UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA: CIENCIAS CIRURGICAS

$
UFRGS

UMNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRAMDE DO SUL

DISSERTACAO DE MESTRADO

RETRACAO E FIBROPLASIA EM PROTESE DE POLIPROPILENO

ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS

Mestrando: LUCIANO ZOGBI DIAS

Orientador: Prof. Dr. MANOEL ROBERTO MACIEL TRINDADE

Porto Alegre, 2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA: CIENCIAS CIRURGICAS

$
UFRGS

UNIYERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRAMDE DO SUL

DISSERTACAO DE MESTRADO

RETRACAO E FIBROPLASIA EM PROTESE DE POLIPROPILENO

ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS

Mestrando: LUCIANO ZOGBI DIAS

Orientador: Prof. Dr. MANOEL ROBERTO MACIEL TRINDADE

Porto Alegre, Brasil.

2009



APRESENTACAO

Este trabalho consiste na dissertacio de mestrado intitulada RETRACAO E
FIBROPLASIA EM PROTESE DE POLIPROPILENO — ESTUDO EXPERIMENTAL EM
RATOS, apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em Medicina: Ciéncias Cirlrgicas, da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em 25 de novembro de 2009.



BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Antonio Olivio Valoria Portella, Universidade Federal do Rio Grande - FURG
Prof. Dr. Armando Jose d’ Acampora, Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC
Prof. Dr. Cleber Dario Pinto Kruel, Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS

Prof. Dr. Daniel de Carvalho Damin, Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS



SUMARIO

RESUMO ...ttt ettt ettt e st e e b e e e R4t e s be e e b e e a4 Re e ea b e e b4 e e Rae e A be e e R e e e R be e oAb e e ReenRb e e beenaeeen b e e teeenneean 6
INTRODUGAO........cooieeeeeeeteeeeses e esese st e e s s s sttt s st sean e 7
(O] | I Y © PP TR ORI 10
V1= T 5T 1 TP 10
LOCAL DE REALIZAQAO .................................................................................................................................... 10
1Y 3 ¥ SO PSPPSR 10
GRUPOS DE ESTUDO......cctiiiiieieitteiiese e steestesteaseesteseeseesseestesseeaseesaessaessessaessesssassesssesseensessessesssessesssessensesssenenns 11
Y I I USSR 12
IMBEETTAT PrOTELICO ...ttt bbb bbbtk b ekt e bbbt s et ne et ne et e ebe st ebe e et e 12

LETe pLTor: W] U o (o H TSSOSO P RSOV S PRSPPI 12
PERIODOS DE OBSERVACGAOQ .....ooovoieeceieeeee e et es s se s ass st ses e s sanaanaanensen s 13
NECROPSIA .ottt et e st e e s bt e e te e be e st e e e s te e beeeR b e e aase e te e e R aeaabe e beeeReeeabe e s nbeeanee e bt e araeenbeenree s 14
ANALISE HISTOLOGICA ...ttt s sttt sttt et s e 15
RV L VY= I o] 1o 1 (0 VOSSPSR 15
VATTAVEIS GESTECNO .....viiiic ettt ettt et e e be e b e s b e s be e beebesbesbesbe b et ensebeebesbeeseeraeaeerenras 15
QUESTOES ETICAS ...ttt e ee e e et ee s ee s e s ee s ee e s s e eeeeseon 16
RESULTADOS ...ttt sttt b e bbbt e b e e bt e bt e e h b e e bt e ekt e e h bt e ke e eb b e e s bt e e b e e nhbe e e sbeenbeenbb e e beennneenns 16
ANALISE MACROSCOPICA ...ttt s s 17
L]0 Lo 00 I (o T W RS PRSSSN 17

O] U oo R (o T T2 ) OO RS RTEORT P STO PP RPRPO 18

LCT U oo R (e TT- 1 0 TSP TR RTOR SRR 19
ANALISE MICROSCOPICA ...ttt 21
INBULTOTIIOS ...ttt ettt ettt et e et e e e st ebeebeebe et e eteebeebeebesae et entesseseereebse s ensebeebesaesreeteseenns 21
LENTOCITOS ...ttt ettt sttt ettt et st et e st e e beebe st e et et e s b eseeaeebeebesbeebeebeebeebeebesbe s ensesseseebeessessensebeebesbestesbeseenns 21

Yo Ted o] = To (oSSR PSTPIPRTPURN 23
0L [U] =TS0 1o = a1 L PSRRI 25
DISCUSSAOD......cocoreiimriisiissise st ese s s s 28
y L L0 1 1 =1 TP 28
CICATRIZA(;AO ..................................................................................................................................................... 29
RETRAGAO DA PROTESE ..ottt sttt sttt sttt en s st teson 31
CONCLUSOES .......oorioiiieiseese i8558 35
REFERENCIAS ..ottt st st 36
F A I (ET@ @ T g [ 1\ IS 43



RESUMO

Introducdo. O tratamento de hérnia, independentemente do sitio anatbmico e da técnica
utilizada, geralmente envolve o uso de proteses, que, apesar de sua indiscutivel vantagem em
permitir um reforgco seguro, podem causar complicacdes. Um exemplo € a possivel retracdo, que
ocasiona desconforto e recidiva da hérnia. Dentro de muitos biomateriais disponiveis, o
polipropileno permanece sendo o mais utilizado. O objetivo deste estudo € avaliar o grau de
retracdo da tela de polipropileno, bem como as reagdes histoldgicas que acompanham este
fendmeno.

Métodos. Foram inseridas telas de polipropileno (Marlex”) anteriormente & aponeurose
abdominal integra de 25 ratos Wistar (Ratus novergicus albinus). Os animais foram divididos em
grupos e reintervidos em 7, 28 e 90 dias, para afericdo das dimensdes das proteses e calculo da
area final. A analise histologica foi realizada com hematoxilina-eosina para avaliacdo de
neutrofilos, macrofagos, gigantocitos e linfécitos circundando os fios da tela, em 10 campos
aleatorios de cada lamina.

Resultados. Em 7 dias da insercdo das telas, a taxa media de retracdo foi de 1,75% (p 0,64); em
28 dias foi de 3,75% (p 0,02) e em 90 dias foi de 2,5% (p 0,01). Quanto a analise histoldgica,
houve um declinio total de neutréfilos e um aumento progressivo de macrdfagos, células gigantes
e linfécitos, proporcional ao tempo pos-implantacdo da malha (p < 0,05).

Conclusao. Houve retracéo estatisticamente significativa de 3,75% aos 28 dias e de 2,5% aos 90
dias de insercdo da protese. HA uma seqiéncia de eventos celulares bem estabelecidos, tendo
como destino a sintese de um novo tecido conjuntivo de reforco sobre a tela.

Descritores: Hérnia; Telas cirargicas; Parede abdominal; Modelos animais; Cicatrizacdo de

feridas.



INTRODUCAO

A cirurgia da hérnia esta entre os procedimentos mais freqiientes na rotina do cirurgido
geral. O detalhado conhecimento de sua anatomia, postulando uma fisiopatogenia aparentemente
simples, traz a falsa idéia de ser uma doenca facilmente curavel. Tendo em vista a fragilidade do
tecido conjuntivo, seja por alteragdes ambientais, constitucionais do metabolismo do colageno,
ou mesmo inerente ao processo de envelhecimento, tornou-se evidente a necessidade de um
material de reforco interposto na zona de correcdo de uma hérnia, pois reconhecidamente a mera

sutura fascial primaria apresentava indices de recidiva acima de 10%. ***

Uma ampla diversidade de materiais foi posta em estudo e em uso com este proposito,
sendo o polipropileno o mais difundido no mundo. E também o mais utilizado, tanto para uso

clinico, quanto em grupos controle de experimentos para testar novos biomateriais.*?®

2323 o amplamente estudado por Falci®® e Lichtenstein,?® suas

Introduzido inicialmente por Usher
malhas sdo compostas por fios monofilamentados produzidos pela polimerizacdo do
polipropileno, um derivado do gas propano. Estudos demonstram que a forca ténsil do
polipropileno implantado em tecido organico mantém-se inalterada ao longo do tempo e sdo
facilmente esterilizaveis em autoclave, sem alterar suas propriedades.

