado
ao grupo B (p<0,001).

. 0 grupo A apresentou escore de VEGF maior quando comparado
ao grupo C (p<0,001).

. 0 grupo C tem escore de VEGF maior quando comparado ao
grupo B (p<0,001).

1.4.2 - COX2
Os resultados da pesquisa da COX2 no tecido através de

imunohistoquimica podem ser observados na tabela 5 e nas figuras 24 a 26.
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Tabela 5. Resultados dos escores da expressado imunohistoquimica da COX2 nos grupos
A (PP), B (PP + PG) e C (PP + TI).

COX2
grupo A N 3
média 54
desvio-padréao 0,7
grupo B N 9
média 1,6
desvio-padréo 1,2
grupo C N 9
média 4,2
desvio-padréo 1,1
Total N 26
média 3,7
desvio-padréao 1,9
p <0,001*

*teste de Kruskal-Wallis

Figura 24. Gréfico: diagrama de dispersdo unidimensional do escore da
imunohistoquimica para a COX2 nos grupos A (PP), B (PP + PG) e C (PP + TI).



Figura 25. Fotomicrografia (200X): imunohistoquimica para COX2 (em marrom) em
animais do grupo A (PP), B (PP + PG) e C (PP + TI).

Figura 26. Fotomicrografia (400X): imunohistoquimica com intensa expressdo da COX2

(em marrom) em animal do grupo A (PP).

Os resultados das comparagbes revelaram uma diferenca
estatisticamente significante entre os grupos para os escores de COX2
(p<0,001), onde:

e 0 grupo A apresentou escore de COX2 maior quando comparado
ao grupo B (p<0,001).

e 0 grupo A apresentou escore COX2 maior quando comparado ao
grupo C (p=0,011).
e 0 grupo C apresentou escore COX2 maior quando comparado ao

grupo B (p<0,001).
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2 — Comparacao entre os animais que sofreram eutanasia no 7°DPO
com aqueles que sofreram eutanasia no 40°DPO.

A amostra estudada neste tdpico foi composta de material histolégico de
52 ratos, sendo 26 (50,0%) submetidos a eutanasia no 7°DPO e 26 no
40°DPO, estes ultimos procedentes de blocos dos animais avaliados em
estudo anterior do nosso grupo.®* 3 Em ambos os periodos, os animais foram
submetidos a procedimentos cirargicos com a mesma padronizacéo, j4 citada
no capitulo Método.

Os animais submetidos a eutanasia no 7°DPO e 40°DPO foram
comparados quanto a reacao inflamatoria tecidual, ao colageno, ao VEGF e a
COX2.

2.1 — Reacéo inflamatdria tecidual
As somas dos itens relacionados ao processo inflamatorio tecidual (S=
atb+c+d+e+f) nos grupos A, B e C foram comparadas nos periodos de

eutanasia tardia e precoce conforme demonstrado na tabela 6 e na figura 27.
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Tabela 6. Comparacdo da soma (S) dos itens relacionados a reacao inflamatéria tecidual
nos animais que sofreram eutanasia nos 7°DPO e 40°DPO nos grupos A (PP), B (PP +
PG) e C (PP + TI).

S=a+b+c+d+e+f

grupo A 70 dia PO N 8
média 14,5
desvio-padrao 2,1
400 dia PO N 9
média 13,6
desvio-padrédo 11
p 0,265*
grupo B 70 dia PO N 9
média 13,3
desvio-padréao 1,9
400 dia PO N 9
média 18,3
desvio-padrao 2,6
p <0,001*
grupo C 70 dia PO N 9
média 13,3
desvio-padréao 1,8
400 dia PO N 10
média 15,2
desvio-padrao 2,7
p 0,095*

LEGENDA: *teste t-Student para amostras independentes; a = camada de células na periferia dos
granulomas; b = reacgédo inflamatéria no tecido do hospedeiro; ¢ = resposta inflamatoria na superficie da
tela; d = maturagdo tecidual; e = presenca de células gigantes; f = invaséo inflamatéria na musculatura
adjacente a tela.
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Figura 27. Grafico do tipo boxplot comparativo da soma (S=A+B+C+D+E+F) dos itens
relacionados a reacdo inflamatoria tecidual nos periodos de eutanasia no 7°DPO e
40°DPO dos grupos A (PP), B (PP + PG) e C (PP + TI).

No grupo A, as analises inferenciais revelaram que ambos os periodos
de eutanasia apresentaram escores estatisticamente semelhantes para
avaliacdo da reacdo inflamatdria tecidual (p=0,265).

No grupo B, o escore dos ratos que sofreram eutanasia precocemente
foi menor quando comparado aqueles que sofreram eutanasia tardia (p<0,001).

No grupo C, ambos os periodos de eutanasia apresentaram escores

estatisticamente semelhantes (p=0,095).

2.2 — Colageno
A comparacdo da contagem de pixels correspondentes ao colageno,
entre os periodos de eutanasia precoce e tardia, esta demonstrada na tabela 7

e na figura 28.
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Tabela 7. Comparacdo dos resultados da contagem de pixels correspondentes ao
colageno, nos animais que sofreram eutanasia no 7°DPO e 40°DPO, dos grupos A (PP), B
(PP +PG)e C (PP +TI).

N média desvio-padrédo p
grupo A 70 dia PO 7 33,00 6,51 <0,001*
400 dia PO 9 11,89 3,79
grupo B 70 dia PO 8 20,25 9,84 0,004*
400 dia PO 10 6,20 3,08
grupo C 70 dia PO 9 25,78 8,58 <0,001*
400 dia PO 10 7,40 2,88

‘teste t-Student para amostras independentes

401
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Figura 28. Grafico do tipo boxplot demonstrativo da contagem dos pixels
correspondentes ao colageno nos animais submetidos a eutanasia nos 7°DPO e 40°DPO
dos grupos A (PP), B (PP + PG) e C (PP + TI).

As andlises inferenciais revelaram que a contagem de pixels
correspondentes ao colageno nos ratos que sofreram eutanasia precoce foi
maior quando comparadas aqueles que sofreram eutanasia tardia para o0s
grupos A (p<0,001), B (p=0,004) e C (p<0,001).
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2.3 —Imunohistoquimica

As tabelas 8 e 9 além das figuras 29 e 30 demonstram os escores do
VEGF e da COX2 nos periodos de eutandsia precoce e tardia nos grupos A, B
e C.

Tabela 8: Resultados da imunohistoquimica para o VEGF nos animais que sofreram
eutanasia no 7°DPO e 40°DPO nos grupos A (PP), B (PP + PG) e C (PP + TI).

VEGF
grupo A 70 dia PO N 8
média 6.9
desvio-padrao 04
400 dia PO N 9
média 3.2
desvio-padréo 0.8
p <0,001*
grupo B 70 dia PO N 9
média 4.3
desvio-padrao 0.5
400 dia PO N 10
média 2,5
desvio-padrao 0.5
p <0,001*
grupo C 70 dia PO N 9
média 5.2
desvio-padrao 0.8
400 dia PO N 10
média 1.9
desvio-padréo L4
<0,001*

p

*teste de Mann-Whitney
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Figura 29. Gréfico do tipo boxplot demonstrativo da expressdo imunohistoquimica do
VEGF nos periodos de eutanésia no 7°D PO e 40°DPO nos grupos A (PP),B (PP + PG)e C
(PP +TI).

Com relacédo ao VEGF, as analises inferenciais revelaram que:

e No grupo A, expressdo imunohistoquimica do VEGF nos ratos
gue sofreram eutanasia precoce foi maior quando comparados
aos ratos que sofreram eutandsia tardia (p<0,001).

e No grupo B, a expressdao do VEGF nos ratos que sofreram
eutanasia precoce foi maior quando comparada aqueles que
sofreram eutanasia tardia (p<0,001).

e No grupo C, a expressdo do VEGF dos ratos que sofreram
eutanasia precoce também foi maior quando comparada aqueles

gue sofreram eutanasia tardia (p<0,001).



37

Tabela 9: Resultados da imunohistoquimica para a COX2 nos animais que sofreram
eutandasia no 7°DPO e 40°DPO nos grupos A (PP), B (PP + PG) e C (PP + TI).

COX2
grupo A 70 dia PO N 8
média 5.4
desvio-padréo 0.7
400 dia PO N °
média 34
desvio-padrao L1
p 0,011*
grupo B 70 dia PO N 9
média 16
desvio-padréo 1.2
400 dia PO N 5
média 3.2
desvio-padréo 11
p 0,060*
grupo C 70 dia PO N 9
média 4.2
desvio-padrao L1
400 dia PO N °
média 4.8
desvio-padrao 04
D 0,364*

*teste de Mann-Whitney
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Figura 30. Grafico do tipo boxplot demonstrativo da expressao imunohistoquimica da
COX2 nos periodos de eutanéasia no 7°D PO e 40°DPO nos grupos A (PP), B (PP +PG)e C
(PP + TI).

