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RESUMO

Introducdo: Na cirurgia das hérnias da parede abdominal, as proteses de baixa gramatura tém
sido valorizadas por conter menor quantidade de material sintético, diminuindo o desconforto
cronico e ainda assim permitindo um reforgo seguro. Durante a cicatrizacdo, a tela esta sujeita
a uma diminuicdo de sua area, conhecida por retracdo. Os objetivos deste estudo sdo avaliar e
comparar entre telas de alta (A) e baixa (B) gramatura: o percentual de retracdo, a resposta
inflamatoria e a fibroplasia. Métodos: Os dois tipos de tela foram fixados anteriormente a
fascia abdominal integra de 25 ratos Wistar. Os animais foram divididos em 3 grupos e
reoperados em 7, 28 e 90 dias, para a afericdo das dimensdes das proteses. A resposta
inflamatoria foi avaliada pela andlise histolégica corada com hematoxilina-eosina,
quantificando-se neutréfilos, linfocitos, células gigantes e macréfagos perifilamentares. A
fibroplasia foi avaliada por imuno-histoquimica mensurando os tipos | e Il de colageno.
Resultados: A taxa mediana de retracdo da tela A foi nula em 7 dias (p 0,647); de 2,76% em
28 dias (p 0,020) e de 2,5% em 90 dias (p 0,013). A tela B retraiu 3,71% em 7 dias (p 0,040),
4,52% em 28 dias (p 0,014) e 5,0% em 90 dias (p < 0,001). Houve maior retracdo na tela B do
que na A em 7 (p 0,036) e 90 dias (p 0,038). Na analise histologica, a quantidade de
neutrofilos foi significativamente maior na tela B no 7° dia pds-operatério (p 0,008),
diminuindo em ambos os tipos de telas e assemelhando-se a tela A aos 90 dias. Os linfécitos
apresentaram niveis semelhantes no 7° dia pds-operatdrio, diminuindo em ambos os tipos de
telas, especialmente na tela B, com uma diferenca de aproximadamente 50% (p < 0,001).
Houve mais macrofagos e células gigantes na tela B aos 7 dias, em comparacdo com A (p <
0,001), porém apresentaram aumento progressivo na tela A, invertendo as taxas aos 90 dias (p
< 0,001). Conforme o tempo pos-implante, houve aumento progressivo da razdo de colageno
I/111, de cerca de 5x aos 90 dias, nos 2 tipos de tela (p < 0,001), sem diferenca entre elas.
Conclusdo: A tela B apresentou maior retragdo tanto precoce quanto tardiamente, maior
resposta inflamatoria precoce e menor reacdo tardia de corpo estranho do que a tela A, sem
comprometer a adequada formacéao de colégeno.

DESCRITORES: Telas cirurgicas, parede abdominal, cicatrizagdo de feridas, hérnia,

colageno, experimentacdo animal.
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1 INTRODUCAO

A hérnia da parede abdominal é uma afeccdo cirurgica de elevada prevaléncia e o
seu tratamento esta entre os procedimentos operatdrios mais realizados no mundo. Pelo fato
de sua anatomia ser plenamente conhecida em detalhes ha mais de um século, o seu
tratamento havia sido subestimado achando-se que a hérnia seria facilmente curavel com
suturas. Entretanto, a hérnia ndo é apenas um problema anatdmico, mas uma doenga
sisttmica. Um tecido conjuntivo fragil pela diminuicdo ou alteracdo das fibras de colageno
pode romper-se mesmo apds uma sutura perfeita. Tendo em vista essa fragilidade, seja por
fatores ambientais, constitucionais, ou mesmo inerente ao processo de envelhecimento,
cogitou-se a necessidade de acrescentar um tecido de reforco na zona de correcdo da hérnia™
1 Uma ampla diversidade de materiais foi estudada com este propésito, sendo o
polipropileno (PP) o mais difundido no mundo. Utilizando esse método, o indice de recidiva,

outrora superior a 10%, caiu a menos de 1%+,

Os espagos vazios entre os filamentos da tela denominam-se poros. E por meio
deles que se infiltram os fibroblastos, responsaveis pela sintese de fibras colagenas com
consequente construcao de tecido conjuntivo denso, integrando a protese ao organismo. Dos
mais de 20 tipos de colageno conhecidos, os tipos | e Ill sdo os predominantes em
aponeuroses e tenddes. As fibras de colageno do tipo Il sdo mais delgadas, elasticas e
predominam no inicio da cicatrizagdo. As fibras do tipo I, por sua vez, s&o mais espessas e
conferem resisténcia ao tecido, aumentando a sua concentragéo tardiamente na cicatrizacao.
Quanto maior o diametro dos poros, maiores e mais rapidas serdo a fibroplasia, a angiogénese
e a presenca de células imunocompetentes, visando a aumentar a resisténcia mecénica e a
proteger de germes infectantes. O afluxo das células inflamatdrias inicia-se com neutréfilos,
0s quais participardo da fase inicial da cicatrizacdo, seguida da migracdo dos macréfagos e
linfocitos. Os macrofagos unidos poderdo formar células gigantes multinucleadas para
aumentar a sua capacidade fagocitica. A medida que a fase inflamatdria diminui, a fase de
sintese do tecido conjuntivo vai ganhando espaco com a deposicéo de colageno’®t1164124,

Pela sua facilidade, seguranga e baixo indice de recidiva, o uso de protese na
cirurgia corretiva de hérnia tornou-se consenso, seja na abordagem aberta ou na abordagem

videolaparoscépica °1¢2023%

Entretanto, a presenca do biomaterial ndo é isenta de
complicacdes, podendo ocorrer desconforto local e retracdo do implante. A retracdo é um

fendmeno bem documentado durante a cicatrizagdo, estando sujeito a ocorrer mesmo meses



12

ap6s a implantacdo da prétese e pode propiciar a recorréncia da hérnia. Sua causa é
desconhecida, mas sugere-se que a mesma ocorra como resultado da fibroplasia e do
remodelamento do tecido conjuntivo no interior da malha*>.

A resisténcia mecanica tecidual induzida pela presenca da protese é tamanha, que
suporta uma tensdo de ruptura musculo-aponeurdtica bem maior do que a da parede
abdominal sadia. Além disso, ocorre uma reducdo na elasticidade natural da aponeurose ap6s
a implantacdo da tela, devido & incongruéncia na resisténcia entre o tecido receptor e o
biomaterial, 0 que pode aumentar ainda mais o desconforto ocasionado pela presenca do
corpo estranho. Dessa forma, parece vantajoso utilizar prdoteses sem aquela resisténcia
excessiva, porém com maior elasticidade. Assim, foram desenvolvidas proteses de baixa
gramatura, aqui abreviadas como telas B, também denominadas de baixa densidade ou de
baixo peso, conhecidas na lingua inglesa como lighweight meshes, caracterizadas por menor
concentracdo de material sintético e poros de maior diametro (>1.000 um) do que as telas de
alta densidade ou telas A®%3%°° As telas B oferecem algumas vantagens em relagdo ao
desconforto crénico e a sensa¢do de corpo estranho, embora estejam associadas a um possivel
aumento do risco de recorréncia da hérnia em grandes defeitos herniarios. Alguns autores
afirmam que as telas B parecem causar menor reagdo inflamatéria, induzir a menor formacao
de tecido fibrético e a retrair menos*>#>3¢°2,

S&80 poucos os estudos experimentais que buscam avaliar a retracdo das malhas
sintéticas e apresentam resultados bastante variaveis. Alguns trabalhos mostram, inclusive,
resultados contraditérios, referindo paradoxalmente a expansdo da tela e de seus poros®.
Saber se uma proétese retrai e em que proporcao € de grande valia, para que o cirurgido deixe
a tela com margem de seguranga adequada a &rea em questdo e permita que a reconstituicao
permanega livre de tensdo. Do contrério, uma malha de dimensdo inadequadamente pequena,
ao retrair, possibilitaria maior chance de recidiva da hérnia. Por outro lado, margens
excessivamente grandes aumentam a quantidade de corpo estranho e desconforto ao paciente.
Desta forma, deve-se evitar a falta, mas também o excesso de implante em uma operacéo. Dai
a importéncia de conhecer a taxa esperada de retragdo de cada biomaterial para escolher o

tamanho mais adequado da protese a ser utilizada™?"3>46:49.5153



13

2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 HISTORICO

A hérnia é a entidade nosoldgica mais frequentemente operada na cirurgia geral,
podendo ser encontrada em mais de 10% da populacdo®>°. Sua incidéncia cumulativa aos 80
anos atinge 46% dos homens e 13% das mulheres™. Antes do advento das proteses, 0s
anatomistas pensavam conhecer todos os seus detalhes e subestimavam o seu tratamento.
Todavia, mesmo utilizando uma técnica de sutura ideal, os indices de recorréncia
permaneciam e tornardo a continuar acima de 10% sem o uso de alguma tela de reforgo*>*%*¢-
20 Ainda nesse periodo, pelo menos dois cirurgides acertaram o rumo das pesquisas, sem nem
imaginarem o sucesso que Viria a ser o mercado das proteses cerca de um século depois: no
século XIX, Billroth afirmou que se fosse possivel produzir tecidos com a densidade e
resisténcia da fascia e do tenddo, o segredo da cura radical da hérnia estaria descoberto* .
Em 1924, Keith afirmou que tenddes, fascias e tecidos conjuntivos ndo eram estruturas
passivas ou mortas e sim tecidos vivos. Mais do que isso, afirmou também que o fato de as
hérnias serem tdo frequentes em idosos levava a suspeitar de que uma alteracdo patolégica
nos tecidos conectivos pudesse tornar alguns individuos particularmente suscetiveis a
desenvolver hérnia®. Na ocasido, seu conceito foi pouco valorizado em favor de se acreditar
que as protrusdes ocorressem devido a defeitos anatdmicos congénitos preexistentes®”.
Diversos materiais foram utilizados em pesquisa para a confeccdo de préteses, como prata,