Dispostas em diversas marcas e modelos, as telas desenvolvidas para uso em
hernioplastias sdo asperas, semi-rigidas e ligeiramente elasticas. Apresentam uma espessura
aproximada de 0,5mm, trancadas em uma configuracéo tal que formam multiplos poros maiores

do que 100 um e permitem elasticidade em ambas as direcdes.*?’



Figura 1. Fotomicrografia de aumento de tela de polipropileno. Barra de calibragcdo: 1mm (Fonte: Laboratdrio de

Biologia da Universidade Federal do Rio Grande — FURG).

E através dos poros presentes na tela que se infiltram os fibroblastos, células do tecido
conectivo responsaveis pela deposicdo de fibras coldgenas e conseqiente construcdo de tecido
conjuntivo denso ndo modelado, integrando a protese ao organismo e promovendo uma retracao
da mesma tal qual ocorre num processo cicatricial normal. Quanto maior o diametro dos poros,
maiores e mais répidas serdo a fibroplasia, a angiogénese e a entrada de células
imunocompetentes, protegendo de germes infectantes.?®%*

Estando entre as cirurgias mais realizadas no mundo, seja pelo acesso

videolaparoscdpico ou pela abordagem convencional, as hernioplastias com o uso de proteses,



especialmente as de polipropileno, decididamente tornaram-se a forma preferencial de
tratamento, pela sua facilidade, rapidez, baixa morbidade e baixo indice de recidiva.t % 232" 3543
Todavia, a implantacdo de amplas malhas sintéticas tem sido associada a algumas
complicacdes, como a inducdo de seromas, infeccdes bacterianas tardias, e retracdo da tela. Esta
ultima é um fendmeno bem documentado que costuma ocorrer dentro de 2 meses apos a
implantacdo da prétese. Sua causa € desconhecida, mas sugere-se que ocorra como resultado do
crescimento tecidual no interior da malha e tem sido associado a desconforto, dor e recorréncia
da hérnia. Os estudos experimentais que buscam avaliar a contracdo ou ndo das malhas
sintéticas, quantificar esta alteracdo e desvendar 0 seu exato mecanismo Sa0 poucos e com
resultados bastante variaveis. Alguns trabalhos apresentam, inclusive, resultados contraditorios,
referindo paradoxalmente a expanséo da tela e de seus poros. 3+ 374349
Saber se uma protese retrai e em que proporcao € de grande valia, para que o cirurgido
deixe margem de seguranca adequada de tela, evitando o seu estiramento em demasia, para que a
reconstituicdo permaneca livre de tensdo. Do contrario, uma malha de dimensédo
inadequadamente pequena, ao retrair, possibilitaria uma maior chance a recidiva da hérnia. Por
outro lado, margens excessivamente grandes aumentam a quantidade de corpo estranho e

desconforto ao paciente. Assim sendo, é importante ter o conhecimento da taxa de retragdo do

material.



OBJETIVOS
1) Verificar e quantificar a existéncia de retracdo da tela e

2) Estudar as alteracdes celulares durante o processo de fibroplasia.

METODOS

LOCAL DE REALIZACAO
O estudo foi realizado na Unidade de Experimentacdo Animal (UEA) do Centro de
Pesquisa (CP) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), com financiamento do Fundo de

Incentivo a Pesquisa e Eventos (FIPE).

AMOSTRA

Foram utilizados 25 ratos Wistar (Ratus novergicus albinus) do sexo masculino, com 3
meses de idade, pesando em média 324g (DP 28g, 1C95% 312-3369), mantidos em condi¢des de
temperatura constante e ciclos dia/noite controlados, manejados em concordancia com 0s
preceitos estabelecidos no Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Os ratos foram mantidos na Unidade de Experimentacdo Animal (UEA) do Centro de
Pesquisas (CP) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), alojados em gaiolas de
plastico, com as dimensfes de 40 x 30 x 16 cm, com no maximo 5 ratos em cada unidade,
recebendo racédo e agua ad libitum e com ciclos de sono de 12h. A sala do referido biotério foi
sempre mantida com fluxo de ar continuo, livre de barulho, com umidade relativa do ar de 75,0%

e temperatura ambiental de aproximadamente 22°C (fig.2).
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Fig.2. Fotografia do medidor de temperatura e umidade relativa do ar no alojamento dos ratos.

GRUPOS DE ESTUDO

Os animais (n=25) foram distribuidos em trés grupos (fig. 3), de acordo com a data de

afericdo e coleta do material: oito no sétimo dia p6s-operatério (grupo 1); oito no vigésimo

oitavo (grupo 2); e nove no nonagésimo dia (grupo 3), para avaliagdo morfol6gica (macro e

microscopica).

TOTAL:
25 RATOS
1 1
GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
7 DIAS 28 DIAS 90 DIAS
8 RATOS 8 RATOS 9 RATOS

Fig. 3. Organograma representativo dos grupos de estudo.

11



IMPLANTE
Material protético

Prétese de polipropileno monofilamentar de alta-densidade.*

Técnica cirurgica

Todos os ratos foram operados dentro da seguinte padronizagdo: (a) indugéo
anestésica com xilazina (7mg/Kg) e cetamina (90mg/Kg) intra-peritoneal; (b) tricotomia com
cortador elétrico na face anterior do abdome; (c) imobilizacdo em decubito dorsal horizontal, em
prancha cirargica para pequenos roedores. (d) Antissepsia da parede abdominal anterior com
povidona-iodo; (e) protecdo do campo operatério com pano esterilizado fenestrado; (f)
infiltracdo de tecido subcutaneo com bupivacaina a 2% com vasoconstritor no local a ser
incisado, localizado a linha media; (g) incisdo mediana de pele e tecido subcutaneo, com 2 a 3cm
de extensao; (h) disseccdo do tecido subcutaneo da aponeurose, expondo-a o suficiente para (i)
insercdo de protese de polipropileno de 2 x 2cm na face anterior da aponeurose; (h) fixacdo da
tela com pontos separados de Nylon 4.0, constituidos de 5 semi-nos cada, em seus quatro cantos,
de forma a manté-la lisa e esticada (fig. 4); (i) fechamento com pontos intra-dérmicos separados,
do mesmo fio, sem curativo. Cada operacao foi fotografada detalhadamente, com resolucéo de
2.816 x 2.112 pixels e funcdo super-macro ativada.

Os principios de assepsia foram rigorosamente observados, bem como a dissecc¢ao

meticulosa dos tecidos. Nao foi utilizado eletrocautério, nem antibioticos profilaticos.

' Marlex ® (Bard, UK)
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Fig. 4. Fotografia mostra protese de polipropileno fixada a fascia anterior.

PERIODOS DE OBSERVACAO

O periodo pos-operatorio imediato deu-se em incubadora, com fonte de
aquecimento e agua liberadas. Nenhum rato sofreu entubacéo ou qualquer tipo de acesso venoso.
Ap0s estarem plenamente acordados, retornavam para suas gaiolas originais, com dimensdes de
40 x 30 x 16 cm, contendo até 5 ratos em cada unidade, recebendo racéo e agua ad libitum, com
ciclos de sono de 12h, com fluxo de ar continuo, livre de barulho, com umidade relativa do ar de
75,0% e temperatura ambiente em torno de 22°C. Todos eram avaliados diariamente em busca de

complicacdes locais e/ou sistémicas.
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NECROPSIA

Os ratos foram submetidos a morte indolor assistida em camara de CO; nas datas pré-
determinadas. Apds a constatacdo do 6bito, cada animal foi novamente pesado, submetido a
nova depilacdo e colocado na mesa cirurgica.

O ato cirurgico da necropsia ocorreu da seguinte forma: (a) incisdo mediana ampla, com
prolongamentos laterais nas extremidades; (b) disseccdo do tecido subcutédneo da tela e da
aponeurose; (¢) mensuracao das dimensdes das arestas verticais e das arestas horizontais da tela;
(d) fotografia digital com resolucéo de 2.816 x 2.112 pixels em funcdo super-macro ativada; (e)
ressec¢do da parede abdominal em toda a sua espessura sob a tela, juntamente com a mesma, em
bloco (fig.5); (f) armazenamento da peca em solucdo de formalina tamponada a 10%, em

recipientes apropriados e devidamente identificados.