Com relagédo a COX2, observou-se que:

e No grupo A, as andlises inferenciais revelaram que a expressao
imunohistoquimica da COX2 foi maior nos ratos que sofreram
eutanasia precoce, quando comparados aqueles que sofreram
eutanasia tardia (p=0,011)

e No grupo B, a expressdo da COX2 foi semelhante entre os
diferentes periodos de tempo (p=0,060).

e No grupo C, a expressdo da COX2 também foi semelhante entre

os diferentes periodos (p=0,364).

No anexo 6 podem ser encontradas tabelas contendo todos os

resultados da analise estatistica desta pesquisa.
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4 DISCUSSAO

4.1 — Relevancia da Pesquisa

Embora a correcdo das hérnias da parede abdominal com o implante de
telas seja uma das intervencdes mais frequentes no cotidiano do cirurgido
geral, existem inUmeras dlvidas sobre a resposta do hospedeiro provocada
pelos diversos tipos de telas empregados neste procedimento.**” Um
aspecto importante que ainda necessita ser esclarecido é a correlacdo entre os
varios tipos de materiais e estruturas utilizadas nas confeccdes das telas, as
suas respectivas reacdes inflamatérias e suas influéncias nas complicactes
pés-operatérias e na cicatriz definitiva.“**"

Apesar da alta frequéncia da sua utilizacdo, ndo existe ainda consenso
sobre a classificacdo e a nomenclatura das telas.“®*% H& uma tendéncia em
substituir as primeiras classificacdes, baseadas no tipo de material utilizado e
na sua densidade, por classificacbes relacionadas ao tamanho dos poros e a

presenca de revestimento ou filmes nas mesmas.“®

Duvidas relacionadas a pratica cotidiana do cirurgiao geral permanecem
sem resposta: - Qual a magnitude do processo inflamatério desencadeado em
curto, médio e longo prazo pelo emprego das telas? - As novas telas
representariam realmente um avanco? — Qual seria a tela ideal? - Como
modular a reacdo inflamatdria para reduzir complicacbes e melhorar a
formacdo da cicatriz? - Menos complicacdes precoces implicariam em mais
recidiva tardia? - Menor inflamacéo significaria maior recidiva? - Sera que o tipo

de inflamacgéo seria mais importante do que a intensidade da mesma?

Teoricamente, o aumento do didmetro dos poros bem como a reducédo
na densidade das telas poderiam minimizar a inflamacéo e, consequentemente,
as complicacdes do seu implante.® Porém, varios estudos experimentais e em
humanos mostram resultados conflitantes, ndo somente quanto a reducéo de
complicagBes precoces como também a um possivel aumento de recidivas®”

29.50-66) ‘14 relato, inclusive, de complicacdes inesperadas, como a reducéo de
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mobilidade dos espermatozoides em telas de baixa densidade (PP + PG e PP
+ TI) implantadas em regido inguinal®” e faléncia mecanica com fratura de
uma tela também de baixa densidade constituida de PP no reparo cirtrgico de

uma hérnia ventral mediana recidivada.®®

Klinge et al. (2012), avaliaram a explantacdo de 1000 telas por
diversas indicacdes, sendo a infeccdo o principal motivo da remocao das telas
de poros pequenos de PP, predominantes no material avaliado, enquanto a
recidiva seria a principal razdo da explantacéo das telas de poros maiores“®. A
preocupacdo com o aumento da taxa de infecgcdo em reparos cirdrgicos de
hérnias com o uso de telas tem gerado véarios estudos,®”®” como o de Blatnik
et al. (2012). Estes autores consideraram que as telas multiflamentares,
compostas com coberturas ou filmes anti-adesivos, e aquelas laminares,
impregnadas com antimicrobianos seriam ineficientes no clareamento de

bactérias, no caso de uma contaminac&o por S. aureus meticilina-resistente.®”

Pacual et al. (2012), relacionaram a presenca de material absorvivel a
uma intensa reacao inflamatéria, porém com menor expressao dos fatores de
crescimento e, consequentemente, pior deposicdo de colageno e pior
integracdo da tela no tecido do hospedeiro.®¥

Outros autores, como Schug-Pass et all. (2008), Orestein et al. (2010),
Brandt et al. (2011), estudaram o revestimento das telas com peliculas ou o
uso de substancias diversas, inclusive de origem hormonal. Seu objetivo seria
reduzir a formagcdo de aderéncias ou modular algum aspecto do processo
inflamatoério, como a atuacdo dos mastocitos, reacao tipo corpo estranho ou

fibrose, por exemplo.®* 8 69

Em estudo anterior do nosso grupo, avaliamos a resposta inflamatéria
sérica e tecidual, aléem da deposicdo do colageno em ratos no 40°DPO do
implante das telas de PP (convencional, de fabricagdo nacional), PP + PG de
baixa densidade e PP + Tl de baixa densidade. Observou-se reacédo
inflamatoria sérica semelhante entre os grupos. A tela de PP de alta densidade
apresentou, tardiamente, menor inflamacédo e maior e melhor deposicdo do

colageno. A tela de PP + PG apresentou, no periodo estudado, resposta
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inflamatoria tecidual mais intensa e deposicdo do colageno fraca, irregular e
heterogénea. A tela de PP + Tl apresentou resultados intermediarios entre as

duas anteriores.®% 3"

Diante dos resultados expostos, outros questionamentos sugiram, bem
como a necessidade de avaliagdo dos parametros estudados num periodo
mais precoce, com o objetivo de correlacionar a resposta inflamatoria precoce

e tardia do hospedeiro com a deposicao do colageno.

A principal razéo do assunto e do desenho desta pesquisa foi a nossa
necessidade de continuar investigando as davidas geradas em nosso estudo
anterior, no qual, diversamente do esperado, a tela convencional de
polipropileno apresentou tardiamente uma menor reacdo inflamatoria tecidual
associada a uma maior deposicdo de colageno tardia (40° DPO). E também, o
porqué da tela de polipropileno associado a poliglactina ter apresentado maior

reacao inflamatéria e menor deposicdo de colageno tardios.

Considerando-se que a primeira fase do processo de cicatrizacdo da
parede abdominal (hemostasia + inflamacao) € indispensavel para a deposicao
do colageno e para a formacdo da cicatriz definitiva,®) como explicar os
resultados descritos acima? Poderia ter havido uma reagédo intensa com
liberacdo de citocinas pré-inflamatorias (especialmente fatores de crescimento)
em algum momento mais precoce e apds o implante das telas, que pudesse
justificar uma deposicédo de colageno tdo importante num periodo mais tardio

nas telas de PP.

Outro questionamento também pertinente seria a participacdo do
material absorvivel da tela de PP + PG na manutenc¢do de uma inflamacéo do
tipo corpo estranho, com formacédo de granulomas e menor expressdo de
fatores do crescimento, prejudicando assim a deposicdo de colageno mais
abundante e homogéneo. Ou seja, ndo somente o tamanho dos poros e a
densidade das telas como também o tipo de material poderia induzir a uma
resposta inflamatoria de intensidade e, 0 mais importante, com caracteristicas

diferentes.
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O tema desta pesquisa mostra-se assim muito atual e de interesse
pratico, uma vez que, embora ja existam cerca de 600 marcas comerciais de
telas,“® a maioria ainda necessitaria de estudos, inclusive experimentais, antes
do seu lancamento para o uso em humanos. Nem todas as questdes

enunciadas previamente nesta discussao foram respondidas até o momento.
4.2 — Discusséo do Método
A — Modelo do estudo

Neste estudo, optamos pelo mesmo modelo experimental em ratos
utilizado no estudo do nosso grupo descrito anteriormente,®® *”, de modo a
propiciar comparacdes dos resultados precoces (7°DPO) com os tardios
(40°DPO). Estudaram-se em ambas as pesquisas 0S mesmos parametros:
citocinas inflamatoérias séricas, reacao inflamatoria tecidual (utilizando-se a
mesma escala objetiva de pontos para avaliacdo), andlise morfométrica do
coldgeno (contagem de pixels como a mesma metodologia e pelo mesmo
programa de computador, de acordo com a metodologia j& descrita por

Mazzurana.® Utilizaram-se também as mesmas telas do estudo ja citado.

Neste modelo, usaram-se ratos do tipo Wistar, ja largamente utilizados
em outros estudos sobre o implante de telas na parede abdominal.* ® A
padronizacéo do procedimento anestésico também ja é classica na literatura®
e de uso corrente no CEDEME. As recomendacfes dos “Trés Rs” para a
racionalizacdo do uso de animais em experimentos foram seguidas.’® Animais
machos foram escolhidos para evitar influéncias hormonais do ciclo reprodutivo

na resposta tecidual dos mesmos.