seda, vitalio, tantalo, categute e muitos outros?*°

, até que Usher obteve éxito com o PP
(Marlex®, Bard, UK) nos anos 60'®'°. Este material foi amplamente estudado por Falci® e
Lichtenstein?®® tempos depois. Sua malha é composta por fios monofilamentados produzidos
pela polimerizacdo do PP, um derivado do gés propano. Estudos demonstram que a forca
ténsil do PP implantado em tecido organico mantém-se inalterada ao longo do tempo e €
facilmente esterilizavel em autoclave, sem alterar suas propriedades, preenchendo o0s quesitos
de uma tela ideal desejados por Cumberland e Scales ainda na década de cinquenta™****%. E o
material mais utilizado, tanto para uso clinico, quanto em grupos controle de experimentos
para testar novos materiais**™®. A prétese promove um aumento de resisténcia muito acima da
resisténcia normal de uma parede abdominal sadia, suportando mais de cinco vezes a tenséo

de ruptura mdsculo-aponeurdtica®>***®.
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Esta resisténcia ndo se deve diretamente pela presenga da tela, pois sua malha €
relativamente fragil. Deve-se sim, pelo tecido conjuntivo rico em colégeno, sintetizado pelo

hospedeiro na trama que a tela oferece como um alicerce® 16233641,

2.2 COLAGENO

O colageno € a principal proteina da matriz extracelular e € importante componente de
fascias, tendGes e ligamentos, promovendo resisténcia a essas estruturas. Existem mais de
vinte tipos de colédgeno descritos. No tecido aponeuroético, sdo encontrados os tipos | e I11. O
tipo 1 € o mais comum e corresponde a 90% do total de colageno no ser humano. Pode ser
sintetizado por odontoblastos e osteoblastos e, na aponeurose, pelos fibroblastos, sendo
organizado em espessos e fortes filamentos. E conhecido por colageno maduro por
predominar nas fases tardias da cicatrizacdo. O colageno do tipo Ill ou imaturo, & composto
por filamentos mais delgados, frageis e elasticos e estad presente em tecidos que requerem
maior elasticidade, como pele, masculo, fascia e ligamento, e também em um periodo
precoce da cicatrizacdo. Por ser tecido vivo, o tecido conjuntivo estd constantemente
sintetizando e degradando colégeno, mantendo-o em equilibrio conforme a necessidade®
10,54,59-61.

Uma forma de estimar a resisténcia de um tecido € pela divisdo entre os tipos de
colageno I e 111, conhecida como raz&o I/111. Com base nesta formula, varios estudos apontam
para a natureza histopatologica da hérnia, e ndo meramente anatdmica, evidenciando que
individuos com hérnia inguinal adquirida, inguinal recorrente ou hérnia incisional apresentam
indices I/111 mais baixos do que individuos sem hérnia ou com hérnia inguinal congénita.
Para reforcar a teoria, ndo ha diferenca na razéo I/111 entre criangas com e sem hérnia inguinal
congénita. Quando alterados, estes valores podem ser observados ndo somente no local da
hérnia, mas também de qualquer outra por¢do da fascia e de outros tecidos, como na pele e
até mesmo no pericardio. Em estudos que envolvem biomateriais, a razdo I/lll pode ser

utilizada como parametro para avaliar a fibroplasia em resposta ao material utilizado®®°%°.

2.3 IMUNOHISTOQUIMICA

Existem varios métodos para quantificar os tipos de colageno e um deles é pela reacéo
imunohistoquimica (IHQ). A IHQ é uma técnica essencialmente qualitativa e seu objetivo é a
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localizacdo topogréfica do antigeno marcado no tecido. Anticorpos anti-colageno 1 e IlI
ligam-se especificamente aos seus respectivos alvos e a visualizagdo dessa interagdo antigeno-
anticorpo sera obtida pela conjugacdo do anticorpo a uma enzima, como a peroxidase. Esta
catalisara uma reacdo que produzira cor. Ha duas estratégias usadas para a deteccdo IHQ de
antigenos nos tecidos: 0 método direto e o indireto. O método direto utiliza apenas um
anticorpo e o procedimento €, portanto, simples e rapido. Entretanto, pode sofrer problemas
com sensibilidade devido a pequena amplificacdo de sinal. O método indireto envolve um
anticorpo primario ndo-marcado na primeira camada, que reage com o antigeno do tecido; e
um anticorpo secundario marcado com a enzima na segunda camada, que reage com O
anticorpo primario, levando a positividade do teste. Este método é mais sensivel devido a
amplificacdo de sinal através de diversas reacdes de anticorpos secundarios com diferentes

sitios antigénicos do anticorpo primario®’®,

2.4 ATELAE A CICATRIZACAO

A protese funciona como um arcabouco, sua malha é composta por filamentos
entrelacados e o espaco vazio entre esses filamentos denomina-se poro. E através dos poros
que as células do hospedeiro permeiam a malha. Alguns estudos afirmam que quanto maior o
didmetro dos poros, maiores e mais rapidas serdo a entrada de células inflamatdrias e a

1210.11,1621-24,30353643.6970  Eqte processo inicia com a chegada das células de

fibroplasia.
defesa para a limpeza e preparacdo da area a ser construida, tal qual ocorreria em uma
cicatrizacdo normal, sem protese. A reagdo tecidual usualmente inicia-se com um
pronunciado processo inflamatdrio através de toda a area da tela. Sdo observados edema e
necrose do tipo fibrinoide envolvendo os filamentos da malha com um denso infiltrado de
neutrofilos e macréfagos, que sdo os dois tipos celulares predominantes no inicio, enquanto
que os linfocitos costumam ser menos comuns neste primeiro momento. O edema desaparece
em até trés semanas apds a implantacdo. Os macréfagos teciduais costumam ter elevada taxa
de colonizacdo e desempenham papel muito importante na cicatrizacdo, intermediando as
reacOes celulares pela liberagdo de citocinas e fagocitando elementos indesejaveis. Quando o
material a ser fagocitado imp6e maior dificuldade, os macrofagos juntam-se e transformam-
se em células gigantes multinucleadas ou gigantécitos. Estes, por sua vez, podem originar o
granuloma de corpo estranho, observado na reacdo inflamatoria tardia, enquanto os

neutrofilos tendem a diminuir até o completo desaparecimento. Mesmo decorridos 90 dias da


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Anticorpo_secund%C3%A1rio&action=edit&redlink=1
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implantacdo, os macréfagos permanecem como as células inflamatdrias dominantes™

24324111 " sequird a sintese do tecido conjuntivo com a angiogénese e com a deposicio de
colageno pelos fibroblastos, preenchendo os poros da tela e constituindo um tecido mais forte
e resistente do que uma aponeurose' 31933741 A denosicdo de colageno é acompanhada da
contracao de suas fibras e consequentemente da ferida operatdria também.

2.5 RETRACAO DA TELA

A retracdo € um aspecto fisiologico essencial na cicatrizacdo, pois diminui a &rea da
solugédo de continuidade, facilitando o fechamento da ferida. Ocorre inicialmente por
desidratacdo dos tecidos moles e depois pela maturacdo e cruzamento das fibras
colagenas®*?*"2. Por outro lado, a retracdo da cicatriz pode levar & retracdo da tela utilizada
para cobrir o defeito herniério, deixando-a encolhida e rigida. O enrugamento e a rigidez da
prétese, em consequéncia da fibrose, pode ocasionar dor crénica apds a operagdo e até levar a
recidiva da hérnia.

A primeira descricdo de retracdo foi de autoria de Amid, ao publicar uma técnica de
hernioplastia com grampeamento das bordas da tela e, durante o acompanhamento
radiografico em 10 meses, perceber que a distancia entre os clipes havia diminuido cerca de
20% da distancia original'.

Subsequentemente, muitos estudos experimentais buscaram avaliar em detalhes a

retracdo e suas caracteristicas. O grau de retracdo varia de acordo com o tipo de material que

11,27-30,32,35,44,47,51-53 31,73-77

compde a protese , mas também com a forma de fixacao , 0 local de

implantac&o® e a presenca de infecc&o?®3*,

2.6 TIPOS DE TELA

O material mais comumente utilizado para o reparo de uma hérnia abdominal é o
PP. Na tentativa de aperfeicoar a incorporagdo tecidual e deixar uma quantidade minima de
corpo estranho no hospedeiro, foram estudadas modificagdes estruturais para a confecgédo de
préteses como menor concentragdo de material sintético, as telas B"*'?°%%"8 Qs primeiros
testes experimentais foram realizados com prétese mista de poliglactina 910 e PP 27°°,
Subsequentemente, foram produzidas telas B puras de PP. Assim, de acordo com a

densidade, o PP pode ser classificado em alto peso (telas A), quando o peso é superior a



17

80g/m?; médio peso, entre 50 e 80g/m?; baixo peso (telas B), entre 35 e 50g/m?; e ultra-baixo
peso, pesando menos do que 35g/m°. Uma classificacdo semelhante consiste em associar a
densidade ao tamanho do poro: quanto maiores os poros, menor a densidade. Assim, as
proteses podem ser classificadas em poros muito grandes, acima de 2.000 um; grandes poros,
entre 1.000-2.000 pym; médios poros: 600-1.000 ym; pequenos poros: 100-600 um; e
microporosas, com poros inferiores a 100 ym. A tela B, representada pela Parietene Light®
Sofradim-Covidien, France), apresenta densidade de 38g/m? e poros de 1,5mm; contrastando
atela A, representada com o tradicional Marlex®, que apresenta densidade de 95g/m? e poros
de 0,6mm 2,16,34,37-39,41,43,46,58,69.