Fig.5. Fotografia de protese integrada a parede abdominal, completamente removida.
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ANALISE HISTOLOGICA
No laboratorio de Patologia do Centro de Pesquisas do mesmo hospital, as pecas
foram emblocadas em parafina, cortadas com 4um de espessura e coradas em Hematoxilina-
Eosina (HE). Utilizando um ensaio do tipo cego, a patologista avaliou todos 0s espécimes, em
dez campos aleatérios de cada amostra, quantificando o0s seguintes itens: neutrofilos,
macrofagos, celulas gigantes e linfocitos. Os macrofagos foram quantificados de acordo com o
numero de voltas que os mesmos davam ao redor de cada filamento da tela.
ANALISE ESTATISTICA
Realizado no servico de estatistica do GPPG do HCPA. Foi realizada com o

programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 13.0. Para os achados macroscépicos,
dados continuos paramétricos, foram analisados usando o teste t de Student bicaudal. Entre os
grupos foi utilizada analise de variancia (ANOVA) para compara¢cdes multiplas das variaveis
quantitativas (neutrofilos, macrofagos, células gigantes e linfocitos), avaliados com testes
paramétricos (Tukey e Dunnet) e ndo-paramétricos (Kruskal-Wallis). Todos os dados foram
apresentados como Média e Desvio Padrdo (DP). Significancia foi aceita com valor de P inferior
a 0,05.
Variavel preditora

Uso de protese de polipropileno na parede abdominal
Variaveis desfecho

Retracdo das dimensdes da protese, apos sua adequada integracdo ao organismo;

Quantificacdo e comparacdo dos tipos celulares em cada periodo da cicatrizacdo

(neutrdfilos, macrdfagos, gigantocitos e linfocitos em 10 campos aleatorios de cada tela).

15



QUESTOES ETICAS

Os procedimentos cirdrgicos obedeceram aos critérios, normas técnicas e direitos
internacionais de pesquisa em animais do comité de ética do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), com aprovacdo do Conselho de Etica da mesma instituicéo

(projeto 07-235).

RESULTADOS
Todos os 25 ratos demonstraram favoravel evolucdo pos-operatoria, sem evidéncias de
quaisquer complicagdes: nenhum apresentou seroma, hematoma ou infeccdo de sitio cirurgico.

N&o houve dbitos. A média de ganho de peso por grupo apresenta-se expressa na figura 6.

800
700 ~
600 -
500

® Final weight
400 ght (9)

@ Initial weight (g)

300 -
200

331,375 309,25

W

81,5555556

100

1 2 3
Group

Fig. 6. Grafico comparativo da média de ganho de peso entre 0s grupos.
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ANALISE MACROSCOPICA
Grupo 1 (dia 7)

A medida da aresta vertical variou de 1,95cm a 2,05cm, com uma média, mediana e moda
de 2,00cm; desvio padrdo (DP) de 0,026; erro padrdo (EP) de 0,009 e intervalo de confianca de
95% (1C95%) situado entre 1,97 e 2,02. A aresta horizontal apresentou variacdo mais ampla,
estendendo-se de 1,90cm no rato 5 a 2,10cm no rato 6; média e mediana de 2,00 (DP = 0,654; EP

=0,023; IC 95% = 1,94 a 2,05).

Tabela 1. Medidas das dimensdes das telas apos 7 dias da intervencdo inicial

Rato Peso Peso Aresta vertical Aresta Area
inicial final (cm) horizontal (cm?)
)] )] (cm)
1 318 328 2,00 1,95 3,90
2 330 348 2,00 2,05 4,10
3 331 341 2,00 2,00 4,00
4 343 355 2,05 2,05 4,01
5 351 362 2,00 1,90 3,80
6 317 334 2,00 2,10 4,20
7 361 354 2,00 2,00 4,00
8 300 304 1,95 1,95 3,80
Média 331 340 2,00 2,00 3,97

A dérea das telas, calculada pelo produto das duas medidas acima descritas, apresentou
média de 3,93cm?, com 3,8cm? a menor e 4,2cm? a maior (DP = 1,136; ER = 0,049 e IC 95% =
3,86 a 4,09). As medidas encontram-se em detalhes na tabela 1 e a variacdo das dimensdes na
figura 7. Para um nivel bicaudal de significancia, o valor de P foi de 0,647. Desta forma, a
retracdo apresentada de 1,75% ndo foi considerada significativa. O ganho médio de peso foi de

9g.
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Grupo 1 - Area das telas

4,3

4,2

4,1

4 ' ' ' @ Area original
3,9 - m Area final

3,8
3,7 +

3,6

Fig. 7. Grafico comparativo da area de cada tela antes e 7 dias ap6s o0 experimento

Grupo 2 (dia 28)

Todos mantiveram seus habitos normais, apresentando ao 28° dia pos-operatorio
cicatrizacdo completa da pele e crescimento dos pélos recobrindo a cicatriz. Estes ratos
obtiveram uma média de ganho de peso da ordem de 26g, conforme €é verificado na tabela 2.

A medida da aresta vertical apresentou média de 1,94cm (DP = 0,03; EP = 0,12; IC 95%
= 1,91 a 1,97). A média da aresta horizontal alterou para 1,98cm (DP = 0,05; EP = 0,02; IC 95%
=1,932a2,02).

A érea total da tela (fig.8), por sua vez, demonstrou reducéo para 3,85cm? (DP = 0,13; EP
= 0,04; IC 95% = 3,73 a 3,96), cujo nivel de significancia bicaudal foi 0,020 (p = 0,02). Houve,

portanto, uma retracdo estatisticamente significativa de 3,75%.
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Tabela 2 - Medidas das dimensdes das telas apds 28 dias da intervencdo inicial

Rato Peso Peso Aresta vertical Aresta Area
inicial atual horizontal
(9 (9
1 298 326 1,95 2,03 3,96
2 294 341 1,90 1,93 3,66
3 325 340 1,90 1,95 3,70
4 362 352 1,95 1,90 3,70
5 255 287 1,98 1,95 3,86
6 360 376 1,95 2,05 3,99
7 270 302 2,00 2,00 4,00
8 310 358 1,93 2,03 3,91
Média 309 335 1,94 1,98 3,85

Grupo 2 - Areas das telas

4,1

3,9

@ Area original
3,8 + 9

m Area final

3,6

3,5

Fig. 8. Gréafico comparativo da area de cada tela antes e 28 dias apds o experimento.

Grupo 3 (dia 90)
A totalidade dos ratos obteve satisfatdria evolucdo a curto e longo prazo, demonstrando
boa aceitacdo da protese. Apds 90 dias da insercdo da tela, os ratos obtiveram uma média de

ganho de peso da ordem de 79g, conforme ¢é verificado na tabela 3.
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Tabela 3 - Medidas das dimensdes das telas ap6s 90 dias da intervencdo inicial

Rato Peso inicial (g) Peso atual (g) Arestavertical  Aresta horizontal ~ Area
1 319 403 2,00 2,00 4,00
2 334 401 1,95 2,00 3,90
3 330 411 1,95 2,00 3,90
4 315 396 1,95 2,05 3,99
5 325 362 1,90 2,00 3,80
6 371 451 2,00 1,90 3,80
7 312 399 2,00 1,98 3,96
8 313 416 1,95 1,98 3,86
9 365 449 2,00 2,00 4,00
Média 331 410 1,96 1,99 3,91

A medida da aresta vertical apresentou média de 1,96cm (DP = 0,03; EP = 0,11; IC 95%

=1,93a1,99) e a da aresta horizontal de 1,99cm (DP =0,03; EP =0,01; IC 95% = 1,95 a 2,02).

A éarea total da tela (fig.9), por sua vez, ficou em 3,91cm? (DP = 0,08; EP = 0,02; IC 95%

= 3,85 a 3,97), cujo nivel de significancia bicaudal foi 0,013 (p = 0,01). Houve, portanto, uma

retracdo estatisticamente significativa de 2,5% ap06s 3 meses da insercao da protese.

4,05

Grupo 3 - Area das telas

3,95
3,9 1

3,85

3,75

3,7

@ Area original
m Area final

Fig. 9. Gréfico comparativo da area de cada tela antes e 90 dias apds o experimento.
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ANALISE MICROSCOPICA

hospedeiro. A contagem celular apresenta-se pormenorizada a seguir:

Neutréfilos

O exame de microscopia Optica revelou adequada incorporacdo da protese ao

A média de neutrdfilos por campo microscopico foi de 2,15 (DP=1,64) aos 7 dias pos-

operatérios, zerando completamente nas avaliacGes realizadas aos 28 e aos 90 dias (vide analise

estatistica detalhada na tabela 4).