Acrescentaram-se ainda a avaliacdo de dois mediadores inflamatérios
teciduais, a COX2 e o VEGF, através de Imunohistoquimica, nos animais que
sofreram eutanasia precoce. Esta reacao foi realizada também nos blocos dos
animais que sofreram eutandsia no 40°DPO. Para avaliacdo objetiva da
expressdo do VEGF e da COX2 utilizaram-se escalas com pontuacdo ja

publicadas anteriormente®® 49
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As falhas e limitacbes das dosagens séricas de citocinas, especialmente
em animais de pequeno porte onde a coleta pode ser mais dificil, a labilidade
destas substancias em soros armazenados a uma temperatura recomendada
de -20°, além dos resultados erraticos no estudo prévio justificaram a incluséo
das reacBes imunohistoquimicas nesta pesquisa. Realizou-se, inclusive, a
comparacdo da expressdo imunohistoquimica do VEGF e da COX2 nos

animais que foram submetidos a eutanasia precoce e tardia.

Tendo em vista a auséncia de significancia estatistica nas dosagens
séricas de citocinas no estudo anterior®® 3" modificou-se a técnica de coleta
de sangue do animal, na tentativa de evitar um possivel fator de interferéncia
nos resultados. Optou-se pela coleta no plexo retro ocular do rato, técnica ja
sedimentada na literatura.’> ™ Por esta razao, realizou-se estudo piloto para
melhor padronizacdo da mesma, a qual foi sempre realizada por um técnico em
laboratério com larga experiéncia no manuseio e coleta de sangue em

roedores.

Seguindo-se a linha de investigagdo do estudo anterior, foi considerado
grupo controle aquele que recebeu o implante da tela de PP de alta densidade,

a mais utilizada em nosso meio, ainda considerada como convencional.

Na dosagem sérica de citocinas, as amostras de sangue colhidas no
pré-operatorio imediato, j& com o0 animal anestesiado e antes da tricotomia da
parede abdominal, também serviram de parametro para analise da evolucao
das medidas destes marcadores séricos de inflamacdao no 1°DPO e 7°DPO.
Embora possa ter ocorrido interferéncia do processo anestésico dos animais na
elevacdo das citocinas pro-inflamatdrias sistémicas, todos os ratos foram
submetidos aos mesmos procedimentos pré-operatorios, diminuindo assim o
risco de vieses e erros sistematicos. E importante ressaltar a impossibilidade
da coleta de sangue no rato sem anestesia, ndo somente do ponto de vista

ético, como também do ponto de vista pratico.

Com o objetivo de avaliar a reacdo inflamatoria do ponto de vista
morfolégico através do estudo histologico, e por meio de mediadores

inflamatorios, optou-se pela pesquisa sérica de trés citocinas pré-inflamatérias
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(IL6, VEGF e TNFa) e uma anti-inflamatéria (IL10). Todas as citocinas citadas
apresentam a possibilidade de dosagem em nosso meio com kits especificos

para ratos.

hY

Devido a extrema sensibilidade destes marcadores pré6 e anti-
inflamatdrios séricos aos fatores como stress do animal, técnica anestésica e
coletas repetidas de sangue em curto intervalo de tempo, bem como a enorme
labilidade destas citocinas as condicbes de manuseio das amostras de sangue
(velocidade e tempo de centrifugacdo, hemdlise, tempo e condicbes de
armazenamento e transporte), realizou-se também o estudo do VEGF e da
COX2 no tecido do animal. Estes moléculas mais estaveis no tecido, e
resistentes ao armazenamento sao classicamente consideradas como
marcadores resposta inflamatoria.* 3940,

O VEGF é um fator de crescimento indispensavel a angiogénse e a
deposicdo de colageno no processo de cicatrizagdo, podendo estar expresso
fortemente tanto nas inflamacdes como também nas neoplasias.** 143439 34 a
COX2 é uma substancia pro-inflamatoria precursora da via do &cido
araquidbénico, também envolvida com a angiogénese nosS processos

inflamatérios e neoplasicos.®&6"

BN

Devido a alta especificidade dos kits mais modernos para o estudo
imunohistoquimico em animais, a busca de anticorpos primarios e secundarios
gue pudessem ser utilizados no tecido de ratos, assim como o encontro de
pessoal experiente para a realizacdo destas reacdes se constituiram nos
maiores desafios e nas etapas mais demoradas, porém as mais

recompensadoras desta pesquisa.
B — Estatistica

Na metodologia da estatistica desta pesquisa, iniciou-se com uma
analise descritiva dos dados para o estabelecimento de medidas padrdo para

as variaveis numéricas e medida de frequéncia para as variaveis categoricas.

Na comparagdo entre as trés ou mais variaveis numéricas aferidas em

tempos diferentes, utilizou-se ANOVA de medidas repetidas (dosagem de
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citocinas). Para as demais variaveis numeéricas, empregou-se ANOVA com um
fator fixo para as medidas do colageno e das somas das médias dos escores
histoldgicos.

Para as varidveis categoricas  (escores  histologicos e
imunohistoquimicos) utilizou-se um teste ndo paramétrico, o Kruskal-Wallis
(KW), usado quando existem trés ou mais grupos a serem comparados. A
realizacdo do KW exige a complementacdo com um pos-teste. Neste estudo,

optou-se pelo pos-teste de Tukey, comumente utilizado nestes casos.

Na comparacdo entre as amostras do 7°DPO e 40°DPO utilizou-se o
teste t de Student para comparacdo entre dois grupos contendo variaveis
numéricas independentes e o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney na
comparacao de dois grupos contendo variaveis categéricas, ordinais.

A utilizacdo de um programa informatizado para a realizacdo dos
calculos na analise estatistica desta pesquisa contribuiu para sua maior

preciséo.
4.3 — Discussao dos Resultados

Alguns estudos mostraram que o polipropileno induziria uma rapida e
importante reacdo inflamatéria, especialmente na fase precoce do pos-
operatério,® @ a qual sé seria inferior em intensidade ao poliéster.C” 40
Outros, no entanto, ndo apontaram diferencas entre os diversos materiais,
considerando-se até que a massa da tela seria o fator mais importante da
resposta inflamatéria.***® U Alguns autores observaram que em curto prazo o
PP apresentava maior reacdo inflamatéria, inclusive resultando em maiores
desconfortos para os pacientes, porém em longo prazo, os varios tipos de telas
apresentariam comportamento semelhante, ou até um maior indice de recidiva
das hérnias nas telas de baixa densidade.®" 29 30 43,46, 48)

Vale ressaltar que a heterogeneidade nos desenhos dos estudos,
materiais e estruturas das telas, periodos avaliados, parametros estudados,

local do posicionamento das telas, via de acesso, meios de fixagéo, regides
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anatdmicos e até de nomenclatura, classificacdo e conceituacdo nos trabalhos

podem explicar a diversidade de resultados obtidos.

Nesta pesquisa, a soma dos itens da analise histologica do processo
inflamatorio decorrente do implante das telas foi semelhante entre os grupos no
7°DPO. Todavia, houve diferencas no item f (invasdo da musculatura adjacente
a tela pelo processo inflamatorio), onde os valores do grupo A (PP) foram
maiores que os demais (p=0,006). Estudos posteriores poderiam avaliar se
esta invasdo, associada a uma maior deposicdo de colageno poderia ser
responsavel pela sensacdo de fibrose e falta de elasticidade da parede

abdominal referida por alguns pacientes no pés-operatorio.

Na comparacdo entre os periodos precoce e tardio, observamos que,
enquanto nos grupos A (PP) e C (PP + TI) ndo houve acentuacdo da
inflamacé&o no decorrer do tempo, houve importante aumento deste parametro
no grupo B (PP + PG) do 40°DPO em relacdo ao 7° DPO (p<0,001), conforme
demonstrado na figura 26. Outra vez, parece que 0 material absorvivel seria a
chave para o aumento da intensidade do processo inflamatorio nas telas
contendo poliglactina, como fora também observado por Pascual et al.
(2012).G%

Também néo parece haver consenso sobre o resultado da deposicao de
colageno no implante das telas, talvez em decorréncia da variedade das
metodologias utilizadas nos diferentes estudos. As conclusdes séo conflitantes,
enquanto alguns autores afirmam que existiria maior deposi¢cdo de colageno
nas telas de alta densidade, outros afirmam exatamente o oposto®” 4", Um
estudo publicado recentemente afirma que as telas constituidas de PP seriam
aguelas cujo implante poderia resultar em maior densidade de colageno no

tecido cicatricial do hospedeiro.™

Em nosso estudo, a analise da morfometria do colageno utilizando-se a
coloragdo classica do picrossirus e contagem de pixels por programa de
computador (Image Tool) mostrou que o grupo A (PP) apresentou maior
deposicdo de colageno (p=0,021) em relacdo ao grupo B (PP + PG), e

semelhante, estatisticamente, ao grupo C (PP + TI). Assim como naqueles
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animais submetidos a eutanasia no 40°DPO, nos animais sacrificados
precocemente (7°DPO), observou-se uma deposicdo mais uniforme e
organizada no grupo A, ao contrario do grupo B, onde ha deposicéo fraca,
erratica e irregular, conforme mostra a figura 18. O grupo C apresentou
resultados intermediarios em relacdo aos demais e foi estatisticamente igual ao

grupo B.