Alguns trabalhos experimentais, também em ratos Wistar, buscaram estudar o
percentual de retracdo em outros tipos de telas, por exemplo, com Prolene® (Ethicon, EUA),
uma tela de PP, de densidade de 80g/m?e poros de 0,5mm, cuja retracio foi de 11,3% em 30
dias* e 10% em 8 semanas’®. J4 a tela Light-PP® (Cousin Biotech, France), pesa 30g/m?,
seus poros medem 2,5mm e retraiu 40% em 8 semanas’". Mais comuns s&o trabalhos que
pesquisam telas B associadas a outros elementos, denominadas préteses mistas. Sdo exemplos
a associacdo de PP & poliglactina, ocasionando retracdo de 22,4% em 90 dias®; ao
poliglecaprone, de 1,5% em 7 dias e 11,7% em 30 dias*; ao 4cido poli-L-l4ctico, de 0% em 2,
4 e 8 semanas’’; ao titaneo, de 16,9% em 30 dias* e 15,5% em 90 dias® ; & celulose oxidada,
de 13,1% em 30 dias*; e & carboximetilcelulose com hialuronato, de 7% em 30 dias*® e
14,6% em 90 dias®. Em outro extremo, proteses de politetrafluoretileno expandido (ePTFE),
uma tela microporosa representada pela DualMesh® (W.L.Gore & Associates, Flagstaff, AZ),
apresentou retracio de 45,9% em 7 dias e 44,2% em 30 dias®.

O presente estudo € o primeiro a comparar nas duas proteses acima citadas, 0s trés

importantes parametros conjuntamente: retracdo, resposta inflamatdria e fibroplasia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Avaliar o fenémeno de retracdo das telas A e B em 7, 28 e 90 dias pds-implante.

3.2 Avaliar a resposta inflamatoria, quantificando neutrofilos, linfocitos, macrofagos e
células gigantes em cada tipo de prétese em 7, 28 e 90 dias pos-implante.

3.3 Avaliar a fibroplasia, comparando a propor¢éo de colageno tipo | e 111 em cada tipo de
préotese em 7, 28 e 90 dias pos-implante.
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4 METODOS

4.1 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).

4.2 ASPECTOS ETICOS

O protocolo de pesquisa foi previamente aprovado pelo Comité de Etica do Grupo de
Pesquisa e Pos-Graduagdo (GPPG) do HCPA (projeto 07-235) e os animais foram manejados em
concordancia com os preceitos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

4.3 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) e mantidos no
biotério da UEA do CP do HCPA. Ficavam alojados em gaiolas de pléstico, medindo 40 x 30
x 16 ¢cm, contendo no maximo 5 ratos em cada unidade, recebendo racao e agua ad libitum e
com controle de ciclo de sono/vigilia de 12h. O ambiente foi sempre mantido livre de
barulho, com fluxo de ar continuo, umidade relativa do ar de 75,0% e temperatura constante
de aproximadamente 22°C (fig.1).

Figura 1 — Fotografias do alojamento dos ratos. A: Medidor de temperatura e umidade relativa do ar; B: Gaiola
contendo menos de 5 ratos, com &gua e racdo ad libidum.



20

4.4 GRUPOS DE ESTUDO

Os animais (n=25) foram distribuidos em trés grupos (fig. 2), de acordo com a data
de aferigdo e coleta do material: oito no sétimo dia pos-operatorio (grupo 1); oito no vigésimo
oitavo (grupo 2); e nove no nonagésimo dia (grupo 3), para avaliagdo morfologica (macro e

microscopica).

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

Fig. 2 — Organograma representativo dos grupos de estudo.
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4.5 IMPLANTE

Tela A: Material protético de polipropileno monofilamentar de alta gramatura ou

convencional (Marlex®, Bard, UK).

Tela B: Material protético de polipropileno monofilamentar de baixa gramatura (Parietene®,
Sofradim-Covidien, France). (fig. 3)

Fig. 3 — Fotografia das proteses utilizadas: A: tela A; B: tela B.
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4.6 TECNICA CIRURGICA

Todos os ratos foram operados dentro da seguinte padronizagéo: (a) inducdo
anestésica com xilazina (7mg/Kg) e cetamina (90mg/Kg) intra-peritoneal; (b) tonsura com
cortador elétrico na face anterior do abdome; (c) imobilizagdo em decubito dorsal horizontal,
em prancha cirurgica 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; (g) incisdo mediana de pele e tecido subcutaneo, medindo 2 a 3cm de extensao; (h)
disseccdo do tecido subcutédneo da aponeurose, expondo-a o suficiente para (i) insercdo da
tela A de 2 x 2cm a direita; e inser¢do da tela B de 2 x 2cm a esquerda, ambas na face
anterior da aponeurose integra (fig.4); (h) fixacdo das telas com pontos separados de
poliamida (Nylon) 4.0, constituidos de 5 semi-nos cada, em seus quatro cantos, de forma a
manté-las planas e lisas, mas sem tensdo; (i) fechamento com pontos intra-dérmicos
separados, do mesmo fio, sem curativo. Cada operacgéo foi fotografada detalhadamente, com
resolucéo de 2.816 x 2.112 pixels e funcéo super-macro ativada.

Os principios de assepsia foram rigorosamente observados, bem como a
disseccdo meticulosa dos tecidos. N&o foi utilizado eletrocautério, nem antibioticos
profilaticos.



23

R R e &

-

\ “
¢ e dip e p it
< e

R T T TN SN
- N .

/ »
it r - L s
U L T W R S L
! ‘e
. L1

e = 7 S PR
k g Py g
e L I T T

P g,
A elaid..
»- g ¢ .._

Fig. 4. Fotografia mostra tela A a direita e tela B & esquerda do rato, fixadas nas suas extremidades a fascia
anterior.

4.7 PERIODOS DE OBSERVAGCAO

O periodo pobs-operatério imediato deu-se em incubadora, com fonte de
aquecimento e &gua liberada. Nenhum rato sofreu entubagdo ou qualquer tipo de acesso
venoso. Apds estarem plenamente acordados, retornavam para suas gaiolas originais, com
dimensGes 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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4.8 NECROPSIA

Os ratos foram submetidos & morte indolor induzida em cimara de gas carbdnico
(COy) nas datas pre-determinadas. Apos a constatagdo do oObito, cada animal foi novamente
pesado, submetido & nova depilacéo e colocado na mesa cirdrgica.

O ato cirurgico da necropsia ocorreu da seguinte forma: (a) incisdo mediana ampla,
com prolongamentos laterais nas extremidades; (b) dissec¢do do tecido subcuténeo das telas e
da aponeurose; (c) mensuracdo das dimensdes das arestas verticais e das arestas horizontais
de cada tela; (d) fotografia digital com resolucdo de 2.816 x 2.112 pixels em funcéo
supermacro ativada (fig. 5); (e) resseccdo da parede abdominal em toda a sua espessura sob
as telas, juntamente com as mesmas, em bloco (figs. 6 e 7); (f) armazenamento das pecas em
solugdo de formalina tamponada a 10%, em recipientes apropriados e devidamente
identificados (fig. 8).

-

wall”

Fig. 5 — Fotografia da parede abdominal, amplamente dissecada, expondo ambas as proéteses, ja incorporadas a
aponeurose aos 7 dias pds-operatorios.
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Fig. 6 — Fotografia de resseccdo da parede abdominal com a tela em bloco, no rato nimero 5.
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Fig.7 — Fotografias das proteses integradas a parede abdominal, completamente removidas em bloco. A e C —
telas A; Be D - tela B.

Fig. 8 — Fotografias do armazenamento das pecas em solugdo de formalina, separadamente e identificadas, para
posterior confecgdo dos blocos de parafina.

4.9 ANALISE HISTOLOGICA

4.9.1 Hematoxilina-Eosina

No Laboratério de Patologia do CP do HCPA, as pecas foram emblocadas em
parafina, cortadas com 4um de espessura e coradas em Hematoxilina-Eosina (HE). A
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contagem celular foi realizada por duas patologistas independentes, por meio de um ensaio
do tipo cego. Cada uma delas avaliou todas as amostras. Em cada espécime, foram
pesquisados aleatoriamente dez campos microscopicos de 400x na area ocupada pela tela,
que era identificada pela aponeurose do rato e pela presenca de, pelo menos, um dos
filamentos de PP (fig. 9). Em cada campo, quantificaram os seguintes itens: (1) neutréfilos;
(2) linfocitos; (3) células gigantes, também denominadas gigantocitos; e (4) macréfagos. Os
macrofagos foram quantificados de acordo com o numero de camadas que 0S mMesmos
compunham ao redor de cada filamento da tela. Para a analise dos resultados, foi utilizada a
média da contagem das duas patologistas, totalizando 20 campos microscopicos para cada

uma das 4 células, em cada uma das duas telas, em cada um dos 25 ratos.

Fig. 9 — Fotomicrografia das telas extraidas ao 7° dia pos-operatorio, do rato ndmero 5, mediante coloragao
H.E., evidenciando todas as camadas da parede abdominal do rato. A camada mais superficial, acima,
corresponde ao tecido conjuntivo neoformado adjacente aos filamentos da protese. A: Tela A; B: Tela B.
Observar a maior espessura e maior densidade de filamentos (F) na tela A e o tamanho maior dos poros (P) na
tela B.