Tabela 4: Neutrdfilos - Comparagdes multiplas dos resultados da avaliacéo histologica (Teste de Tukey)

Grupo | Grupo J Diferenga Erro Sig. Intervalo de confianga 95%
média Padréo Limite Limite
(1-9) inferior superior
1 2 2,15 0,4629 0,000 0,987 3,313
3 2,15 0,4499 0,000 1,020 3,280
2 1 -2,15 0,4629 0,000 -3,313 -0,987
3 0 0,4499 1,000 -1,130 1,130
3 1 -2,15 0,4499 0,000 -3,280 -1,020
2 0 0,4499 1,000 -1,130 1,130
Linfocitos

Em contrapartida, os demais tipos celulares apresentaram progressivo aumento: A média

de linfocitos foi de 3,42 (DP 1,62), 4,91 (DP 1,59) e 5,37 (DP 0,69) nos dias 7, 28 e 90,

respectivamente (tab. 5, figs. 10 e 11).
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Tabela 5 — Linfécitos - Comparagdes mdltiplas dos resultados da avaliagdo histoldgica (Teste de Tukey)

Grupo | Grupo J Diferenca Erro Sig. Intervalo de confianga 95%
média Padréo Limite Limite
(1-9) inferior superior
1 2 -1,4875 0,6212 0,064 -3,048 0,073
3 -1,9528 0,6037 0,010 -3,469 -0,436
2 1 -1,4875 0,6212 0,064 -0,073 3,048
3 -0,4653 0,6037 0,724 -1,982 1,051
3 1 1,9528 0,6037 0,010 0,436 3,469
2 0,4653 0,6037 0,724 -1,051 1,982

Fig. 10. Fotomicrografia revela completa incorporacao da prétese aos 28 dias pds-implante.

Séo encontrados macrdfagos, células gigantes, linfdcitos, fibroblastos e colageno (HE, 100x)




Média de linfécitos por
campo

Linfécitos

2

Grupos

Fig.11. Grafico comparando a média de linfdcitos por campo microscdpico nos grupos 1, 2 e 3.

Macrdéfagos

O ndmero de voltas de macréfagos (figs. 12 e 13) ao redor dos fios da malha teve uma

média de 1,16 (DP 0,48) no 7° dia; 3,43 (DP 0,46) no 28° dia; e 4,01 (DP 0,43) no 90° dia pds-

operatdrio (tab. 6).
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Tabela 6 — Macréfagos - Comparagdes multiplas dos resultados da avaliacéo histologica (Teste de Tukey)

Grupo | Grupo J Diferenca Erro Sig. Intervalo de confianca 95%
média Padréo Limite Limite
(1-J) inferior superior
1 2 -2,2750 0,2308 0,000 -2,855 -1,695
3 -2,8486 0,2243 0,000 -3,412 -2,285
2 1 2,2750 0,2308 0,000 1,695 2,855
3 -0,5736 0,2243 0,045 -1,137 -0,010
3 1 2,8486 0,2243 0,000 2,285 3,412
2 0,5736 0,2243 0,045 0,010 1,137

Quantificados pelo nimero de camadas de células ao redor de cada filamento da tela

Fig. 12. Fotomicrografia de dois filamentos de polipropileno, envoltos por diversas camadas de

macréfagos, no 7° dia pos-implante (HE, 400x).
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Fig.13. Grafico comparando a média de camadas de macréfagos por campo microscopico nos grupos 1, 2 e 3.

Células gigantes

(DP 1,54) no 28° dia e 8,71 (DP 0,90) no 90° dia (tab. 7).

Tabela 7 — Células gigantes - Comparagdes multiplas dos resultados da avaliacdo histologica (Teste de Tukey)

Grupo | Grupo J Diferenca Erro Sig. Intervalo de confianca 95%
média Padréo Limite Limite
(1-J) inferior superior
1 2 -4,163 0,657 0,000 -5,810 -2,510
3 -6,736 0,639 0,000 -8,340 -5,130
2 1 4,163 0,657 0,000 2,510 5,810
3 -2,574 0,639 0,002 -4,180 -0,970
3 1 6,736 0,639 0,000 5,130 8,340
2 2,574 0,630 0,002 0,970 4,180

As células gigantes (fig. 14 e 15) apresentaram média de 1,98 (DP 1,45) no 7° dia; 6,14
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Fig. 14. Fotomicrografia apresenta células gigantes multinucleadas aos 90 dias p6s-implante (HE, 200x)
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Fig.15. Grafico da média de células gigantes por campo microscépico nos grupos 1, 2 e 3.
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Houve um declinio total de neutr6filos e um aumento progressivo de macréfagos, células
gigantes e linfécitos, proporcional ao tempo pds-implantacdo da malha. Estas diferencas foram
estatisticamente significativas entre os grupos (p<0,05), tanto pelo teste de Tukey quanto por
Kruskal-Wallis. A figura 16 retrata as propor¢des entre os diferentes tipos celulares em cada

periodo.

=—Neutrophils
§ 5 —l-Laps of macrophages
= Giant Cells
A / —8—Lymphocytes

7 28 90
Day after mesh implantation

Fig. 16. Grafico com as células estudadas, mostrando a evolugéo aos 7, 28 e 90 dias da implantagdo das proteses.
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DISCUSSAO
A PROTESE

Existem diversos tipos de biomateriais para a cirurgia da hérnia. As qualidades de
biocompatibilidade foram bem estabelecidas por Cumberland®® e Scales™: a prétese ideal ndo
pode ser alterada em fluidos orgéanicos, nem produzir reacdes de corpo estranho, deve ser
quimicamente inerte, ndo carcinogénica, nao alergénica, capaz de resistir a tensdes mecanicas,
atuar como um arcabougo para a sintese de tecido conjuntivo e deposi¢cdo de colageno e ser
passivel de esterilizacdo sem alterar as suas caracteristicas fisico-quimicas, mesmo em autoclave.
Um adequado e conhecido representante dessas caracteristicas ¢ o polipropileno.’>** Além
disso, este biomaterial é o mais utilizado no mundo.*****3 Neste estudo as telas de polipropileno
representaram bem as caracteristicas descritas: os 25 ratos demonstraram favoravel evolucgéo pds-
operatoria, sem evidéncias de quaisquer complicacbes, a despeito do amplo descolamento
aponeurotico e da presenca do corpo estranho. Nenhum apresentou seroma, hematoma ou
infeccdo de sitio cirargico. Ndo houve Obitos. Todos mantiveram seus habitos normais,
alimentando-se bem, apresentando ganho de peso (fig. 6) e cicatrizacdo adequada.

Na determinacdo do tamanho da amostra, a quantidade de ratos necessaria de forma a
encontrar um resultado significativo, seria de aproximadamente oito por grupo. No grupo 3 (90
dias) foi utilizado um rato a mais, com o objetivo de manter um tamanho amostral adequado até
0 ultimo dia, se algum rato apresentasse alguma complicagdo ou 6bito que o excluisse do estudo.
Como todos evoluiram bem, foram todos computados nos resultados (fig. 3), aumentando o nivel
de significancia.