Comparando-se a evolucédo da morfometria do colageno entre 7°DPO e
40°DPO, observa-se queda da deposicédo no periodo mais tardio nos grupos A
(p<0,001), B (p=0,004) e C (p<0,001). Esta alteracdo € compativel com as
descricbes de White e Babul (1997) e Vaz et al. (2009), que atribuem estes
resultados a substituicdo do colageno tipo Il (imaturo) pelo tipo | (maduro) e ao
processo de remodelacéo da cicatriz definitiva.?'? Note-se, entretanto, que no
40°DPO, a deposicdo de colageno permaneceu mais intensa e mais
organizada no grupo da tela de PP.

De uma maneira geral a dosagem sérica de citocinas em animais de
experimentacdo para comparacdo da resposta inflamatoria sistémica ao
implante de diversos tipos de telas ndo apresenta resultados significativos na
literatura e ndo existem parametros definidos sobre as mesmas.®” ® No
entanto, em humanos, destacam-se os trabalhos de Di Vita et al. (2005 e
2010), os quais demonstraram um aumento das citocinas pré-inflamatérias em
pacientes submetidos a correcdo cirdrgica de hérnias, sendo esta resposta
proporcional ao tamanho das telas implantadas*® . Estes mesmos autores
nao observaram diferencas significantes das citocinas séricas entre as telas de

PP e PP + PG®Y,

Neste estudo, em amostras de sangue colhidas no pré-operatorio,
1°DPO e 7°DPO nao houve diferencas significantes entre os grupos e nos
diferentes periodos de tempo em cada grupo quanto as citocinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatérias empregadas. Também, nos animais que
sofreram eutandasia no 40°DPO, ndo se conseguiu demonstrar diferencas nas

dosagens das citocinas.
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No grupo A (PP), quando comparado ao grupo C (PP + TI), houve uma
maior meédia dos valores das dosagens da IL10 (p=0,026), a Gnica citocina anti-
inflamatdria estudada. Entretanto, o fato do maior nivel dosado da IL10 no
grupo A ter acontecido no pré-operatério, periodo no qual esta interleucina foi
indetectavel no grupo C, além de desvios padrdes maiores que os valores das
médias nos grupos podem reduzir relevancia deste resultado, mostrando

valores erraticos e pouco confiaveis deste parametro.

A expressao imunohistoquimica do VEGF no tecido ja foi utilizada na
avaliacdo de processos de cicatrizacdo na cirurgia da hérnia da parede
abdominal, sendo observada maior expressdo desta citocina no tecido do
hospedeiro que recebeu a tela de PP e menor naquela que continha material

biodegradavel, a poliglactina.®¥

Nossos resultados corroboram os achados descritos acima. No grupo A
(PP), no 7° DPO, ndo somente houve um maior escore de VEGF em relacao
aos outros grupos (p<0,001), como todos os animais do grupo, exceto um,
apresentaram pontuacdo maxima na escala de avaliagdo, conforme mostra o
grafico de dispersao da figura 21. O grupo C (PP + TI) apresentou escore

intermediéario, enquanto o grupo B (PP + PG) apresentou 0 menor escore.

Comparando-se 0 comportamento dos grupos precoce e tardio,
observam-se em todos o0s grupos que o escore de VEGF no 7°DPO é
significantemente maior em comparacdo com o 40°DPO. O padrdo destes
resultados tem relacdo com aqueles obtidos por Di Vita et al.** ' em
dosagens séricas do VEGF em humanos. Estes autores observaram que as
citocinas pré-inflamatérias apresentam maiores valores no periodo mais
precoce do poOs-operatdrio, em pacientes submetidos a correcdo cirurgica de

hérnias da parede abdominal®?,

O fato do grupo B, caracterizado nos estudos histolégicos por um
processo inflamatério intenso, ter apresentado neste estudo uma expressao
imunohistoquimica pobre para o VEGF, que € sabidamente um marcador pro-
inflamatorio importante, pode reforcar a ideia de que cada tipo de tela induz a

um tipo de reacao diferente.
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A constatacdo de que a tela com baixa expressdo de VEGF também
induz a uma menor deposi¢cao de colageno poderia, mais uma vez, comprovar
a relacdo entre este fator de crescimento e o colageno, fortalecendo a teoria de
Pascual et al. (2012), segundo a qual o material absorvivel provocaria uma
reacdo tipo corpo estranho, com liberacdo menor de VEGF e,
consequentemente, produziria uma cicatriz fragil e deficiente na deposicéo de
colageno.? Novas pesquisas com outros materiais absorviveis, sintéticos e
biologicos, poderiam trazer mais esclarecimentos se a reagcdo descrita
anteriormente seria decorrente da absorcdo dos mesmos ou somente da

poliglactina.

Do mesmo modo, o fato do grupo A apresentar uma reacao inflamatéria
intensa, porém com maior liberacdo de VEGF e maior deposi¢do do colageno

precoce e tardia, também corroboram as ideias do paragrafo anterior.

Tal como no VEGF, na avaliacdo da expressdo da imunohistoquimica da
COX2 também observamos um maior escore no grupo A (PP), seguido dos
grupos C (PP + Tl) e B (PP + PG) (p<0,001). Entretanto, a comparacdo dos
resultados precoces e tardios mostrou resultado diverso: sé houve diferenca
estatisticamente significante no grupo A (p=0,011), o qual apresentou valores

menores no 40°DPO em relacao ao 7°DPO.

A caréncia de pesquisas sobre a COX2 no tema hérnia com tela e,
talvez, o namero reduzido de laminas adequadas que nos permitiram realizar
0s exames imunohistoquimicos da COX2 nos blocos dos animais do 40° DPO
provavelmente podem nos impedir de emitir julgamentos definitivos. Mas
poderiamos inferir que a manutencdo desta enzima no tecido cicatricial em
fases mais tardias do pés-operatorio poderia colaborar para a manutencdo do
estado inflamatorio. Poderia também representar outro ponto de diversidade na
resposta induzida por cada tipo de tela no hospedeiro. Acreditamos que
necessitaremos de novos estudos para esclarecer este e outros pontos deste

tema.

Em relacdo a resposta inflamatoria do hospedeiro caracterizada pelos

estudos histopatologicos e imunohistoquimicos pudemos observar que:
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- A tela convencional, constituida de PP, de alta densidade e poros
pequenos, ainda a mais empregada em nosso meio, especialmente na
correcdo de hérnia incisionais, apresentou uma reacao inflamatoria tecidual
aguda, caracterizada por infiltrado inflamatério na musculatura adjacente a
mesma, por forte expressao de VEGF e COX2 no tecido e por deposicdo mais
acentuada de colageno. Tardiamente, ha queda dos niveis de VEGF e COX2 e
da deposicao de colageno. No 40° DPO, as fibras do coldgeno agrupam-se em
feixes organizados e esta tela ainda mantém quantitativamente a maior

deposicao em relacéo as outras estudadas.

A tela de poros grandes e de baixa densidade constituida de PP + PG
apresentou uma reacdao inflamatéria intensa, tipo corpo estranho, caracterizada
pela presenca de abundantes granulomas e células gigantes.
Concomitantemente, existe uma expressao fraca do VEGF e da COX2 e uma
deposicao erratica e irregular do coldgeno. Esta reacdo pode ser perpetuada e
até acentuar-se com o tempo e, provavelmente, esta relacionada com a

presenca de material absorvivel na composicado do implante.

A tela de poros grandes e baixa densidade, constituida de PP recoberto
com TI, apresentou alteracdes histoldgicas inflamatorias, expressao da COX2 e
do VEGF e deposicdo de colageno intermediaria, em relacdo as anteriores.
Embora seja uma tela que contém um material considerado inerte, usado
inclusive em proteses articulares e endovasculares, apresentou precocemente
reacao inflamatoria semelhante as outras telas ja citadas e, em longo prazo,

inflamacéo superior a tela de PP de alta densidade.

4.4 — Consideracgdes Finais

Pelo exposto, pode-se observar que o tema deste estudo ainda
necessitard de mais investigagfes para que seja obtido conhecimento mais
consistente. Nosso trabalho insere-se em uma linha de pesquisa mais ampla
na qual outros pesquisadores avaliam a reacao inflamatoria provocada pelas

mais diversas telas em posicionamentos intra e extraperitoneal, além de outros
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aspectos como, por exemplo, formacdo de aderéncias e recidivas. Estes
estudos iniciaram-se em animais, porém ja existe um projeto para avaliagdo em

humanos.

Considerando-se que, de maneira geral, novas telas sdo desenvolvidas
sem estudos prévios adequados, ndo seria surpreendente que o conhecimento
sobre as mesmas fosse tdo limitado e tdo conflitante. Apesar disto, o0s
implantes continuam sendo realizados diariamente, e o cirurgido muitas vezes
sequer tem nocao da extensdo do efeito local e sistémico que a aposicao de

telas representa para o organismo do paciente.