4.9.2 Imuno-histoquimica

A anéalise do coldgeno foi realizada mensurando os tipos | e Il por IHQ. Foram
utilizados anticorpos policlonais anti-colageno | (pal-85317, Thermo Scientific®) e anti-
colégeno 111 (pal-85314, Thermo Scientific®). O método de revelagdo utilizado foi o
complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (labeled streptavidin-biotin - LSAB, K0690,
Dako Corporation®), o qual corresponde a uma técnica indireta. Por meio de microscopia
Optica (microscopio Olympus BX51) foram obtidas fotografias de 5 campos aleatorios de cada
tela inserida na aponeurose de cada rato, com aumento de 400x (fig.10). A captura de imagens
foi realizada com céamera Olympus, modelo DP72, prOpria para uso em microscopia,
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padronizada com as seguintes configuracdes: tamanho da foto: 1,24MB, com 4140 x 3096
pixels, resolucdo vertical: 72 pontos por polegada (dots per inch - DPI); resolugéo horizontal:
72 DPI; intensidade de bits: 24; unidade de resolucdo: 2; representacdo de cores: sSRGB;
sensibilidade: 1SO 1600; com tempo de exposi¢do de 1/2500 segundos (fig. 11).
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Fig.10 — Fotografia do sistema de captura de imagens para mensuracio do colageno. E possivel observar os
filamentos (F) de tela cortados transversalmente, revestidos por macrofagos (M) bem como o tecido conjuntivo
neoformado por meio dos poros (P) da tela. O tecido corado em marrom corresponde a deposi¢do de coladgeno
(C) marcado pela IHQ. A direita, observa-se o ajuste padronizado para a detecgio das imagens.

A mensuracdo de cada tipo de colageno foi feita contando os pixels marcados com o
auxilio do programa Image Pro Plus (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). Foi analisada
foto por foto, em um total de 500 fotos, conforme as especificagdes padronizadas descritas
acima. A forma de contagem de pixels foi realizada obedecendo a mesma sequéncia: (a)
abrindo a foto desejada (fig. 11A), clicando em “file — open’’; (b) abrindo o medidor, em
“count and measure object™; (c) optando pelo modo manual, no icone “All classes selected —
manual’; (d) selecionando as cores, em “Select colors™; (e) selecionando o grau 3 de
sensibilidade, em “Sensivity 3 — 1x1”*; (f) escolhendo a cor desejada na figura, no caso o
marrom, apos ter clicado no icone da esquerda simbolizado por uma caneta (fig. 11B); (g)
filtrando somente os pontos marcados, clicando em “Class Color on White” (fig. 11C); (h)

criando uma cépia da imagem para contagem, em “Create Preview Image”; (i) selecionando
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objetos escuros automaticos: “Automatic Dark Objects™; a partir de entdo, (k) inicia a
medicdo, em “Measure objects”; (I) procede-se a contagem, em “Count; (m) revela os
resultados em “View”; (n) abre o valor especifico clicando em “Statistics™ e a linha “Sum™
indicard quantos pixels estdo marcados, sob um total de 12.817.440 pixels. Este valor
absoluto era entdo transformado em valor percentual e repassado a uma tabela no programa

Excel para posterior avaliacdo estatistica. Finalizado este processo, partia-se para a foto

seguinte, seguindo a mesma sequéncia, até um total de 500 fotos.

R DT S P ey = = i
Figs. 11 — Método de contagem dos pixels, correspondentes ao colageno marcado por IHQ
A. Foto original da aponeurose recoberta pela tela, corada por IHQ com anticorpos para colageno tipo 1
B. Marcacdo dos elementos corados em marrom (colageno tipo 1), utilizando o programa Image Pro Plus
C. Separacéo dos elementos previamente selecionados e marcados pelo programa, para contagem
especifica de pixels corados.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Realizado no servi¢o de estatistica do GPPG do HCPA e utilizando o programa
Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 18.0. O ganho de peso foi calculado pelo peso
final menos o peso inicial de cada rato e extraindo-se uma média deste valor para cada grupo
de ratos. Foi utilizada analise de variancia (ANOVA) para fazer a comparagdo entre 0s
grupos. Com o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, as variaveis que apresentaram
distribuicdo normal (simétrica) foram representadas por média e desvio-padrdo (DP), que foi
0 caso da contagem celular e de colageno. Os percentuais de retracdo das telas apresentaram
distribuicdo assimétrica, sendo entdo representadas por mediana e intervalo interquartil. Em
todos os testes realizados foi utilizado nivel de significancia (p) inferior a 0.05. O teste de
Wilcoxon foi usado para comparar as areas das telas dentro de cada periodo. A comparagéo da
retracdo entre 7, 28 e 90 dias foi feita utilizando o teste de Kruskal-Wallis. Para as variaveis
com mais de uma medida, como os neutrofilos, linfocitos, gigantécitos e macrofagos, a
analise de Equacdes de Estimagdo Generalizadas (Generalized Estimating Equations - GEE),
avaliou o efeito de tempo, nas trés categorias (7, 28 e 90 dias); de tipos de tela (A e B); e da
sua interacdo (tempo x tela) para cada tipo celular. A analise de GEE também foi empregada



30

na avaliacdo do percentual de colageno, associando o efeito da tela (A e B), do tempo (7, 28 e
90 dias) e do tipo de colageno (tipos I e 1), levando em consideracdo as interagcdes duplas
desses fatores (tela x tempo, tela x colageno e tempo X coladgeno). Foi utilizado o pds-teste de

Bonferroni para realizar as comparagdes especificas dentro dos fatores significativos.

Variavel preditora
Insercdo de telas A e B na parede abdominal dos ratos.

Variaveis desfecho

Avaliacdo das medidas das proéteses, integradas ao organismo, em 7, 28 e 90 dias.

Avaliacdo dos tipos celulares (neutrofilos, linfocitos, gigantocitos e macr6fagos e em
10 campos aleatorios de cada tela, aferido por 2 patologistas independentes) em 7, 28 e 90
dias.

Avaliacdo dos tipos | e 111 de colageno em ambas as telas em 7, 28 e 90 dias.
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Os procedimentos cirurgicos transcorreram sem intercorréncias. N&o houve

sangramento significativo em nenhum rato. Todos os 25 ratos demonstraram favoravel

evolucdo pos-operatoria, sem evidéncias de quaisquer complicagdes: nenhum apresentou

seroma, hematoma ou infeccdo de sitio cirurgico. N&do houve oObitos. A média de ganho de

peso por grupo apresenta-se expressa na figura 12. Nao houve diferenca significativa entre a

média de peso inicial entre os grupos (p > 0,200), antes do procedimento. Todavia, apds 0s

diferentes periodos de reintervencédo (7, 28 e 90 dias), houve diferenca significativa entre os

grupos (p < 0,001), sendo a média de ganho de peso no 1° grupo de 9,6g, no 2° grupo de

26,09 e no 3° grupo de 78,4q.
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96
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26,0
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78.4
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Fig. 12 — Grafico comparativo da média de ganho de peso, expresso em gramas, entre os grupos (p < 0,001).
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5.1 ANALISE MACROSCOPICA

5.1.1 Grupo 1 - 7 dias
Aos 7 dias, a avaliacdo macroscopica ja revelou integracdo de toda a superficie das
proteses a aponeurose.

Tela A

A medida da aresta vertical variou de 1,95cm a 2,05cm, com media, mediana e moda
de 2,00cm; DP de 0,026; erro padrdo (EP) de 0,009 e intervalo de confianga 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). A éarea das telas, calculada pelo produto das duas medidas acima
descritas, apresentou média de 3,93cm? sendo 3,8cm? a menor e 4,2cm? a maior (DP =
1,136; ER = 0,049 e IC 95% = 3,86 a 4,09). A média de retracao foi de 1,75% e a mediana foi
de 0,00%. As medidas encontram-se em detalhes na tabela 1 e a variagdo das dimensdes na
figura 12. Para um nivel bicaudal de significancia, o valor foi de 0,647 (p = 0,647). Desta
forma, a retragéo apresentada ndo foi considerada significativa.

TelaB

A medida da aresta vertical variou de 1,7cm a 2,05cm, com média de 1,89, mediana e
moda de 1,95cm; DP de 0,117; EP de 0,041 e IC 95% situado entre 1,79 e 1,99. A aresta
horizontal apresentou variagdo menos ampla, estendendo-se de 1,95cm a 2,05cm; média de
1,987 e mediana de 2,00 (DP = 0,353; EP = 0,012; IC 95% = 1,95 a 2,01). A area das telas
apresentou média de 3,76cm?, com 3,4cm? a menor e 3,99cm® a maior (DP = 0,263; ER =
0,093 e IC 95% = 3,54 a 3,98). A média de retracdo foi de 6,0% (p = 0,040) e a mediana foi
de 3,71%. As medidas encontram-se em detalhes na tabela 1 e a variagdo das dimensdes, na

figura 13.

Comparacéo entre as telas A e B
A diferenca do grau de retracdo mediano (tab. 4, fig. 16) entre a tela A (0,00%) e B
(3,71%) foi significativa (p = 0,036).
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Tabela 1 — Medidas das dimensdes das telas ap6s 7 dias da intervencao inicial

Rato Peso inicial (g)  Peso Final (g) Area da tela A (cm?) Area da tela B (cm?)

1 318 328 3,9000 3,6075

2 330 348 4,1000 3,9000

3 331 341 4,0000 3,4000

4 343 355 4,0100 3,9000

5 351 362 3,8000 3,4125

6 317 334 4,2000 4,1000

7 361 354 4,0000 3,8025

8 300 304 3,8025 3,9975
Média 331 340 3,9765 3,7650

Areas das Proteses do Grupo 1

Areaem cm ?

Rato

@ Area inicial das proteses m Préteses de Alta Densidade O Préteses de Baixa densidade

Fig. 13 — Gréfico comparativo da rea de cada tela antes e 7 dias ap6s o experimento

5.1.2 Grupo 2 - 28 dias
Todos mantiveram seus habitos normais, apresentando ao 28° dia poOs-operatorio

cicatrizacdo completa da pele e crescimento dos pélos recobrindo a cicatriz.