Um componente critico na estrutura da tela € o tamanho do seu poro. Conforme

classificara Amid*?, os poros de telas macroporosas apresentam didmetro superior a 100 pm e
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permitem a entrada de células de defesa e células de sintese, destacando-se os neutrofilos,
macrofagos, linfocitos, fibroblastos e neovasos. Desta forma, servem como um alicerce para a
angiogénese e para a deposicao de colageno, construindo ali um tecido conjuntivo similar a uma
nova e resistente aponeurose. Prdteses cujos poros t€ém diametro inferior a 75 pm sdo mais
suscetiveis a infeccBes e a reacdes de corpo estranho.?’” Dos poros constituidos pela trama da
malha de Marlex®, 21% tém um didmetro de 350 pm, 38% de 440 um e 41% de 540 pum (fig. 1).
O tamanho médio dos poros ¢ de 460 um e a porosidade da tela ¢ de 50%. Pesa 95g/m2 eo

filamento pesa 18,99/1000m.*

CICATRIZACAO

A cicatrizagdo é um processo dindmico organizado em uma progressao de fases que se
superpdem: hemostasia, inflamacéo, fibroplasia, deposicdo de colageno, contracdo da ferida e
remodelamento.?**>* Uma reacdo inflamatéria no periodo pés-operatério imediato é requerida
para a adequada incorporacdo da protese, pois mediadores envolvidos neste processo
providenciam os elementos necessarios para a regulacdo da defesa local e para a cicatrizacdo.” O
exame histolégico de telas removidas demonstra que todas elas, independentemente do tipo de
biomaterial, induzem a uma reagdo inflamatéria aguda.®*“*® Esta reacdo também afeta a integracéo
das fibras da malha aos tecidos do hospedeiro: quanto mais intensa a reacao inicial maior sera o
crescimento tecidual e a integracdo.'” No presente estudo, embora néo houvesse sinais flogisticos
a inspecdo externa da ferida operatoria, durante a disseccdo constatou-se que a malha
apresentava-se firmemente integrada a aponeurose e parcialmente recoberta por tecido cicatricial

aos 7 dias pos-implante. Em geral, varios tipos celulares estdo envolvidos na inflamacéo: o
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processo inicia no dia 1 com a incursdo de neutrofilos e monaocitos na ferida, com consequente
transformacao destes em macréfagos por diversos mediadores.>

De forma similar, também estudando a reacdo a tela de polipropileno na parede
abdominal de ratos Wistar, Klinge e cols*® descrevem a aparéncia do tecido cicatricial
caracterizada por acimulo continuo de tecido coldgeno quase puro, com um apice dos sinais de
inflamacéo entre os dias 7 e 14 ap0s a implantacdo. A reacdo tecidual usualmente inicia com um
pronunciado processo inflamatorio através de toda a area da protese. Sdo observados edema e
necrose do tipo fibrindide envolvendo os filamentos da malha com um denso infiltrado de
neutrofilos e macrofagos, que s@o os dois tipos celulares predominantes no inicio. Linfocitos e
plasmacitos s&o raros neste primeiro momento. O edema desaparece completamente entre duas®’

a trés®+3®

semanas apo0s a implantacdo. Os macrofagos costumam ter uma elevada taxa de
colonizacdo e muitos deles transformam-se em células gigantes multinucleadas formando
granulomas epitelioides do tipo corpo estranho, enquanto os neutréfilos tendem a diminuir até
seu completo desaparecimento. Mesmo decorridos 90 dias ap6s a implantacdo, os macrofagos
permanecem como as células inflamatérias dominantes. 3*%°"% No presente estudo, foi
encontrada uma média de 2,15 (DP 1,64) neutréfilos por campo microscépico no dia 7, com total
desaparecimento nos periodos subsequientes (fig. 16). A auséncia de neutréfilos nos tecidos
examinados ap6s 28 dias sugere que o processo nao estava ativo.**

Contrastando com os niveis decrescentes de neutrdfilos, os macrofagos e as células
gigantes apresentaram um aumento progressivo e significativo (tabs. 6 e 7), conforme o tempo
pos-operatério. Em particular, os macréfagos foram identificados como a maior populacdo

celular associada com a reagdo inflamatoria aos biomateriais e 0s seus niveis tendem a aumentar

progressivamente, como observado no presente estudo (figs. 13 e 16). Além de sua capacidade de
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fagocitose, estas células estimulam o recrutamento de outras. A neovascularizacdo e a
proliferacdo fibroblastica iniciam durante o estagio de ativacdo dos macrofagos, cerca de 36h
apos a injuria.* Além dos macréfagos, os linfécitos-T demonstraram interagir com a imunidade
especifica e com a resposta inflamatoria inespecifica aos biomateriais, estando envolvidos no
recrutamento de macrofagos, na formacgédo de células gigantes e influenciando na sua atividade
fagocitaria.>® O valor médio de linfécitos apresentou um aumento progressivo proporcional ao
tempo pos-implante (figs. 11 e 16). Rosch e cols®® também descreveram uma resposta persistente
de linfocitos, 90 dias ap6s a implantacdo da tela de polipropileno em ratos, comparando com o
sétimo dia.

Resumindo a analise histolégica, houve um declinio total de neutréfilos e um aumento
progressivo de macréfagos, células gigantes e linfécitos, proporcional ao tempo pos-implantacéao
da malha. Estas diferencas foram estatisticamente significativas entre os grupos (p<0,05), tanto

pelo teste de Tukey quanto por Kruskal-Wallis, e apresentam-se detalhadas nas tabelas 4 a 7.

RETRACAO DA PROTESE

Juntamente com a atividade das células inflamatdrias, ocorre a formacdo do tecido
conjuntivo, através da deposicdo de coladgeno pelos fibroblastos na matriz extracelular da
ferida®* A deposicdo de colageno é acompanhada da contracdo de suas fibras e
consequentemente da ferida operatoria também. A retracdo € um aspecto fisiologico e essencial
na cicatrizagdo, pois diminui a area da solucdo de continuidade, facilitando o fechamento da
ferida.”® Por outro lado, a retragdo da cicatriz leva & retracdo da tela utilizada para cobrir o
defeito herniario. Assim, 0 enrugamento e a rigidez das telas, consequiéncias da fibrose, podem

ser responsaveis por dor cronica ap6s a operaco e até a recidiva da hérnia.®* O grau de retracio
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da tela dependera da extensdo da resposta inflamatoria, da formacédo de cicatriz resultante, do
material utilizado, da sua fixacdo e do seu tamanho. Ocorre inicialmente por desidratacdo dos
tecidos moles e depois pela maturacio e cruzamento das fibras colagenas.*

Em casos mais intensos e em que a tela ndo esteja firmemente fixada, ela pode até
mesmo dobrar sobre si mesma, especialmente quando utilizados biomateriais de pouca
elasticidade e poros pequenos. Taxas de retracdo podem variar até 50% do tamanho inicial.*°
Todos os estudos descritos a seguir foram realizados utilizando tela de polipropileno de alta
densidade, a mesma utilizada neste. Amid*? descreveu reducéo de 20% em 10 meses e Paajanen®
cita diminuicdo de 30% do seu tamanho original. Greca® encontrou uma reducdo média de
34,2% (DP 9,38%) na sua area, ap6s 90 dias de sua insercdo em cies. Gonzalez** demonstrou
retracdo entre 15 a 65%, cuja area final ficou em 67% (45-85%) e conclui que havera maior
integracdo da prétese quanto maior o tamanho dos seus poros e menos intensa sera a sua retracao.
Bell6n®® publicou 13,75% (DP 4,22%) de contracdo da superficie da prétese no 90° dia pés-
operatorio em coelhos, cuja contagem de macrdfagos foi de 3,82% neste periodo. Também
pesquisando em coelhos, Novitsky®® observou uma diminuicéo de 4,6% (DP 5,1%), variando de O
a 15,8%, ap6s um ano da implantacdo. Garcia-Urefia®’ fizeram um estudo comparativo inserindo
as telas em coelhos, em dois sitios diferentes: em um lado anteriormente a aponeurose e no outro,
no espaco pré-peritoneal. O grupo anterior apresentou taxas de retracdo significantemente
maiores do que o grupo pré-peritoneal. Em contraposic&o, as medidas de Coda*® revelam que as
préteses podem tanto retrair, como expandir e a extensao destas alterac6es varia de 40% a 58,5%.
Este autor acrescentou também o fundamento de que o tamanho dos poros das telas pode ser

afetado por agua destilada, solucéo salina, sangue, formalina, bem como implantacdo in vivo,
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concluindo que fatores adicionais, além da contracdo dos fibrocitos, influenciam a area final do
poro, seja para mais ou para menos.