A reacdo inflamatéria decorrente do implante de telas pode sofrer
variagbes decorrentes de uma séria de fatores, muitos dos quais ainda nao
estdo totalmente esclarecidos. As pesquisas sobre este tema, tal como o
nossa, podem, talvez no futuro, contribuir para que esta reacdo seja
adequadamente modulada com o objetivo de produzir um menor indice de
complicagBes pods-operatorias associado a uma cicatrizacdo mais adequada,
resultando em menos recidiva e melhor qualidade de vida para o paciente.

A avaliacdo da reacado inflamatoria e a da fibrose, decorrentes do
implante de telas intracavitarias, nas grandes hérnias hiatais, também
representaria uma perspectiva promissora para novos estudos, uma vez que
tais implantes ja sdo empregados em humanos e, potencialmente, podem

resultar em complicacdes graves ou mesmo fatais.

De maneira semelhante, estudos sobre 0 emprego de telas em grandes
defeitos da parede abdominal decorrentes de traumas graves ou de cirurgias
de grande porte, como resseccdes extensas de neoplasias e transplantes de
orgaos, poderiam ser muito interessantes e extremamente Uteis do ponto de

vista clinico.

As perspectivas e as possibilidades da realizacdo de novas pesquisas
sao inumeras e podem contribuir para o desenvolvimento e para a pratica da
Cirurgia, na realizagdo de um dos procedimentos mais comuns na maioria das

unidades hospitalares e até ambulatoriais.
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5 CONCLUSOES

1 — Na comparacéo entre as telas de polipropileno de alta densidade,
polipropileno + poliglactina de baixa densidade e polipropileno + titanio,
também de baixa densidade no periodo precoce (7°DPO), concluiu-se que:

- Nao houve diferencas na dosagem seéricas citocinas inflamatorias;

- Nao houve diferencas no escore quantitativo da analise histologica da
reacao inflamatéria nas telas citadas, porém, ocorreu maior invasao tecidual

pelo processo inflamatorio na tela de PP;

- Houve maior e melhor deposicao de colageno na tela de PP e menor
na tela de PP + PG;

- Houve maior expressdo imunohistoquimica do VEGF e da COX2 na

tela de PP e menor expressao destes marcadores na tela de PP + PG.

2 — Na comparacdo entre os resultados precoces (7°DPO) e tardios

(40°DPO), concluiu-se que:

- Houve aumento da reacédo inflamatéria tecidual na tela de PP + PG
tardiamente, enquanto as telas de PP e PP + Tl apresentaram inflamacéo

semelhante em ambos os periodos;

- Houve reducédo da deposicdo do colageno tardiamente em todas as
telas, mantendo-se, no entanto, a maior e a melhor deposicéo na tela de e de

PP em relacdo as demais mesmo no 40°DPO;

- Houve reducéo da expresséo imunohistoquimica do VEGF tardiamente

em todas as telas estudadas;

- Houve reducao da expressao imunohistoquimica da COX2 tardiamente

na tela de PP e manutencéo da mesma nas telas de PP + PG e PP + TI.
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5 ANEXOS

Anexo 1 — Aprovacédo do Comité de Etica e Pesquisa da UNIFESP (1).
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Sé&o Paulo, 29 de janeiro de 2010.
CEP 0042/10

limo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) CRISTINA GAMA PEREIRA LUCENA

Co-Investigadores: Marcelo Moura Linhares ( Orientador)

Disciplina/Departamento: Gastroenterologia Cirurgica/Medicina da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sao
Paulo

Patrocinador: Recursos Proprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Analise comparativa entre telas: reagao inflamatéria sérica e tecidual e
deposicédo de colageno precose e tardia”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: EXPERIMENTAL - CATEGORIA B - ESTUDO CRONICO.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Nao se aplica.

OBJETIVOS: Comparagao de 3 tipos diferentes de tela, todas possuindo polipropileno em sua constituigdo, em fases
precoce e tardia..

RESUMO: Trata-se e estudo experimental utilizando-se ratos da linhagem Wistar provenientes do CEDEME. Serado
utilizados 35 animais que serdo anestesiados através de ketamina e xilazina e eutanaziados por overdose de
anestesia..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Fundamentagao apresentada.

MATERIAL E METODO: Materiais e métodos adequadamente descritos.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: SEM FINANCIAMENTO EXTERNO.

CRONOGRAMA: 24 MESES.

OBJETIVO ACADEMICO: Doutorado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 24/1/2011 e 24/1/2012.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital Sao Paulo ANALISOU e APROVOU
o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteragao do projeto.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos 6rgaos competentes.

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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Anexo 2 — Auxilio a Pesquisa da FAPESP.

.JAPESP Processos de que o Pesquisador Participa

Domingo, 09 de Setembro de 2012

Interessado MARCELO MOURA LINHARES

Processos

Numero Tipo de Financiamento Titulo Participacédo Vigéncia Situacéo

2010/50830-1 Auxilio Pesquisa - Regular ANALISE Beneficiario 01/10/10 a 30/09/12 Concedido .

COMPARATIVA DA
INFLAMACAO E DA
MORFOMETRIA DO
COLAGENO PRECOCE
E TARDIA ENTRE AS
TELAS DE
POLIPROPILENO,
PLIPROPILENO +
POLIGLACTINA E
POLIPROPILENO +
TITANIO.
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Anexo 3 — Modelo da ficha clinica dos animais do experimento.

ANALISE COMPARATIVA DA INFLAMACAO E DA MORFOMETRIA
DO COLAGENO PRECOCE E TARDIA ENTRE AS TELAS DE
POLIPROPILENO, POLIPROPILENO + POLIGLACTINA E POLIPROPILENO

+ TITANIO

FORMULARIO - IDENTIFICACAO DOS ANIMAIS

ANIMAL PESO

DATA CIRURGIA

PRE-OPERATORIO IMEDIATO

IDADE

DATA REINTERVENCAO

VEGF TNFa IL10 IL6
lo DPO
VEGF TNFa IL10 IL6
70 DPO
VEGF TNFa IL10 IL6

COMPLICACOES

POI

1°/7°DPO

Obs:
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Anticorpo

POLICLONAL DE COELHO ANTI VEGF

Recuperacdo antigénica com o Trilogy, na
panela de pressao elétrica

1 cuba -15 min
2 cuba -5 min (panela desligada)

Lavar com agua destilada

2 banho de 2 min cada

Lavar com tampao PBS

3 banhos de 2 min cada

Agua oxigenada 10v

Lavar com agua corrente

10 min em temperatura ambiente

Lavar com agua destilada

2 min

Lavar com PBS

2 banhos de 2 min cada

Incubar com o anticorpo primario (pré-diluido)

3 banhos de 2 min cada

Overnight (na geladeira)

Lavar com PBS

No dia seguinte

Incubar com o polimero HISTOFINE

30min em temperatura ambiente

Lavar com PBS

Incubar com Dab ( 1 gota de cromdgeno em 1m
de tampao

3-5 mim em temperatura ambiente
olhar lamina por lamina se funcionou.

Obs:

Lavar com agua corrente

3 min

Lavar em agua destilada

2 banho de 2 min cada

Conntracorar co Hematoxilina

20 seg -1min

Lavar em agua corrente

3 min

Alcool 70%

1 banho -2 min

Alcool 92%

2 banhos — 2min cada

Alcool 100%

3 banhos- 2 min cada

Xilol

3 banhos — 2 min cada

Montar com Meio de Montagem
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Identificar as laminas

POLICLONAL DE COELHO COX2 R

Recuperacgdo antigénica com o Trilogy, na
panela de pressao elétrica

1 cuba -15 min
2 cuba -5 min (panela desligada)

Lavar com agua destilada

2 banho de 2 min cada

Lavar com tampao PBS

3 banhos de 2 min cada

Agua oxigenada 10v

Lavar com agua corrente

10 min em temperatura ambiente

Lavar com agua destilada

2 min

Lavar com PBS

2 banhos de 2 min cada

Incubar com o anticorpo primario (pré-diluido)

3 banhos de 2 min cada

Overnight (na geladeira )

Lavar com PBS

No dia seguinte

Incubar as laminas no primeiro reagente do Kit
LSAB anticorpo secundario Biotinilado

30min em temperatura ambiente

Lavar com PBS

Incubar as laminas no segundo reagente do Kit
LSAB, Streptoavidina peroxidase

30min em temperatura ambiente

Lavar com PBS

Revelar as laminas em Diamonobenzidine (Kit
DAB liquido/ DAKO)

3-5 mim em temperatura ambiente Obs:
olhar lamina por lamina se funcionou.

Lavar com agua corrente

3 min

Lavar em agua destilada

2 banho de 2 min cada

Conntracorar co Hematoxilina

20 seg -1min

Lavar em agua corrente

3 min

Alcool 70%

1 banho -2 min

Alcool 92%

2 banhos — 2min cada

Alcool 100%

3 banhos- 2 min cada

Xilol

3 banhos — 2 min cada

Montar com Meio de Montagem
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Anexo 6 — Resultados (1): Medidas resumo para a dosagem de citocinas
no 7°DPO

Tabela 1. Medidas-resumo das citocinas IL6, IL10 e TNF, nos momentos pré, 1°
dia PO e 7° dia PO, dos grupos A, B e C.