Tela A

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% = 1,93 a 2,02). A érea total da tela (fig.14), por sua vez, demonstrou reducdo para
3,85cm? (DP = 0,13; EP = 0,04; IC 95% = 3,73 a 3,96), cujo nivel de significancia bicaudal
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foi 0,020. Houve uma retracdo estatisticamente significativa com média de 3,75% e mediana
de 2,76%.

TelaB

A medida da aresta vertical apresentou média de 1,92cm (DP = 0,073; EP = 0,025; IC
95% = 1,86 a 1,98). A média da aresta horizontal alterou para 1,99cm (DP = 0,063; EP =
0,022; IC 95% = 1,94 a 2,04). A é&rea total da tela (fig.14) demonstrou reduco para 3,83cm’
(DP = 0,142; EP = 0,050; IC 95% = 3,71 a 3,95), cujo nivel de significancia bicaudal foi
0,014. Houve retracdo média estatisticamente significativa de 4,25% e mediana de 4,52%. As

medidas encontram-se em detalhes na tabela 2 e a variagdo das dimensdes, na figura 14.
Comparacéo entre as telas A e B
A diferenca entre o grau de retracdo mediano (tab. 4, fig. 16) na tela A (2,76%) e B

(4,52%) néo foi significativa (p = 0,674).

Tabela 2 — Medidas das dimensdes das telas apds 28 dias da intervencao inicial

Rato Peso inicial (g) Peso atual (g) Area da tela A (cm”) Area da tela B (cm?)
1 298 326 3,9585 3,7050
2 294 341 3,6670 4,0950
3 325 340 3,7050 3,6900
4 362 352 3,7050 3,8380
5 255 287 3,8610 3,8000
6 360 376 3,9975 3,8950
7 270 302 4,0000 3,7050
8 310 358 3,9179 3,9600

Média 309 335 3,8514 3,8360
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Areas das Proteses do Grupo 2

4,2
4,1

39 H -
38 - -
3,7 H - - -
3,6 - - - -
35 - - - -
3,4

Area em cm 2

Rato

m Area inicial das préteses m Priteses de Alta densidade 0 Préteses de Baixa densidade

Fig. 14 — Grafico comparativo da &rea de cada tela antes e 28 dias apds 0 experimento.

5.1.3 Grupo 3 - 90 dias
A totalidade dos ratos obteve satisfatéria evolucdo a curto e longo prazo,
demonstrando boa aceitagdo das proteses.

Tela A

Aos 90 dias, a medida da aresta vertical apresentou média de 1,96cm (DP = 0,03; EP
=0,11; IC 95% = 1,93 a 1,99) e a da aresta horizontal de 1,99cm (DP = 0,03; EP = 0,01; IC
95% = 1,95 a 2,02). A &rea total da tela (fig.15) 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. Houve retracdo média e

mediana estatisticamente significativa de 2,5% ap6s 3 meses da inser¢éo da protese.

TelaB

A medida da aresta vertical apresentou média de 1,92cm (DP = 0,044; EP = 0,014; IC
95% = 1,89 a 1,96) e a da aresta horizontal de 1,95cm (DP = 0,06; EP = 0,02; IC 95% =1,91
a 2,00). A érea total da tela foi reduzida a 3,77cm?® (DP = 0,089; EP = 0,029; IC 95% = 3,70 a
3,84), cujo nivel de significAncia bicaudal foi menor do que 0,001. Houve uma retracdo
estatisticamente significativa ap6s 3 meses da inser¢do da protese, cuja média foi 5,75% e
mediana 5,0%. As medidas encontram-se em detalhes na tabela 3 e a variacdo das dimensoes,
na figura 15.
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Comparacao entre as telas A e B
A diferenga entre o grau de retracdo mediano (tab.4, fig.16) na tela A (2,5%) e B
(5,0%) foi significativa (p = 0,038).

Tabela 3 — Medidas das dimensdes das telas apds 90 dias da intervencdo inicial

Rato  Pesoinicial (g) Peso atual (g) Area da tela A (cm”) Area da tela B (cm?)

1 319 403 4,0000 3,800
2 334 401 3,9000 3,6075
3 330 411 3,9000 3,8025
4 315 396 3,9975 3,6480
5 325 362 3,8000 3,8025
6 371 451 3,8000 3,9000
7 312 399 3,9600 3,7925
8 313 416 3,8610 3,8000
9 365 449 4,0000 3,8000
Média 331 410 3,9131 3,7725

Area das Préteses do Grupo 3

4,1

3,9 H
3,8 -
3,7 -

Area em cm?2

3,5 - - - - - -
3,4

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Rato

m Area inicial das préteses m Préteses de Alta densidade O Préteses de Baixa densidade

Fig. 15 — Grafico comparativo da &rea de cada tela antes e 90 dias apds o experimento.
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Tabela 4 — Resultados dos percentuais de retracdo das telas A e B nos 3 tempos aferidos

Tela A Tela B Diferenca entre as
medianas de A x B

Tempo Meédia (%) Mediana (%) p Média (%) Mediana (%) p p
7 dias 1,75 0,00 0,647 6,00 3,71 0,040 0,036
28 dias 3,75 2,76 0,020 4,25 4,52 0,014 0,674
90 dias 2,50 2,50 0,013 5,75 5,00 0,001 0,038
grupo
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Fig. 16 — Grafico comparativo do percentual mediano de retragdo entre 0s grupos.
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5.2 ANALISE MICROSCOPICA

5.2.1 HISTOLOGIA
A avaliacdo microscopica com HE comprovou a integracdo das proteses a
aponeurose do hospedeiro. A contagem das células inflamatérias apresenta-se pormenorizada

a seguir:

Neutrofilos

A quantidade de neutrofilos mostrou-se mais elevada nos ratos operados no 7° dia
poOs-operatdrio, especialmente na tela B, apresentando média de 13,2 células por campo, em
contraste com a tela A, com apenas 3,3 células por campo (p = 0,008). Em ambas as telas,
houve uma queda dos niveis de neutréfilos proporcional ao tempo poés-implante. Na tela A, os
niveis cairam de 3,3 no grupo 1 para 1,8 no grupo 2 (p = 0,048) e 1,3 no grupo 3 (p = 0,05).
Na tela B, os niveis cairam de 13,2 no grupo 1 para 5,6 no grupo 2 (p = 0,375) e 1,2 no grupo
3 (p = 0,002). A quantidade de neutrofilos aos 90 dias foi semelhante entre as telas Ae B (p >
0,999), préximas de 1,3 (fig. 17, tab. 5). A queda dos neutrofilos foi significativa, tanto na
tela A (p = 0,05) quanto na tela B (p = 0,002).

Tab. 5 — Contagem de neutrdéfilos

) IC 95%
Grupo Tela Média EP i i
Minimo Maximo
) A 3,29 0,62 2,07 4,51
7 dias
B 13,21 3,14 7,05 19,38
A 1,81 0,21 1,39 2,23
28 dias
B 5,61 0,92 3,79 7,44
A 1,33 0,16 1,00 1,66
90 dias
B 1,28 0,15 0,98 1,58
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Fig. 17 — Grafico comparativo da contagem de neutrofilos. Observar a diminui¢do progressiva em ambos 0s

grupos (tela A, p = 0,05; tela B, p = 0,002).

Linfécitos

A contagem de linfocitos apresentou niveis semelhantes no 7° dia pos-operatorio,

com 5,1 células por campo na tela A e 5,4 na tela B (p > 0,999). Seus niveis baixaram em

ambos os tipos de telas, sendo este decréscimo menos expressivo na tela A, de 5,1 aos 7 dias,
para 5,09 aos 28 dias (p > 0,999); e 5,08 aos 90 dias (p > 0,999). Na tela B, houve um
decréscimo de 5,4 aos 7 dias para 4,15 aos 28 dias (p = 0,360); e para 2,64 aos 90 dias (p <

0,001). Aos 28 dias, ndo houve diferenga significativa entre A e B (p = 0,580). Houve

diferenca entre A e B somente aos 90 dias (p < 0,001), tendo a tela A quase o dobro da

quantidade de linfocitos por campo microscépico comparada a tela B (fig. 18, tab. 6).

Tab. 6 — Contagem de linfécitos

) IC 95%
Grupo Tela Média EP i i
Minimo Maximo
) A 5,11 0,36 4,41 5,82
7 dias
B 5,46 0,42 4,63 6,29
A 5,09 0,36 4,38 5,80
28 dias
B 4,15 0,22 3,70 4,59
A 5,08 0,14 4,80 5,36
90 dias
B 2,64 0,13 2,37 2,91
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Fig. 18 — Gréafico comparativo da contagem de linfécitos. Observar a estabilidade no grupo que recebeu a tela A

e a queda progressiva nos ratos portadores da tela B (p < 0,001).

Células Gigantes

A contagem celular mostrou quantidade significativamente maior de células
gigantes na tela B aos 7 dias, em comparagcdo com A (p < 0,001). Com a evolucéo, esses
niveis sofreram uma inversdo de forma que, aos 90 dias, a tela A mostrou nimero maior (p <
0,001) (fig. 19, tab. 7).

Tab. 7 — Contagem de células gigantes

) IC 95%
Grupo Tela Média EP i i
Minimo Maximo
) A 1,37 0,29 0,79 1,95
7 dias
B 4,43 0,30 3,83 5,02
A 4,06 0,26 3,55 4,58
28 dias
B 4,55 0,14 4,26 4,83
A 5,40 0,13 5,13 5,66
90 dias
B 3,74 0,29 3,16 4,32




6,0 7

50 4

H

-

4.0

3.0 -

1,0 4

0,0

7 dias

— i tE

28 dias

o0 dias

—E0iX

41

Fig. 19 — Grafico comparativo da contagem de células gigantes. Observar 0 aumento expressivo nos ratos

hospedeiros da tela A (p < 0,001).