O presente estudo apresentou contracédo significativa da protese (p 0,02) e mais intensa
apos o 28° dia pos-operatério, da ordem de 3,75%. Embora significativo, ndo foi uma taxa tdo
expressiva. Nos primeiros sete dias, a taxa de contracdo ndo foi significativa (p 0,64) e no 90° dia,
a retracdo, embora significativa (p 0,01), aparentou ser de menor intensidade do que no dia 28,
por retrair apenas 2,5%. Uma explicacdo plausivel para o fato de haver mais retracdo em 28 dias
do que em 90 seria a de os ratos terem aumentado substancialmente o diametro abdominal com o
ganho de peso ao longo do tempo: a media de aumento de peso em 28 dias foi de 26g,
contrastando com 79g em 90 dias. Como as telas foram adequadamente inseridas e fixadas com
suturas, ndo houve desprendimento de suas bordas e assim poderiam ter acompanhado o
crescimento do abdome dos ratos. De qualquer forma, no planejamento do estudo foram
utilizados ratos ja crescidos, do mesmo sexo e idade, visando a evitar interferéncias nas
diferencas entre os grupos.® Provavelmente, se as telas tivessem sido inseridas de forma a ficarem
enrugadas, a taxa de contracdo teria sido maior do que quando mantidas lisas e esticadas por
suturas nas pontas, como fora realizado no estudo e na pratica clinica rotineira dos autores. A
quantidade de nds em cada sutura foi constante, de forma a evitar vieses com relacdo a
proliferacdo celular por dentro da rede de nds de cada sutura e; em namero de cinco, para evitar o
desprendimento dos nds passivel de ocorrer em virtude da alta memaria caracteristica do fio de
nylon.

Utilizar telas com amplas margens de seguranca pode ser crucial para compensar a
retracdo e assim evitar a recidiva por perda de cobertura protética do defeito herniario.®® Por

outro lado, o excesso de corpo estranho presente no biomaterial tem sido implicado como causa
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de desconforto e dor a longo prazo, motivo que levou ao desenvolvimento das telas de baixa-
denSidade 16,34,36,53,55,64,65,68

Assim como no estudo de Zieren®® e Gonzalez”, esta pesquisa demonstrou uma taxa
muito pequena de contracdo da prétese. Desta forma, parece seguro implantar préteses com
margens de seguranca maiores do que o defeito herniario visando a seguranca do reforgo, mas

sem exceder em demasia estas margens, visando a comodidade do paciente. Futuros estudos

dirigidos a forma da tela durante a sua insercdo poderdo ratificar esta questao.
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CONCLUSOES

1) Nao houve retracdo significativa aos 7 dias da insercdo das telas (1,75%, p 0,64); havendo

retracdo significativa em 28 dias de 3,75% (p 0,02) e também em 90 dias, de 2,5% (p 0,01).

2) Quanto a analise histolégica, houve um declinio total de neutréfilos e um aumento

progressivo de macrofagos, células gigantes e linfocitos, proporcional ao tempo pos-implantacao

da malha (p < 0,05).
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RETRACTION AND FIBROPLASIA IN A POLYPROPYLENE PROSTHESIS:

EXPERIMENTAL STUDY IN RATS

ABSTRACT

Purpose and Background. The treatment of hernia, independent of anatomical site and
technique utilized, generally involves using prostheses which may cause complications, despite
their unarguable advantage in allowing safe reinforcement. An example of this is possible
retraction which causes discomfort and hernia recurrence. Polypropylene is still the most used of
the great number of biomaterials available. The purpose of this study is to evaluate the amount of
retraction of the polypropylene mesh, as well as the histological reactions that accompany this
phenomenon.

Methods. Polypropylene meshes (Marlex®) were inserted in an anterior position to the whole
abdominal aponeurosis of 25 Wistar rats (Ratus novergicus albinus). The animals were divided
into groups and another intervention was performed 7, 28 and 90 days later to measure the
dimensions of the prostheses and to calculate the final area. Histological analysis was performed
with hematoxylin-eosin to evaluate neutrophils, macrophages, giant cells and lymphocytes
surrounding the mesh threads, in 10 random fields of each slide.

Results. Seven days after the mesh was inserted, the mean rate of retraction was 1.75% (p 0.64);
at 28 days it was 3.75% (p 0.02), and at 90 days, 2.5% (p 0.01). As to the histological analysis,
there was a total decline of neutrophils and a progressive increase of macrophages, giant cells

and lymphocytes, proportional to the post-implant time of the mesh (p < 0.05).
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Conclusion. There was a statistically significant retraction of 3.75% at 28 days and 2.5% at 90
days after the prosthesis was inserted. There is a well-established sequence of cellular events
which aim at synthesizing new connective tissue to reinforce the mesh.

Keywords. Abdominal wall; Hernia; Prostheses and Implants; Surgical Mesh; Wound Healing
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INTRODUCTION

Hernioplasties are among the most often performed worldwide, either by
videolaparoscopic access or by conventional approach. These procedures, using prostheses,
especially polypropylene, have definitely become the treatment of choice, due to ease, speed,
low morbidity and low rate of recurrence [1-11,14,15].

However, the implantation of broad synthetic meshes has been associated with some
complication, such as the induction of seromas, late bacterial infections and mesh retraction. The
latter is a well-documented phenomenon which usually occurs within 2 months after prosthesis
implantation. Its cause is unknown, but it is suggested that it occurs as a result of tissue growth
inside the mesh, and it has been associated with discomfort, pain and hernia recurrence. There
are few experimental studies that seek to evaluate contraction or not of synthetic meshes,
quantify this change and find out the precise mechanisms, and their results are very variable. A
few studies indeed present contradictory results, paradoxically referring to the expansion of the
mesh and its pores [8,16,18,21-25].

It is very useful to know whether a prosthesis retracts and to what extent, so that the
surgeon will leave an adequate safety margin of mesh, avoiding overstretching it, so that the
reconstitution will remain tension-free. Otherwise, if the mesh is too small, there would be a
greater chance of hernia recurrence when retraction occurs. On the other hand, excessively large
margins increase the amount of foreign body and patient discomfort. Thus, it is important to
know the retraction rate of the biomaterial.

The purpose of this study is to evaluate the degree of retraction of the polypropylene

mesh and the histological reactions that accompany this phenomenon.
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METHODS

Place of study

The study was performed in the Animal Experimentation Unit (UEA- Unidade de
Experimentacdo Animal) of the Research Center (CP- Centro de Pesquisa) at Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), with funding from FIPE -Fundo de Incentivo a Pesquisa e

Eventos.

Sampling

Twenty-five male Wistar rats (Ratus novergicus albinus) were used, approximately 3
months old, weighing on average 3249 (SD 28g, C195% 312-336g), kept at constant temperature
conditions with controlled light/dark cycles, handled according to the rules established by the
Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and Council for International

Organization of Medical Sciences (CIOMS) ethical code for animal experimentation.

Prosthetic material

Prosthesis of high-density monofilamentary polypropylene — Marlex ® (Bard, UK)

Surgical technique

The animals were anesthetized with a mixture of Ketamine (8mg/100g) and Xylazine
(0,8mg/100g) administered intraperitoneally (IP). The hair was removed immediately before the
surgical procedure, followed by antisepsis with iodopovidone and covered with sterilized drapes.

Complementing the anesthesia, the animals received bupivacaine 0.5%, with a subcutaneous
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vasoconstrictor in the abdominal midline. After a median incision of 2 to 3 cm and broad
undermining of the subcutaneous tissue of the anterior abdominal fascia, 2x2cm polypropylene
meshes were inserted there, fixed at the ends with simple 4.0 nylon sutures so that they would
remain stretched and smooth (fig.1). The principles of asepsis were strictly followed, as well as

meticulous tissue dissection. No electrocautery or prophylactic antibiotics were used.

Observation periods
After recovery during the immediate postoperative period in an incubator, the rats
returned to their boxes and were allowed to eat chow and drink water ad libitum. All were

evaluated daily looking for local and/or systemic complications.

Study groups
The animals (n=25) were divided into three groups, according to the date of euthanasia:
eight on the seventh day postoperatively (group 1); eight on the twenty-eighth day (group 2); and

nine on the ninetieth day (group 3), for morphological evaluation (macro and microscopic).