IL6 IL10 TNF
pré 1°diapo 7°diapo pré 1°diapo 7°diapo pré 1°diapo 7°diapo

grupo A
N 6 8 8 5 7 7 6 8 8
média 169,51 178,19 136,97 124,19 44,25 109,97 | 2,75 1,33 3,14
mediana 62,81 90,54 75,81 60,07 40,72 0,00 0,00 0,00 0,00
minimo 35,08 35,08 14,35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
méaximo 665,26 452,60 414,23 337,97 161,22 290,32 16,50 10,65 16,50
desvio-padrdo 247,55 164,07 146,44 150,34 57,89 139,10 6,74 3,77 5,74

grupo B
N 5 9 9 5 9 9 5 9 9
média 213,39 225,15 292,97 51,05 122,18 70,34 4,16 3,62 1,66
mediana 226,79 156,04 122,42 40,72 24,41 19,72 | 0,00 0,00 0,00
minimo 14,35 35,08 14,35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
méximo 452,60 645,89 1012,36 161,22 730,10 290,32 16,50 21,97 10,65
desvio-padrdo 189,98 224,73 342,52 66,07 234,78 98,24 7,15 7,73 3,66

grupo C
N 5 9 9 5 9 9 5 9 9
média 153,10 442,83 171,08 0,00 33,05 37,96 4,16 3,02 2,31
mediana 47,56 226,79 61,07 0,00 19,72 15,45 | 0,00 0,00 0,00
minimo 23,90 14,35 35,08 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
méaximo 568,41 1390,86 877,92 0,00 74,45 191,29 16,50 16,50 16,50
desvio-padrédo 233,54 494,38 271,43 0,00 32,27 64,28 7,15 6,16 5,51

Total
N 16 26 26 15 25 25 16 26 26
média 178,10 286,05 202,78 58,41 68,27 69,78 | 3,63 2,71 2,34
mediana 69,05 123,29 90,54 0,00 24,41 15,45 | 0,00 0,00 0,00
minimo 14,35 14,35 14,35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
maximo 665,26 1390,86 1012,36 337,97 730,10 290,32 16,50 21,97 16,50
desvio-padrdo 212,72 340,32 267,95 102,41 145,88 101,41 6,55 6,01 4,86
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Anexo 6 — Resultados (2): Reacao inflamatéria tecidual no 7°DPO.
Tabela 2: Distribuigdo dos itens relacionados a reacao inflamatoria tecidual dos
grupos A, Be C.

grupo A grupo B grupo C Total
Item A®
1 5 62,5% 4 44,4% 6 66,7% 15 57,7%
2 3 37,5% 5 55,6% 3 33,3% 11 42,3%
Total 8 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 26 100,0%
Item B®
2 4 50,0% 3 33,3% 5 55,6% 12 46,2%
3 4 50,0% 6 66,7% 3 33,3% 13 50,0%
4 - - - - 1 11,1% 1 3,8%
Total 8 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 26 100,0%
Item C°
1 1 12,5% 1 11,1% 1 11,1% 3 11,5%
2 2 25,0% 5 55,6% 7 77,8% 14 53,8%
3 1 12,5% 2 22,2% 1 11,1% 4 15,4%
4 4 50,0% 1 11,1% - - 5 19,2%
Total 8 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 26 100,0%
Item D°
2 3 37,5% 1 11,1% - - 4 15,4%
3 5 62,5% 8 88,9% 9 100,0% 22 84,6%
Total 8 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 26 100,0%
Item E®
1 - - 2 22,2% - - 2 7,7%
2 8 100,0% 1 11,1% 4 44,4% 13 50,0%
3 - - 5 55,6% 5 55,6% 10 38,5%
4 - - 1 11,1% - - 1 3,8%
Total 8 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 26 100,0%
Item F'
1 1 12,5% 6 66,7% 3 33,3% 10 38,5%
2 1 12,5% 3 33,3% 4 44,4% 8 30,8%
3 3 37,5% - - 2 22,2% 5 19,2%
4 3 37,5% - - - - 3 11,5%
Total 8 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 26 100,0%

4Camadas de células na periferia dos granulomas: 1: 01 a 04 camadas, 2: 05 a 09 camadas, 3: 10 a
30 camadas, 4: > 30 camadas. bRea(;éo inflamatéria no tecido do hospedeiro: 1: Tecido fibroso,
maduro, ndo denso, 2: Tecido fibroso imaturo, com fibroblastos e pouco colageno, 3: Tecido
granuloso e denso, com fibroblastos e muitas células inflamatérias, 4: Massa de células inflamatérias,
com tecido conjuntivo desorganizado. cResposta inflamatdria na superficie da tela: 1: Fibroblastos,
sem macrofagos ou células corpo estranho, 2: Focos isolados de macréfagos ou células corpo
estranho, 3: Uma camada de macréfagos e células corpo estranho, 4: Mdltiplas camadas de
macréfagos e células corpo estranho. “Maturac3o tecidual: 1: Tecido intersticial, maduro, denso,
semelhante ao conjuntivo ou adiposo normal, 2: Vasos sanguineos, fibroblastos e poucos macréfagos
no intersticio, 3: Células gigantes e inflamatérias, mas com tecido conjuntivo de permeio, 4: Intersticio
com células inflamatérias, sem tecido conjuntivo de permeio. *Presenca de células gigantes: 1:
Ausente, 2: Isoladas, 3: Em grupos de ate 3, 4: Em grupos superiores a 3. "Invasdo inflamatéria na
musculatura adjacente a tela: 1: Ausente, 2: Presenca de infiltrado inflamatério em focos isolados, 3:
Presencga de infiltrado inflamatdrio entre fibras musculares, 4: Presenca de infiltrado inflamatorio entre
feixes de fibras
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Anexo 6 — Resultados (3): Reacdao inflamatéria tecidual no 7°DPO.

bY

Tabela 3: Medidas-resumo dos escores dos itens relacionados a reagéo

inflamatoria tecidual dos grupos A, B e C.

item A item B item C item D item E item F
grupo A
N 8 8 8 8 8 8
média 1,38 2,50 3,00 2,63 2,00 3,00
mediana 1,00 2,50 3,50 3,00 2,00 3,00
minimo 1,00 2,00 1,00 2,00 2,00 1,00
maximo 2,00 3,00 4,00 3,00 2,00 4,00
desvio-padrao 0,52 0,53 1,20 0,52 0,00 1,07
grupo B
N 9 9 9 9 9 9
média 1,56 2,67 2,33 2,89 2,56 1,33
mediana 2,00 3,00 2,00 3,00 3,00 1,00
minimo 1,00 2,00 1,00 2,00 1,00 1,00
maximo 2,00 3,00 4,00 3,00 4,00 2,00
desvio-padrao 0,53 0,50 0,87 0,33 1,01 0,50
grupo C
N 9 9 9 9 9 9
média 1,33 2,56 2,00 3,00 2,56 1,89
mediana 1,00 2,00 2,00 3,00 3,00 2,00
minimo 1,00 2,00 1,00 3,00 2,00 1,00
maximo 2,00 4,00 3,00 3,00 3,00 3,00
desvio-padrao 0,50 0,73 0,50 0,00 0,53 0,78
Total
N 26 26 26 26 26 26
média 1,42 2,58 2,42 2,85 2,38 2,04
mediana 1,00 3,00 2,00 3,00 2,00 2,00
minimo 1,00 2,00 1,00 2,00 1,00 1,00
maximo 2,00 4,00 4,00 3,00 4,00 4,00
desvio-padrao 0,50 0,58 0,95 0,37 0,70 1,04

p 0,612° 0,764 0,134 0,101 0,0872 0,006

®teste de Kruskal-Wallis
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Tabela 4: Medidas-resumo da somal (A+B+C+D) e soma2 (A+B+C+D+E+F)

dos itens relacionados a reacao inflamatoria tecidual dos grupos A, B e C.

A+B+C+D A+B+C+D+E+F
grupo A N 8 8
média 9,5 14,5
mediana 9,5 14,5
minimo 8,0 11,0
maximo 11,0 17,0
desvio-padrao 1,4 2,1
grupo B N 9 9
média 9,4 13,3
mediana 10,0 14,0
minimo 7,0 9,0
maximo 11,0 15,0
desvio-padrao 1,1 19
grupo C N 9 9
média 8,9 13,3
mediana 9,0 14,0
minimo 7,0 10,0
maximo 10,0 15,0
desvio-padrao 1,1 1,8
Total N 26 26
média 9,3 13,7
mediana 9,0 14,0
minimo 7,0 9,0
maximo 11,0 17,0
desvio-padrao 1,2 19
p 0,509° 0,380°

Anélise de Variancia (ANOVA) com 1 Fator Fixo



Anexo 6 — Resultados (5): Morfometria do colageno no 7°DPO.