Macrdéfagos

Assim como na contagem de células gigantes, houve uma quantidade maior de

camadas de macrdfagos na tela B aos 7 dias, em comparacdo com a tela A (p < 0,001). Coma

evolucgdo, esses niveis também sofreram inversdo de forma que, aos 90 dias, a tela A mostrou

um namero significativamente maior (p < 0,001) (fig. 20, tab. 8).

Tab. 8 — Contagem de camadas de macro6fagos

) IC 95%
Grupo Tela Média EP i i
Minimo Maximo
) A 1,65 0,11 1,43 1,87
7 dias
B 2,75 0,13 2,50 3,01
A 3,00 0,08 2,84 3,16
28 dias
B 2,93 0,12 2,69 3,17
A 3,20 0,11 2,98 3,42
90 dias
B 2,41 0,07 2,25 2,56
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Fig. 20 — Gréfico comparativo da contagem de macrofagos. Evolugdo semelhante & das células gigantes,
predominando na tela A aos 90 dias (p < 0,001).

5.2.2 COLAGENO

Foi constatada abundante deposicdo de fibras de colageno tipo | e I1l em todas as

préteses, cujos detalhes e comparagdes estdo separados a seguir (figs. 21 e 22 e na tab. 9).

Tela A

Colégeno tipo |

A média de colageno tipo | marcado foi de 28,39% aos 7 dias (EP 2,19, IC 95%
24,09 a 32,68), 20,51% aos 28 dias (EP 2,23, 1C 95% 16,12 a 24,89) e 25,72% (EP 2,49, IC
95% 20,84 a 30,60) aos 90 dias.

Colégeno tipo 11

A média de colageno tipo Il marcado (fig. 21) foi de 13,19% aos 7 dias (EP 0,95,
IC 95% 11,33 a 15,06), 7,51% aos 28 dias (EP 1,66, IC 95% 4,24 a 10,77) e 1,53% aos 90
dias (EP 0,66, IC 95% 0,22 a 2,83).
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Fig. 21 — Gréafico comparativo entre os tipos | e Ill de coladgeno nas telas A em 7, 28 e 90 dias. Foram
significativas somente as diferencas do tipo | entre 7 e 28 dias (p = 0,04) e do tipo 11l entre 7 e 90 dias (p <
0,001).

Tela B

Colégeno tipo |

A média de colageno tipo | marcado foi de 19,49% aos 7 dias (EP 2,82, IC 95%
13,95 a 25,04), 18,03% aos 28 dias (EP 3,44, 1C 95% 11,29 a 24,78) e 26,36% aos 90 dias
(EP 2,44, 1C 95% 21,56 a 31,16).

Colégeno tipo 11

A média de colageno tipo 11 (fig. 22) marcado foi de 4,76% aos 7 dias (EP 1,03, IC
95% 2,72 a 6,79), 5,49% aos 28 dias (EP 0,54, 1C 95% 4,43 a 6,56) e 2,62% aos 90 dias (EP
0,82, IC 95% 1,01 a 4,23).
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Fig 22 — Gréfico comparativo entre os tipos | e 111 de colageno nas telas B em 7, 28 e 90 dias. Essas diferencas
n&o foram significativas (p > 0,05).
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Tabela 9 — Contagem de pixels correspondentes aos tipos de coldgeno marcado

Tempo Tipo de Tela IC 95%
colageno Média (%) EP Minimo Méximo

7 I A 28,39 2,19 24,09 32,68
B 19,49 2,82 13,95 25,04

1l A 13,19 0,95 11,33 15,06

B 4,76 1,03 2,72 6,79

28 I A 20,51 2,23 16,12 24,89
B 18,03 3,44 11,29 24,78

1l A 7,51 1,66 4,24 10,77

B 5,49 0,54 4,43 6,56

90 I A 25,72 2,49 20,84 30,60
B 26,36 2,44 21,56 31,16

1 A 1,53 0,66 0,22 2,83

B 2,62 0,82 1,01 4,23

Comparac0es entre astelas Ae B

Em cada etapa do tempo (7, 28 e 90 dias) ndo houve diferenga significativa na
concentracdo de coladgeno do tipo | entre as telas A e B. Em contrapartida, avaliando somente
0 colageno do tipo I11, houve diferenca no 7° dia pds operatorio (p < 0,001), de 13,19% nas
telas A para 4,76% nas telas B. Ndo houve diferenca significativa do tipo 111 entre as telas A e

B nos demais tempos (p > 0,999).

Comparacdes entre os colédgenos tipos | e 111
A concentracdo de colageno do tipo | mostrou-se significativamente maior do que a

do colageno do tipo Il nos trés tempos avaliados e nos dois tipos de tela:
7 dias — Telas A —28,3% x 13,1% (p < 0,001)

Telas B — 19,4% x 4,7% (p < 0,001)
28 dias — Telas A — 20,5% x 7,5% (p < 0,001)

Telas B — 18,0% x 5,4% (p = 0,005)
90 dias — Telas A — 25,7% x 1,5% (p < 0,001)

Telas B — 26,3% x 2,6% (p < 0,001)
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Ao comparar a razao entre os tipos | e Ill, observou-se aumento proporcional ao

tempo de implantacdo da tela, em ambos os tipos de tela (fig. 23). Este aumento foi

significativo aos 90 dias em ambas as telas (tab. 10), tendo praticamente quintuplicado (p <

0,001). Nao houve diferenca significativa entre 7 e 28 dias em nenhuma das telas (tela A: p >

0,999; tela B: p = 0,840). N&o houve diferenca significativa na comparagéo entre as telas A e
B aos 7 dias (p = 0,791); nem aos 28 dias (p = 0,342); nem aos 90 dias (p = 0,743).
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Fig 23 — Grafico comparativo da razdo /Il de colageno entre as telas A e B. Ao comparar 7, 28 e 90 dias,
simbolos diferentes (# e *) representam médias estatisticamente diferentes (p < 0,001). Simbolos iguais (#)

indicam auséncia de diferenca significativa.

Tabela 10 — Médias das raz@es de colageno I/111

Tela Tempo IC 95%
(dias) Média EP Minimo Méximo
A 7 2,66 0,45 1,76 3,56
28 2,89 0,60 1,70 4,08
90 14,50 3,15 8,31 20,69
B 7 2,86 0,49 1,89 3,83
28 4,49 1,49 1,56 7,42
90 13,09 3,03 7,14 19,04
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6 DISCUSSAO

Estudos envolvendo proteses para o tratamento de hérnias da parede abdominal
ocorrem em centros de pesquisa em todo 0 mundo, tendo em vista que a tela é fundamental e
tornou-se consenso para um reforgo seguro neste tipo de cirurgia. Diminui significativamente
a recidiva e até mesmo o custo global por paciente operado™®*?°%_ Este estudo é o primeiro
a comparar Marlex® com Parietene Light®, duas préteses de PP puro, de 95g/m* e 38g/m?,
respectivamente, sob trés importantes aspectos: retracdo, por afericdo direta; resposta
inflamatdria, pela pesquisa das células de defesa; e fibroplasia, pelos tipos I e Il de colageno.
Para que houvesse maior aplicabilidade, a escolha das telas foi realizada com base no material
mais utilizado para a corre¢do de hérnias no mundo, o PP. Assim, no grupo controle, deu-se
preferéncia ao Marlex®, marca mais antiga no mercado. No grupo teste, foi utilizada Parietene
Light®, por ser uma tela moderna, confeccionada com o mesmo material — PP monofilamentar
puro — porém de menor densidade.

Evitou-se utilizar telas mistas, frequentemente descritas em publicagdes recentes, pois
a presenca de outros elementos associados ao PP poderia atuar como fator de confuséo e
causar interferéncia na interpretagdo dos dados. Exemplos de elementos que podem ser
confeccionados juntamente com o PP sdo a poliglactina, poliglecaprone, polidioxanona,
celulose oxidada regenerada, nitinol, acido poli-L-lactico, colageno, 6mega 3 e outros *°343"
394143465881 Em um estudo espanhol, os niveis de macréfagos e de fatores de crescimento
estavam diretamente associados a presenca do material biodegradadvel na manufatura da
prétese, nesse caso o poliglecaprone, e ndo ao tamanho dos poros ou a densidade das telas.
Assim, telas que contém material absorvivel em conjunto com o PP (telas mistas) podem
induzir a uma reagdo inflamatdria mais exuberante com menor sintese de fatores de
crescimento para a maturagéo tissular do que nas telas A ou B puras, independentemente da
gramatura’®.

O planejamento da aferigéo nos tempos de 7, 28 e 90 dias deu-se pela cronofiosiologia
da resposta cicatricial do rato Wistar frente a um procedimento cirargico. Neste animal, aos 7
dias costuma ocorrer o término da fase inflamatdria e o inicio da fase proliferativa, o que
justificou a data da intervencdo no 1° grupo de ratos. Completadas 4 semanas, a fase
proliferativa chega ao fim, dando inicio & fase de remodelamento, o que justificou a
intervengdo no 2° grupo aos 28 dias. A fase de remodelamento apresentara seus resultados
definitivos apds alguns meses”?***. Por este motivo, também estudando o nivel de retracéo

das telas, Zinther recomenda incluir uma aferigcdo tardia 1 més ou mais da data do implante.
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Todavia, ele afirma ndo ser necessario pesquisar mais do que 90 dias da data do implante,
pois 0 seu estudo ndo mostra diferenca ao comparar a retracdo em 3, 6, 12 e 18 meses®’.
Assim, para que o 3° grupo de ratos fosse avaliado em uma fase suficientemente tardia, optou-
se por fazé-lo ao 90° dia.