Necropsy and morphological analysis

After euthanasia in a CO, chamber on the pre-determined dates, the animals were again
dissected, with wide exposure of the anterior abdominal aponeurosis, to measure the dimensions
of the vertical and horizontal edges of the meshes. Then the prostheses were removed en bloc
with the whole thickness of the abdominal wall affixed to it (fig. 2) and soaked in 10% formalin,
and then in paraffin blocks. Fine sections (4um) were stained in Hematoxylin-Eosin (HE). Using

a blind trial, a pathologist evaluated all the specimens, in ten random fields of each sample,
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quantifying the following items: neutrophils, macrophages, giant cells and lymphocytes. The
macrophages were quantified according to the number of times they wrapped around each mesh
filament.
Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) 13.0. For the macroscopic findings, the continuous parametric data were analyzed using
the bicaudal Student t test. Analysis of variance (ANOVA) was used among the groups for
multiple comparisons of the quantitative variables (neutrophils, macrophages, giant cells and
lymphocytes), evaluated using parametric (Tukey and Dunnet) and non parametric tests (Kruskal-
Wallis). All the data were presented as Mean and Standard Deviation (SD). Significance was

accepted with a P value below 0.05.

RESULTS
All 25 rats developed favorably during the postoperative period, without any evidence
of complications: none presented seromas, hematomas or infection of the surgical site. There

were no deaths. The mean weight gain per groups is shown in figure 3.

Macroscopic analysis
Group 1 (day 7)
The total area of the mesh was calculated as the product of the measures of the
horizontal and vertical edges, presenting a mean of 3.93 cm? (SD 1.136; SE 0.049 and CI 95%
3.86 to 4.09). For a bicaudal level of significance, the value of P was 0.647. Thus, the retraction

presented, 1.75% was not considered significant. The mean weight gain was 9g.
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Group 2 (day 28)
The area of the prosthesis presented a reduction to 3.85 cm? (SD 0.13; SE 0.04 and ClI
95% 3.73 to 3.96). The bicaudal level of significance was 0.02, and therefore there was a
significant contraction of 3.75%.The mean weight gain was 26 g.
Group 3 (day 90)
With a final area of 3.91 cm? (SD 0.08; SE 0.02 and CI 95% 3.85 to 3.97) and a
bicaudal P of 0.01, there was a 2.5% reduction of the mesh surface. The mean weight gain was

799. .

Microscopic Analysis
The optical microscopy exam showed that the prosthesis had been incorporated
adequately to the host (figures 4, 5 and 6). Figure 7 shows the proportions of the different types
of cells during each period. The cell count is detailed below:
Neutrophils
The mean number of neutrophils per microscopic field was 2.15 (SD=1.64) 7 days
postoperatively, dropping to zero during the evaluations performed after 28 and 90 days (see
detailed statistical analysis in table 1).
Macrophages
Conversely, the other cell types presented a progressive increase (fig. 7). The mean
number of times the macrophages (fig. 5) were wound around the mesh threads was 1.16 (SD
0.48) on the 7th day; 3.43 (SD 0.46) on the 28th day; and 4.01 (SD 0.43) on the 90th day

postoperatively (tab. 2).
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Giant cells

The giant cells (fig. 6) presented a mean of 1.98 (SD 1.45) on the 7th day; 6.14 (SD 1.54)
on the 28th day and 8.71 (SD 0.90) on the 90th day (tab.3).

Lymphocytes

The mean number of lymphocytes was 3.42 (SD 1.62), 4.91 (SD 1.59) and 5.37 (SD 0.69)
on days 7, 28 and 90, respectively (tab. 4).

There was a total decline of neutrophils and a progressive increase of macrophages, giant
cells and lymphocytes proportional to the post-mesh implant time. These differences were
statistically significant between the groups (p<0.05), both according to the Tukey test and the

Kruskal-Wallis.
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DISCUSSION

There are different types of biomaterial for hernia surgery. The biocompatibility
qualities were well established by Cumberland [6] and Scales [7]: the ideal prosthesis cannot be
altered in organic fluids, or produce foreign body reactions, it must be chemically inert, non-
carcinogenic, non-allergenic, able to resist mechanical stresses, act as a framework for the
synthesis of connective tissue and collagen deposition, and it must be possible to sterilize without
changing its physicochemical characteristics, even in an autoclave. An adequate and well-known
representative of these characteristics is polypropylene[26]. Besides, this is the most used
biomaterial worldwide [10-12,15]. In this study the polypropylene meshes are good
representatives of the characteristics described: the 25 rats had a favorable postoperative
evolution without any evidence of complications, despite broad aponeurotic undermining and the
presence of the foreign body. None presented seromas, hematomas or infection of the surgical
site. No deaths occurred. All maintained their normal habits, feeding well, gaining weight (fig.4)
and with adequate healing.

In determining the sample size, the number of rats needed to obtain a significant result
would be approximately eight in each group. In group 3 (90 days) one more rat was used in order
to maintain an adequate sample size until the last day, if one of the rats were to present a
complication or die, which would exclude it from the study. Since all did well, all of them were
included in the results, increasing the level of significance.

A critical component of the mesh structure is pore size. As had been classified by Amid
[8,15], the macroporous mesh pores presented a diameter greater than 100 um and allowed
defense cells and synthesis cells to penetrate, mainly neutrophils, macrophages, lymphocytes,

fibroblasts and neovessels. Thus they provided a foundation for angiogenesis and for collagen
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deposition, building connective tissue there which is similar to a new, resistant aponeurosis. Of
the pores constituted by thee Marlex ® mesh web, 21% are 350 um in diameter, 38% 449 um and
41% 540 pm. The mean size of the pores is 460 pm and the porosity of the mesh is 50%. It
weighs 95g/m?and the filament weighs 18.9g/1000m [27].

Healing is a dynamic process organized into a progression of superposed phases:
hemostasis, inflammation, fibroplasia, collagen deposition, wound contraction and remodelling.
An inflammatory reaction during the immediate postoperative period is required for the adequate
incorporation of the prosthesis, since mediators involved in this process provide the necessary
elements to regulate local defense and for healing. The histological examination of meshes
removed shows that all of them, independent of type of biomaterial, induce an acute
inflammatory reaction [16,18,19]. This reaction also affects the integration of the mesh fibers to
the host tissues: the more intense the initial reaction, the greater will be the tissue growth and
integration [28]. In the present study, although there were no phlogistic signs at external
inspection of the surgical wound, during dissection it was found that the mesh was firmly
integrated to the aponeurosis and partially covered by scar tissue 7 days post-implant. In general,
several cell types are involved in inflammation: the process begins on day 1 with the incursion of
neutrophils and monocytes into the wound, and their consequent transformation into
macrophages by several mediators [29].

Similarly, also studying the reaction to the polypropylene mesh in the abdominal wall of
Wistar rats, Klinge et cols [27] describe the appearance of the scar tissue characterized by the
continuous accumulation of almost pure collagen tissue, reaching the highest point of
inflammatory signs between 7 and 14 days post-implant. Tissue reaction usually begins with a

marked inflammatory process throughout the prosthesis area. Edema and fibrinoid type necrosis
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are observed, enveloping the mesh filaments in a dense infiltrate of neutrophils and macrophages,
which are the two cell types that initially predominate. Lymphocytes and plasmocytes are rate at
this first moment. The edema completely disappears between two [10] to three [17,27] weeks
after implantation. The macrophages usually have a high colonization rate and many of them
become multinucleated giant cells forming foreign body type epithelioid granulomas, while the
neutrophils tend to diminish until they disappear completely. Even 90 days after implanting, the
macrophages continue to be the dominant inflammatory cells [10,17,27,30]. In this study, a mean
of 2.15 (SD 1.64) of neutrophils per microscopic field was found on day 7, disappearing
completely during the subsequent periods (fig. 7). The absence of neutrophils in the tissues
examined after 28 days suggests that the process was not active [23].

Contrasting with the decreasing levels of neutrophils, the macrophages and gian cells
presented a progressive and significant increase (tabs. 2 and 3) according to postoperative time.
The macrophages particularly were identified as the largest cell population associated with the
inflammatory reaction to biomaterials and their levels tend to rise progressively, as seen in the
present study (fig. 5 and 7). Besides their capacity for phagocytosis, these cells stimulate the
recruitment of others. Neovascularization and fibroblast proliferation begin during the
macrophage activation stage, about 36h after injury [17]. Besides the macrophages, the T
lymphocytes showed that they interact with specific immunity and with the non-specific
inflammatory response to biomaterials, and are involved in the recruitment of macrophages, the
formation of giant cells and influencing their phagocytic activity [17]. The mean value of
lymphocytes rose progressively, proportional to the post-implant time (fig. 7). Rosch et cols [31]
also described a persistent response of the lymphocytes, 90 days after the polypropylene mesh is

implanted in rats, compared to the seventh day.
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Summarizing the histological analysis, there was a total decline of neutrophils and a
progressive increase of macrophages, giant cells and lymphocytes, proportional to the time after
the mesh is implanted. These differences were statistically significant among the groups
(p<0.05), both according to the Tukey test and the Kruskal-Wallis, and are detailed in tables 1 to
4.