Tabela 5: Medidas-resumo do colageno dos grupos A, B e C.

63

grupo N média mediana minimo maximo desvio-padréo
A 7 33,62 36,21 22,62 40,50 6,43
B 8 20,89 22,42 4,38 36,99 9,94
C 9 26,27 27,78 13,71 40,84 8,55

Total 24 26,62 26,87 4,38 40,84 9,63
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Anexo 6 — Resultados (6): Imunohistoquimica para VEGF e COX2 no

7°DPO.

Tabela 6: Distribuicdo dos escores de VEGF e COX2 dos grupos A, B e C.

grupo A grupo B grupo C Total
VEGF
4 - - 6 66,7% 2 22,2% 8 30,8%
5 - - 3 33,3% 3 33,3% 6 23,1%
6 1 12,5% - - 4 44,4% 5 19,2%
7 7 87,5% - - - - 7 26,9%
Total 8 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 26 100,0%
COX2
0 - - 3 33,3% - - 3 11,5%
2 - - 4 44,4% - - 4 15,4%
3 - - 2 22,2% 3 33,3% 5 19,2%
4 1 12,5% - - 2 22,2% 3 11,5%
5 3 37,5% - - 3 33,3% 6 23,1%
6 4 50,0% - - 1 11,1% 5 19,2%
Total 8 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 26 100,0%

Tabela 7: Medidas-resumo dos escores de VEGF e COX2 dos grupos A, B e C.

VEGF COX2
grupo A N 8 8
média 6,9 5,4
mediana 7,0 5,5
minimo-maximo 6,0-7,0 4,0-6,0
desvio-padrao 0,4 0,7
grupo B N 9 9
média 4,3 1,6
mediana 4,0 2,0
minimo-maximo 4,0-5,0 0,0-3,0
desvio-padrao 0,5 1,2
grupo C N 9 9
média 52 4,2
mediana 5,0 4,0
minimo-maximo 4,0-6,0 3,0-6,0
desvio-padrao 0,8 1,1
Total N 26 26
média 54 3,7
mediana 5,0 4,0
minimo-maximo 4,0-7,0 0,0-6,0
desvio-padrao 1,2 1,9
p <0,001% <0,001%

®teste de Kruskal-Wallis
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Anexo 6 — Resultados (7): Comparacao entre o 7°DPO e 40°DPO: reacao
tecidual.

Tabela 8: Distribuicdo dos itens relacionados a reacao inflamatdria tecidual nos
periodos de sacrificio 7° dia PO e 40° dia PO dos grupos A, B e C.

grupo A grupo B grupo C
70diaPO 40o0diaPO 7o0diaPO 400diaPO 7odiaPO 400 diaPO

ItemA* 1 5 625% 5 556% 4 444% 1 11,1% 6 66,7% 2 20,0%
2 3 375% 4 444% 5 556% 6 667% 3 333% 8 80,0%
3 - - - - - - 2 22.2%

Total 8 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 10 100,0%
ltemB® 2 4 50,0 4 444% 3 33,3% - - 5 556% 7 70,0%
3 4 500% 5 556% 6 667% 5 556% 3 333% 2 20,0%
4 - - - - - - 4 444% 1 11,1% 1 10,0%
Total 8 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 10 100,0%
ltemC® 1 1 125% - - 1 11,1% - - 1 11,1% - -
2 2 250% 7 778% 5 556% 1 11,1% 7 77,8% 3 30,0%
3 1 125% 2 222% 2 222% 2 222% 1 11,1% 6 60,0%
4 4 500% - - 1 11,1% 6 66,7% - - 1 10,0%
Total 8 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 10 100,0%
temD* 1 - - 1 11,1% - - - - - - - -
2 3 375% 7 778% 1 111% 2 222% - - 6 60,0%
3 5 625% 1 11,1% 8 889% 5 556% 9 100,0% 3 30,0%
4 - - - - - - 2 222% - - 1 10,0%
Total 8 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 10 100,0%
ltemE® 1 - - - 2 222% - - - - - -
2 8 100,0% 9 100,0% 1 11,1% - - 4 444% - -
3 - - - - 5 556% 2 222% 5 556% 6 60,0%
4 - - - - 1 111% 7 77,8% - - 4 40,0%
Total 8 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 10 100,0%
temF 1 1 12,5% - - 6 66,7% - - 3 333% 3 30,0%
2 1 125% 2 222% 3 333% 1 143% 4 444% 3 30,0%
3 3 375% 2 222% - - 4 571% 2 222% 2 20,0%
4 3 375% 5 556% - - 2 286% - - 2 20,0%
Total 8 100,0% 9 100,0% 9 100,0% 7 100,0% 9 100,0% 10 100,0%

dCamadas de células na periferia dos granulomas: 1: 01 a 04 camadas, 2: 05 a 09 camadas, 3: 10 a
30 camadas, 4: > 30 camadas. bReac;élo inflamatdria no tecido do hospedeiro: 1: Tecido fibroso,
maduro, ndo denso, 2: Tecido fibroso imaturo, com fibroblastos e pouco colageno, 3: Tecido
granuloso e denso, com fibroblastos e muitas células inflamatdrias, 4. Massa de células inflamatérias,
com tecido conjuntivo desorganizado. CResposta inflamatdria na superficie da tela: 1: Fibroblastos,
sem macrofagos ou células corpo estranho, 2: Focos isolados de macrofagos ou células corpo
estranho, 3: Uma camada de macréfagos e células corpo estranho, 4: Mdultiplas camadas de
macroéfagos e células corpo estranho. “Maturac3o tecidual: 1: Tecido intersticial, maduro, denso,
semelhante ao conjuntivo ou adiposo normal, 2: Vasos sanguineos, fibroblastos e poucos macréfagos
no intersticio, 3: Células gigantes e inflamatdrias, mas com tecido conjuntivo de permeio, 4: Intersticio
com células inflamatérias, sem tecido conjuntivo de permeio. *Presenca de células gigantes: 1:
Ausente, 2: Isoladas, 3: Em grupos de ate 3, 4: Em grupos superiores a 3. fInvasdo inflamatéria na
musculatura adjacente a tela: 1: Ausente, 2: Presenca de infiltrado inflamatério em focos isolados, 3:
Presencga de infiltrado inflamatdrio entre fibras musculares, 4: Presenca de infiltrado inflamatério entre
feixes de fibras
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Anexo 6 — Resultados (8): Comparacao entre o 7°DPO e 40°DPO: reacao
tecidual.

Tabela 9: Medidas-resumo dos escores dos itens relacionados a reacao
inflamatoria tecidual nos periodos de sacrificio 7° dia PO e 40° dia PO dos

grupos A, Be C.

itemA itemB itemC itemD itemE item F

grupo A 7o dia PO N 8 8 8 8 8 8
média 1,38 2,50 3,00 2,63 2,00 3,00
mediana 1,00 2,50 3,50 3,00 2,00 3,00
minimo 1,00 2,00 1,00 2,00 2,00 1,00
maximo 2,00 3,00 4,00 3,00 2,00 4,00
desvio-padrdo 0,52 0,53 1,20 0,52 0,00 1,07
400 dia PO N 9 9 9 9 9 9
média 1,44 2,56 2,22 2,00 2,00 3,33
mediana 1,00 3,00 2,00 2,00 2,00 4,00
minimo 1,00 2,00 2,00 1,00 2,00 2,00
méximo 2,00 3,00 3,00 3,00 2,00 4,00
desvio-padrdo 0,53 0,53 0,44 0,50 0,00 0,87
p 0,815¢c 0,888c 0,167c 0,059c >0,999c 0,541c

grupo B 7o dia PO N 9 9 9 9 9 9
média 1,56 2,67 2,33 2,89 2,56 1,33
mediana 2,00 3,00 2,00 3,00 3,00 1,00
minimo 1,00 2,00 1,00 2,00 1,00 1,00
méaximo 2,00 3,00 4,00 3,00 4,00 2,00
desvio-padrdo 0,53 0,50 0,87 0,33 1,01 0,50
400 dia PO N 9 9 9 9 9 7
média 2,11 3,44 3,56 3,00 3,78 3,14
mediana 2,00 3,00 4,00 3,00 4,00 3,00
minimo 1,00 3,00 2,00 2,00 3,00 2,00
méaximo 3,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
desvio-padrdo 0,60 0,53 0,73 0,71 0,44 0,69
p 0,113c 0,024c 0,011c 0,796¢c 0,006c <0,001c

grupo C 7o dia PO N 9 9 9 9 9 9
média 1,33 2,56 2,00 3,00 2,56 1,89
mediana 1,00 2,00 2,00 3,00 3,00 2,00
minimo 1,00 2,00 1,00 3,00 2,00 1,00
maximo 2,00 4,00 3,00 3,00 3,00 3,00
desvio-padrdao 0,50 0,73 0,50 0,00 0,53 0,78
400 dia PO N 10 10 10 10 10 10
média 1,80 2,40 2,80 2,50 3,40 2,30
mediana 2,00 2,00 3,00 2,00 3,00 2,00
minimo 1,00 2,00 2,00 2,00 3,00 1,00
maximo 2,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
desvio-padrdao 0,42 0,70 0,63 0,71 0,52 1,16
p 0,095¢ 0,661c 0,017c¢ 0,065¢c 0,013c 0,797c

‘teste de Mann-Whitney
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Anexo 6 — Resultados (9): Comparacao entre o 7°DPO e 40°DPO: reacao
tecidual.