Ambas as telas representaram bem as caracteristicas descritas do material
ideal* 2113119 30 longo do estudo: a totalidade dos ratos demonstrou favoravel evolugio
pés-operatdria e adequada cicatrizacdo, sem complicagdes, a despeito do amplo descolamento
aponeurotico e da presenga do corpo estranho. Nao houve seroma, hematoma, infecgdo de
sitio cirargico e nem obitos. O fato de os ratos terem apresentado favoravel evolucdo, sem
complicacdes locais ou sistémicas, aumenta a confiabilidade dos resultados, evitando que
fatores como presenca de infeccdo pudessem alterar os desfechos?®**. Para reduzir a chance
de ocorrer infecgdo do sitio cirdrgico, foram tomadas as seguintes medidas: realizacdo da
tonsura no menor intervalo de tempo possivel antes da incisdo e com cortador elétrico;
controle da temperatura ambiente, evitando hipotermia; auséncia de sondas e drenos; auséncia
de eletrocautério; técnica cirdrgica meticulosa e rigorosamente asséptica; realimentagédo oral
precoce®,

A infiltragdo subcutdnea com bupivacaina antes da incisdo foi feita para
proporcionar anestesia local pré-operatoria aos animais, denominada analgesia preemptiva, a
qual reduz a dor pds-operatdria mesmo quando a anestesia geral € utilizada. Reduz também a
resposta endécrino-metabdlica ao trauma por bloquear a via aferente da dor antes mesmo de
ela ser estimulada. Desta forma, além de diminuir a chance de dor e sofrimento nos ratos, em
conformidade com a bioética animal, reduziria também a chance de ocorrer um viés na
afericdo ao avaliar a resposta inflamatdria pds-operatdria - por alteracbes decorrentes do
método e ndo da cicatrizagao®*®°.

Todos os ratos mantiveram seus habitos normais, alimentando-se bem e
apresentando ganho de peso progressivo ao longo do tempo. Assim, a comparagéo entre as
médias de pesos no dia zero (peso inicial), antes do experimento, ndo mostrou diferenga entre
0os 3 grupos (p > 0,2). JA ao subtrair o peso inicial do peso final, obtido na data da
reintervencdo, houve grande diferenga na comparacdo entre 0s grupos reoperados nos 7, 28 e
90 dias (p < 0,001).

Durante o planejamento do estudo, o célculo do tamanho da amostra sugeriu sete ou
mais ratos por grupo de forma a encontrar um resultado significativo e seguro. O motivo de
ser utilizado um rato excedente no 3° grupo foi como reserva, se houvesse alguma

complicacdo tardia ou Obito que excluisse um rato do estudo. Como todos evoluiram bem e
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ndo houve perda amostral, foram computados todos os 9 ratos aos 90 dias, aumentando o
nivel de significancia.

As telas foram fixadas com pontos de sutura separados em suas extremidades,

utilizando fio inabsorvivel, objetivando manté-las imoveis nas suas posicOes, para que suas
margens ndo se desprendessem ou se dobrassem. Talvez por este motivo o indice de retracdo
encontrado ndo tenha sido tdo exuberante como em outros estudos®>"*"". A quantidade de nés
foi padronizada para que todas as telas tivessem exatamente a mesma intensidade de fixagéo e
desta forma esse fator ndo influenciasse na retracdo®"*”’. E em ndmero de cinco semi-nés
para reduzir a0 maximo a chance de afrouxar a sutura, j& que foi utilizado fio de alta
meméria®>®’,
Foram utilizados pontos de sutura separados na pele para evitar a abertura da incisdo
no caso de desprendimento de um dos pontos ou de rotura do fio. E 0os ndés foram
confeccionados de forma invertida e intradérmica para evitar que o0s ratos roessem os fios.
Ainda, para evitar o auto-canibalismo e que outros fatores externos interferissem na evolucao,
foi mantido um ambiente livre de barulhos, com temperatura ambiente agradavel, luz
adequada para os ciclos de sono-vigilia, e alimentacdo liberada, evitando superpopulacéo,
trocas constantes de gaiola ou alteracdes bruscas da temperatura®®.

A recidiva de hérnia ocasionada pela retracdo da tela pode ser facilmente
compreendida por uma citagdo biblica de Jesus Cristo: “Ninguém usa um retalho de pano
novo para remendar uma roupa velha; pois o remendo novo encolhe e rasga a roupa velha,
aumentando o buraco.” Mt 9,16; Mc 2,21; Lc 5,36. Uma tela muito justa que retraia, por
minimo que seja, torna desprotegida a area suturada, propiciando a recorréncia da herniacéo
neste local. A retracdo é um fendmeno comum durante a cicatrizacdo, mesmo sem protese.
Apos a implantacdo de uma tela, provavelmente ndo seja ela quem retraia e sim apenas
acompanhe a retracdo da cicatriz fibrotica®>**333>48% Também estudando a retragdo em telas
Marlex®, porém em coelhos, Harrel encontrou 3,6% de retracdo em 16 semanas™ e Novitsky
encontrou 4,6% em 12 meses>?. Klosterhalfen afirmava que as telas B, por apresentarem
menor fibrose tecidual provavelmente demonstrassem um menor indice de retracdo, hipotese
que ainda precisava ser confirmada®. Estudando a Parietene”™ também em ratos Wistar, um
recente estudo francés encontrou resultados semelhantes, de 5% de retragdo em 30 dias, com
uma amostra de 7 ratos**.

Para a quantificacdo do colageno, existem varios metodos. Neste estudo, foi utilizada
IHQ pelo motivo de esta técnica ser altamente especifica e permitir uma diferenciacéo precisa
entre os Varios tipos de colageno®’. Dentre os métodos de revelacio, optou-se por um indireto,
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pois, além de ter maior sensibilidade, também tem a vantagem de que apenas um ndmero
relativamente pequeno de anticorpos secundarios conjugados (marcados) precisa ser gerado.
Dentre os métodos indiretos, deu-se preferéncia a LSAB, uma técnica de avidina-biotina em
que o anticorpo secundario biotinilado reage com varias moléculas de estreptavidina
conjugada a peroxidase, pois a sensibilidade deste método é ainda maior do que a do método
indireto padrao®.

Para a contagem dos pixels, dentre as opg¢des disponiveis, deu-se preferéncia por
fotografias de alta resolugdo, com 12.817.440 pixels (4140 x 3096) por foto, para dar maior
precisdo aos resultados.

A analise microscopica, tanto em HE quanto IHQ, deteve-se ao estudo da regido
fascial coberta pela tela com tecido neoformado, ndo sendo avaliadas as demais camadas da
parede abdominal, como musculo e peritbneo. Os campos microscépicos eram escolhidos de
forma aleat6ria, dentro do sitio a ser pesquisado e incluiam sempre filamentos de tela e seus
poros.

Foi observado aumento progressivo da razao I/111 de colageno conforme o tempo pos-
implante e de forma significativa em ambas as telas. A explicacdo para este fato é que, a
medida que o processo cicatricial dos ratos ia evoluindo, a regido recoberta pelas proteses
tornava-se cada vez mais forte e resistente, as custas da sintese geral de colageno e da
substituicdo gradual do coldgeno tipo 11, imaturo, pelo colageno tipo I, maduro. Este processo
é tipico da fase da cicatrizacdo denominada de remodelamento, que corresponde a fase mais
tardia e que pode se estender por meses**?**°. Na comparacéo da tela A com a tela B, a razdo
de colageno I/111 foi semelhante estatisticamente em todas as das etapas da cicatrizagéo,
pressupondo que ambas as telas constituiram bons alicerces para a deposigdo de colageno.

Cada patologista quantificou os quatro tipos celulares em 10 campos aleatérios de
todas as telas, totalizando 500 campos contados por cada um. Apesar de ser mais trabalhoso e
demorado, optou-se por aferir a contagem celular por 2 patologistas independentes a fim de
aumentar a confiabilidade dos resultados. Além disso, ambas ndo recebiam informacéao de que
grupo pertenciam as amostras a serem analisadas®®.

O exame histolégico das telas removidas demonstra que todas induzem a uma reagédo
inflamatoria aguda, independentemente do biomaterial que as compde. Esta reacdo também
afeta a integragdo das fibras da malha aos tecidos do hospedeiro: quanto mais intensa a
reaco inicial maior seré o crescimento tecidual e a integracdo™****'. Embora n&o houvesse
sinais flogisticos a inspecdo externa da ferida operatdria, durante a disseccdo constatou-se

que a malha apresentava-se firmemente integrada a aponeurose e parcialmente recoberta por
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tecido cicatricial ja aos 7 dias pos-implante. De forma similar, tambem estudando a reacdo do
PP na parede abdominal de ratos Wistar, Klinge descreve um &pice dos sinais de inflamacéo
entre o 7° e 0 14° dia apds a implantacdo e um tecido cicatricial caracterizado por acimulo
continuo de colageno®. O comportamento das células, suas proporcdes e sua evolucdo
seguiram uma légica natural, apresentando niveis de neutrofilos maiores aos 7 dias, periodo
em que ocorre a fase inflamat6ria com predominancia destas células para a limpeza do local,
fagocitando bactérias, hematomas e tecidos desvitalizados, visando a preparagédo da area a ser
construida na fase seguinte”?***%_ Qs neutréfilos diminufram em ambas as telas aos 28 dias
e mais ainda aos 90 dias. O fato de haver mais neutrofilos aos 7 dias na tela B leva a
concluséo de que este tipo de tela induz a uma reacéo inflamatoria precoce mais proeminente
ou ainda que o influxo de células ali é maior na fase inicial da cicatrizagdo. A posterior
diminuicdo destas células em ambas as telas é justificavel pelo término da fase inflamatoria e
inicio da fase de sintese®. Junge também encontrou marcada reducdo da reacéo inflamatoria
no 90° dia pés-implante®’.