Together with the activity of inflammatory cells there is the formation of connective
tissue through collagen deposition by the fibroblasts in the extracellular matrix of the wound [2].
Collagen deposition is accompanied by the contraction of its fibers and consequently also of the
surgical wound. Retraction is a physiological aspect essential to healing, since it diminishes the
area of interruption, making it easier for the wound to close. On the other hand, scar retraction
leads to the retraction of the mesh used to cover the herniation defect. Thus, wrinkling and
stiffness of the meshes, as consequences of fibrosis, may be responsible for chronic pain after
surgery, and even for hernia recurrence. The degree of mesh retraction will depend on the extent
of the inflammatory response, resulting scar formation and biomaterial used. [8,12,16,20,23].

In more intense cases, and when the mesh is not firmly fixed, it may even turn back on
itself, especially when the biomaterials used do not have much elasticity and the pores are small.
Rates of retraction may vary up to 50% from the initial size [32]. All the studies described below
were performed using high-density polypropylene mesh, the same used in this one. Amid [8]
described a 20% reduction in 10 months and Paajanen [33] cites a 30% reduction in the original
size. Greca [20] found a mean reduction of 34.2% (SD 9.38%) in his area, 90 days after they
were inserted in dogs. Gonzalez [23] demonstrated a retraction between 15 to 65%, whose final
area was 67% (45-85%) and concluded that the larger the pore size, the greater will be the

prosthesis integration, and the less intense its retraction. Bellon [34] published a 13.75% (SD
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4.22%) contraction of the prosthesis surface on the 90th day postoperatively in rabbits, whose
macrophage count was 3.82% during this period. Also researching in rabbits, Novitsky [35]
observed a 4.6% reduction (SD 5.1%), varying from 0 to 15.8% one year after the implant was
performed. Garcia-Urefia [25] performed a comparative study inserting the mesh into rabbits at
two different sites: on the one side before the aponeurosis and on the other side, in the pre-
peritoneal space. As a counterpoint, the measurements by Coda [22] revealed that the prostheses
may both retract and expand, and that the extent of these alterations varies from 40% to 58.5%.
This author also added the fundamental information, that the pore size of the mesh can be
affected by distilled water, saline solution, formalin, and also by in vivo implantation, concluding
that additional factors besides fibrocyte contraction influence the final pore area, be it to become
more or less.

This study showed a significant contraction of the prosthesis (p 0.02), more intense after
the 28th day postoperatively, around 3.75%. Although significant, it was not such a major rate.
During the first seven days the contraction rate was not significant (p 0.64) and on the 90™ day,
although retraction was significant (p 0.01), it appeared less intense than on day 28, because it
retracted only 2.5%. A plausible explanation for the fact that there is a greater retraction in 28
days than in 90 would be that the abdominal diameter of the rats increased substantially with
weight gain over time: the mean weight gain in 28 days was 26g, as opposed to 79g in 90 days.
Since the meshes were adequately inserted and fixed with sutures, their borders did not come
loose, and thus they may have kept up with the growth of the rat abdomen. Anyhow, grown rats
of the same sex and age were used in planning the study, with a view to avoiding interferences in
the differences between the groups [4] Probably, if the meshes had been inserted in a way that

made them wrinkle, the contraction rate would have been much greater than when kept smooth
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and stretched out by sutures at the ends, as was done in study and in the routine clinical practice
of the authors.

The use of meshes with wide safety margins can be crucial to compensate for retraction
and thus avoid recurrence due to loss of the prosthetic cover of the herniation defect
[8,12,16,20,23]. On the other hand, the excess foreign body present in the biomaterial has been
involved as a cause of discomfort and pain over the long term, for which reason the low-density
meshes were developed [9,12,17,19,20,27,31,34].

As in the study by Zieren [36] and Gonzalez [37], this research showed a very small rate
of prosthesis contraction. Thus it appears safe to implant prostheses with greater safety margins
than the herniation defect, for safe reinforcement but without going excessively beyond these
margins, so that the patient will not be uncomfortable. Future studies on the mesh shape during

its insertion will be able to confirm this issue.

CONCLUSION
3) There was no significant retraction on the 7th day after mesh insertion (1.75%, p 0.64); there
was a significant retraction of 3.75% in 28 days (p 0.02) and also in 90 days, 2.5% (p 0.01).
4) There was a total decline of neutrophils and a progressive increase in macrophages, giant

cells and lymphocytes, proportional to the post implant time of the mesh (p < 0.05).
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FIGURES

Fig. 1. Polypropylene prosthesis fixed to the anterior fascia.

-

»
Fig 2. Prosthesis integrated to the abdominal wall removed
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Fig. 3. Comparison of the mean weight gain among the rats.

Fig. 4. Photomicrograph shows complete incorporation of the prosthesis 28 days post-implant. Macrophages, giant

cells and lymphocytes are found (HE, 100x)
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Fig. 5. Photomicrograph of two polypropylene filaments wrapped in several layers of macrophages, on the 7" day
post implant (HE, 400x).
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Fig. 6. Presence of multinucleated giant cells 90 days post implant (HE, 200x)
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Fig. 7. Comparison between the cells studied at 7, 28 and 90 days after prosthesis implantation.
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TABLES

Table 1: Evaluation of histological results — neutrophils
Post Hoc Tests — Multiple comparisons (Tukey Test)

(1) Group (J) Group Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Difference* Lower Upper
(1-J) Bound Bound
1 2 2,15 0.4629 0.000 0.987 3.313
3 2,15 0.4499 0.000 1.020 3.280
2 1 -2,15 0.4629 0.000 -3.313 -0.987
3 0 0.4499 1.000 -1.130 1.130
3 1 -2,15 0.4499 0.000 -3.280 -1.020
2 0 0.4499 1.000 -1.130 1.130

*The mean difference is significative at the 0.05 level

Table 2: Evaluation of histological results — laps of macrophages around each filament of mesh
Post Hoc Tests — Multiple comparisons (Tukey Test)

(1) Group (J) Group Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Difference* Lower Upper
(1-J) Bound Bound
1 2 -2.2750 0.2308 0.000 -2.855 -1.695
3 -2.8486 0.2243 0.000 -3.412 -2.285
2 1 2.2750 0.2308 0.000 1.695 2.855
3 -0.5736 0.2243 0.045 -1.137 -0.010
3 1 2.8486 0.2243 0.000 2.285 3.412
2 0.5736 0.2243 0.045 0.010 1.137

* The mean difference is significative at the 0.05 level
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Table 3: Evaluation of histological results — Giant cells
Post Hoc Tests — Multiple comparisons (Tukey Test)

(1) Group (J) Group Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Difference* (SE) Lower Upper
(1-J) Bound Bound
1 2 -4.163 0.657 0.000 -5.810 -2.510
3 -6.736 0.639 0.000 -8.340 -5.130
2 1 4.163 0.657 0.000 2.510 5.810
3 -2.574 0.639 0.002 -4.180 -0.970
3 1 6.736 0.639 0.000 5.130 8.340
2 2.574 0.630 0.002 0.970 4.180

* The mean difference is significative at the 0.05 level

Table 4: Evaluation of histological results — Lymphocytes

Post Hoc Tests — Multiple comparisons (Tukey Test)

(1) Group (J) Group Mean Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Difference*| (SE) Lower Upper
(1-J) Bound Bound
1 2 -1.4875 0.6212 0.064 -3.048 0.073
3 -1.9528 0.6037 0.010 -3.469 -0.436
2 1 -1.4875 0.6212 0.064 -0.073 3.048
3 -0.4653 0.6037 0.724 -1.982 1.051
3 1 1.9528 0.6037 0.010 0.436 3.469
2 0.4653 0.6037 0.724 -1.051 1.982

* The mean difference is significative at the 0.05 level
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