Tabela 10: Medidas-resumo da somal (A+B+C+D) e soma2 (A+B+C+D+E+F)
dos itens relacionados a reacao inflamatoria tecidual nos periodos de sacrificio
7° dia PO e 40° dia PO dos grupos A, B e C.

A+B+C+D A+B+C+D+E+F
grupo A 70 dia PO N 8 8
média 9,5 14,5
mediana 9,5 14,5
minimo 8,0 11,0
maximo 11,0 17,0
desvio-padréao 1.4 2,1
400 dia PO N 9 9
média 8,2 13,6
mediana 8,0 14,0
minimo 7,0 12,0
maximo 9,0 15,0
desvio-padrao 0,8 11
p 0,047° 0,265°
grupo B 70 dia PO N 9 9
média 9,4 13,3
mediana 10,0 14,0
minimo 7,0 9,0
maximo 11,0 15,0
desvio-padréo 1,1 1,9
400 dia PO N 9 9
média 12,1 18,3
mediana 13,0 19,0
minimo 8,0 12,0
maximo 15,0 21,0
desvio-padrao 2,0 2,6
p 0,003° <0,001°
grupo C 70 dia PO N 9 9
média 8,9 13,3
mediana 9,0 14,0
minimo 7,0 10,0
maximo 10,0 15,0
desvio-padréo 1,1 1,8
400 dia PO N 10 10
média 9,5 15,2
mediana 9,5 14,5
minimo 7,0 11,0
maximo 13,0 19,0
desvio-padréo 1,6 2,7
p 0,341° 0,095

%teste t-Student para amostras independentes



68

Anexo 6 — Resultados (10): Comparacdo entre o 7°DPO e 40°DPO:
colageno.

Tabela 11: Medidas-resumo do colageno nos periodos de sacrificio 7° dia PO e
40° dia PO dos grupos A, B e C.

N média mediana minimo maximo desvio-padrdo p
grupoA  7o0diaPO 7 33,00 36,00 22,00 40,00 6,51 <0,001°
40odiaPO 9 11,89 13,00 7,00 19,00 3,79
grupoB  70diaPO 8 20,25 22,00 4,00 36,00 9,84 0,004°
400 diaPO 10 6,20 5,00 3,00 13,00 3,08
grupoC 7o0diaPO 9 25,78 27,00 13,00 40,00 8,58 <0,001°
400 diaPO 10 7,40 7,00 4,00 12,00 2,88

%teste t-Student para amostras independentes
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Anexo 6 - Resultados (11): Comparacédo entre o 7°DPO e 40°DPO:

imunohistoquimica para VEGF e COX2.

Tabela 12: Distribuicdo dos escores de VEGF e COX2 nos periodos de
sacrificio 7° dia PO e 40° dia PO dos grupos A, B e C.

grupo A grupo B grupo C
70 dia PO 400 dia PO 70 dia PO 400 dia PO 70 dia PO 400 dia PO
VEGF

0 - - - - - - - - - - 3  30,0%

2 - - 2 222% - - 5 50,0% - - 3  30,0%

3 - - 3 333% - - 5 50,0% - - 3  30,0%

4 - - 4 444% 6 66,7% - - 2 222% 1 10,0%

5 - - - - 3 33,3% - - 3 33,3% - -

6 1 125% - - - - - - 4  44,4% - -

7 7 875% - - - - - - - - - -
Total 8 100,0% 9 100,0% 9 100,00 10 100,0% 9 100,0% 10 100,0%
COX2

0 - - - - 3 33,3% - - - - - -

2 - - 1 20,0% 4 44,4% 2 40,0% - - - -

3 - - 2 40,0% 2 22,2% - - 3 33,3% - -

4 1 125% 1 20,0% - - 3 60,0% 2 22,2% 1 20,0%

5 3 375% 1 20,00 - - - - 3 33,3% 4 80,0%

6 4 50,000 - - - - - - 1 11,1% - -
Total 8 100,00 5 100,0% 9 100,06 5 100,0% 9 100,0% 5 100,0%
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Anexo 6 — Resultados (12): Comparacdo entre o 7°DPO e 40°DPO:

imunohistoquimica para VEGF e COX2.

Tabela 13: Medidas-resumo dos escores de VEGF e COX2 nos periodos de
sacrificio 7° dia PO e 40° dia PO dos grupos A, B e C.

VEGF COX2
grupo A 70 dia PO N 8 8
média 6,9 54
mediana 7,0 5,5
minimo 6,0 4,0
maximo 7,0 6,0
desvio-padrao 0,4 0,7
400 dia PO N 9 5
média 3,2 3,4
mediana 3,0 3,0
minimo 2,0 2,0
maximo 4,0 5,0
desvio-padréao 0,8 11
<0,001° 0,011°
grupo B 70 dia PO N 9 9
média 4,3 1,6
mediana 4,0 2,0
minimo 4,0 0,0
maximo 5,0 3,0
desvio-padrao 0,5 1,2
400 dia PO N 10 5
média 2,5 3,2
mediana 2,5 4,0
minimo 2,0 2,0
maximo 3,0 4,0
desvio-padréo 0,5 1,1
<0,001° 0,060°
grupo C 70 dia PO N 9 9
média 5,2 4,2
mediana 5,0 4,0
minimo 4,0 3,0
maximo 6,0 6,0
desvio-padréo 0,8 1,1
400 dia PO N 10 5
média 1,9 4.8
mediana 2,0 5,0
minimo 0,0 4,0
maximo 4,0 5,0
desvio-padréo 1,4 0,4
<0,001° 0,364°

‘teste de Mann-Whitney
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ABSTRACT

Purpose: Hernia repair is a very frequent surgery. Although mesh implants reduced
post-operative recurrence, it also has raised complications what are specially related
with inflammatory host tissue response. Many authors have researched about this
topic, but currently there is no an ideal mesh. This study aims to compare the serum
and tissue inflammatory responses and collagen deposition caused by three different
meshes, all made of polypropylene, on early and late postoperative. Methods: Thirty
Wistar rats were divided into three groups. In group A, a heavyweight polypropylene
mesh was implanted in a defect created on the muscular abdominal wall. In groups B
and C, lightweight polypropylene mesh was used in associations with an absorbable
(polyglactin) and a no absorbable material (titanium), respectively. Immediately before
the operation and on the first postoperative, and 7th postoperative days (PO), pro-
inflammatory cytokines were assayed. The animals were sacrificed on 7"
postoperative day (PO) and the region of the implanted mesh was biopsied.
Hematoxylin-eosin and trichromic of Masson colorations were employed to value the
tissue inflammatory reaction with a numeric scale for objective scoring.
Imunohistochemistry for VEGF and COX2 was made and numeric scales are also
employed to score. For collagen deposition study, picrosirius was employed with data
reading using the Image Tool computer program. The results on 7" PO were compared
with those noticed on 40" PO by our group another research which used the same
methodology. Statistics software: Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
version 19.0 for Windows, R-Program version 2.11.1. Results: Cytokines: there were no
statistically significant differences between the groups. On 7" PO there were no
histologic inflammatory reaction statistically significant differences between the
groups. However, when these results were compared with those on 40" PO, there was
an increased inflammation in the group B (p<0,001). Imunohistochemistry: on 7" PO,
there was a VEGF (p<0,001) and COX2 (p<0,001) high expression in group A. On 40"
PO, there was reduction of VEGF (p<0,001) expression in all groups and COX2
expression reduction in group A (p=0,011), but not in groups B and C. Collagen: there
was a better and a more intense collagen deposition, on 7" PO, in group A (p=0,023)
and a worst and less intense in group B. On 40™ PO, there was a collagen deposition
reduction for all groups, however group A continued with the better collagen
deposition. Conclusions: 1 - There was a similar histologic inflammatory response, a
higher expression of VEGF and COX2 in addition to collagen deposition more intense,
in heavyweight polypropylene mesh on 7™ PO. On 40" PO, this mesh presented the
same inflammatory response, VEGF and COX2 falls and collagen reduction. 2 - The
polypropylene + polyglactin mesh presented similar histologic inflammatory response,
lower expression of VEGF and COX2 in tissue and less deposition of collagen on 7" pO.
On 40™ PO there was an increase of inflammatory response; collagen deposition and



VEGF were reduced, but not COX2. 3 — Lightweight polypropylene + titanium mesh
presented intermediate results in relation to the others groups with similar
inflammatory reaction on 7" and 40" PO and VEGF and collagen reduction on 40" PO.
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