Os linfécitos e os macrofagos interagem com a imunidade especifica e com a resposta
inflamatoria inespecifica aos biomateriais, estando envolvidos no recrutamento de novas
células, na formacdo de células gigantes e influenciando a sua atividade fagocitaria®**. Os
niveis de linfécitos foram semelhantes nos 2 tipos de tela aos 7 dias, evoluindo com
progressiva diminuicdo, o que é compativel com o passar da fase inflamatoria. A reducdo dos
linfocitos foi mais vertiginosa e significativa nas telas B, sugerindo que estas induzam a uma
menor resposta inflamatdria tardia e menor reacdo de corpo estranho. Os niveis de
macrofagos ao redor dos filamentos de PP mostraram uma evolucéo idéntica a das células
gigantes, a despeito de suas avaliagOes terem sido individualizadas, cegadas e feitas por 2
patologistas diferentes, 0 que aumenta a fidedignidade das médias finais. Aos 7 dias, as taxas
de macrofagos e de células gigantes foram significativamente maiores nas telas B, refor¢ando
a hipotese alegada para os neutréfilos e linfocitos, de que poros maiores permitiriam maior
afluxo celular. Os niveis de gigantécitos e de macrofagos perifilamentares aumentaram
progressiva e significativamente nas telas A, provavelmente por maior reacdo inflamatdria
tardia, tipo corpo estranho, justificavel pela maior densidade de material protético (95g/m?); e
diminuiram nas telas B, onde esta densidade é menor (38g/m?). Outros estudos encontraram
resultados semelhantes, apontando que o tamanho do poro e a estrutura filamentar que
compdem a protese sdo os fatores determinantes mais importantes na reacdo de corpo

estranho e, desta forma, telas B induziriam a melhor incorporacéo tecidual®®

40,44

, & menor reagao

de corpo estranho e restringiriam menos a mobilidade da parede abdominal®’.
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Reunindo os resultados encontrados, a deposi¢cdo de coldgeno foi semelhante em
ambas as telas, porém a tela B apresentou menor reacdo de corpo estranho e maior retracao.
Esta provavelmente se deva a maleabilidade excessiva do material, propiciando maiores
alteracdes na sua conformacéo. Neste sentido, a tela B demonstrou ser eficiente, por permitir
sintese de colageno semelhante a tela A, levando supostamente a um adequado
fortalecimento da parede com menor reacdo tardia de corpo estranho, diminuindo, pelo
menos teoricamente, a sensa¢do de corpo estranho e desconforto cronico. Entretanto, por
dobrar-se mais facilmente e retrair mais, poderia ser mais suscetivel a recidiva. Confirmando
essas suposicdes, duas metanalises recentes com 1936 e 5389 pacientes operados,
respectivamente, encontraram menor ocorréncia de sensacdo de corpo estranho (p < 0,001) e
dor crbnica (p < 0,01) nas telas B, sendo que o segundo estudo ainda encontrou taxa de
recorréncia ligeiramente maior nas telas B (p = 0,05)*°.

Finalizando, o uso de ambos os tipos de tela satisfaz o propdsito de conduzir
adequadamente & fibroplasia para o reforco da parede abdominal, com taxas pequenas de
retracdo. O cirurgido ndo deve esquecer de que a protese é apenas um material inanimado e

que o sucesso dela depende também do seu correto manuseio e da resposta do hospedeiro.
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7 CONCLUSOES

7.1 Retracdo
A tela de baixa gramatura apresentou indice de retragdo maior do que a tela de alta
gramatura aos 7 dias (p = 0,036) e aos 90 dias (p = 0,038).

7.2 Resposta inflamatoria
A tela de baixa gramatura apresentou maior resposta inflamatéria inicial (p = 0,008).
A tela de alta gramatura apresentou maior reacéo tardia de corpo estranho (p < 0,001).

7.3 Fibroplasia
Houve aumento progressivo da razao de colageno I/111, em ambos os tipos de tela (p <
0,001) e sem diferenca entre elas.
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APENDICE

BANCO DE DADOS

APENDICE A — Avaliacio macroscopica das dimensdes das telas e peso dos ratos

Grupo 1 — Telas retiradas 7 dias apds sua inser¢éo.

Rato Peso Peso  Aresta vertical Aresta Aresta vertical ~ Aresta
inicial  final Tela A horizontal Tela B horizontal
(9) (9) Tela A Tela B

1 318 328 2,00 1,95 1,85 1,95

2 330 348 2,00 2,05 1,95 2,00

3 331 341 2,00 2,00 1,70 2,00

4 343 355 2,05 2,05 1,95 2,00

5 451 362 2,00 1,90 1,75 1,95

6 317 334 2,00 2,10 2,05 2,00

7 361 354 2,00 2,00 1,95 1,95

8 300 304 1,95 1,95 1,95 2,05

Grupo 2 — Telas retiradas 28 dias ap0s sua insergao.

Rato Peso Peso  Aresta vertical Aresta Aresta vertical ~ Aresta
inicial  final Tela A horizontal Tela B horizontal
(9) (9) Tela A Tela B

1 298 326 1,95 2,03 1,90 1,95

2 294 341 1,90 1,93 1,95 2,10

3 325 340 1,90 1,95 1,80 2,05

4 362 352 1,95 1,90 1,90 2,02

5 255 287 1,98 1,95 1,90 2,00

6 360 376 1,95 2,05 2,05 1,90

7 270 302 2,00 2,00 1,90 1,95

8 310 358 1,93 2,03 1,98 2,00

Grupo 3 — Telas retiradas 90 dias ap6s sua insercao.

Rato Peso  Peso  Aresta vertical Aresta Avresta vertical ~ Aresta
inicial final  Tela A horizontal Tela B horizontal
(9) (9) Tela A Tela B

1 319 403 2,00 2,00 1,90 2,00

2 334 401 1,95 2,00 1,95 1,85

3 330 4115 1,95 2,00 1,95 1,95

4 315 3958 1,95 2,05 1,90 1,92

5 325 362,3 1,90 2,00 1,95 1,95

6 371 450,9 2,00 1,90 1,95 2,00

7 312 399,0 2,00 1,98 1,85 2,05

8 313 416,5 1,95 1,98 2,00 1,90

9 365 449,7 2,00 2,00 1,90 2,00

Os resultados correspondem a média de cada rato. As arestas estdo expressas em cm.



APENDICE B - Avaliagdo numérica das células inflamatorias

Grupo Rato Tela Neutréfilos Linfocitos Gigantécitos Macrofagos

1 1 A 1,05 3,8 0,7 1,45
1 2 A 4,3 5,15 0,85 1,5
1 3 A 3,1 5,6 0,6 1,6
1 4 A 2,95 5,7 0,9 1,35
1 5 A 5,55 5,35 1,95 2,05
1 6 A 2,2 3,9 1 1,3
1 7 A 1,15 4,35 1,75 1,75
1 8 A 6,05 7,1 3,25 2,25
2 1 A 1,7 4,45 4,15 2,7
2 2 A 1,5 4,45 4,05 3

2 3 A 1,85 6 3,15 2,95
2 4 A 1,85 4,65 2,95 2,85
2 5 A 2,8 6,4 3,9 3,45
2 6 A 2,05 6,2 5,25 3,15
2 7 A 0,55 3,2 5 2,75
2 8 A 2,25 5,4 4,1 3,2
3 1 A 1,05 4,45 5,7 2,9
3 2 A 0,75 5,2 5,05 3,2
3 3 A 1,8 5,4 5,1 2,85
3 4 A 0,8 4,35 5,3 2,85
3 5 A 1,3 5,05 4,95 3,1
3 6 A 2,45 5,7 5,2 4

3 7 A 1,45 5,25 6,35 3,2
3 8 A 1,45 5,5 5,45 3,45
3 9 A 1 4,85 5,5 3,3
1 1 B 3,75 4,75 3,3 2,1
1 2 B 4,4 5,65 5,5 2,5
1 3 B 2,55 4 4 2,5
1 4 B 12,75 4,3 4,8 2,95
1 5 B 19,55 5,8 4,25 3,05




1 6 B 14,7 4,95 4 2,95
1 7 B 17,85 6,25 3,65 2,65
1 8 B 30,2 8 5,95 3,35
2 1 B 5,55 3,5 5,15 2,8
2 2 B 5,9 4,9 3,95 2,85
2 3 B 5,75 4,55 4,95 2,9
2 4 B 3,3 4,55 4,5 2,85
2 5 B 11,35 4,4 4,2 3,65
2 6 B 4,15 4 4,9 2,75
2 7 B 6,95 4,5 4,7 3,25
2 8 B 2 2,8 4,05 2,4
3 1 B 1,55 2,8 4,7 2,4
3 2 B 1,15 2,25 4,85 2,3
3 3 B 1 2 4,95 2,25
3 4 B 0,7 2,6 3,35 2,5
3 5 B 0,8 2,5 3,55 2,25
3 6 B 2,05 3,05 3,25 2,95
3 7 B 1,25 2,35 2,35 2,15
3 8 B 2 3,45 2,7 2,65
3 9 B 1,05 2,8 4 2,25

Cada resultado expresso neste apéndice corresponde a média de 20 contagens de cada rato,
realizadas em 10 campos microscopicos por 2 patologistas.



APENDICE C - Médias dos tipos de colageno

ID Tela Tempo Tipo !l Tipo Il Razéo I/l
1 A 7 25,62 8,78 2,92
2 A 7 23,94 14,20 1,69
3 A 7 28,14 18,58 151
4 A 7 28,70 11,64 2,47
5 A 7 32,74 5,62 5,83
6 A 7 21,72 11,62 1,87
7 A 7 32,92 16,06 2,05
8 A 7 44,22 14,76 3,00
1 B 7 3,02 7,92 0,38
2 B 7 20,00 3,92 5,10
3 B 7 33,28 10,08 3,30
4 B 7 15,28 5,86 2,61
5 B 7 0,00 0,00 0,00
6 B 7 23,86 6,96 3,43
7 B 7 17,16 7,36 2,33
8 B 7 20,62 7,08 2,91
1 A 28 10,58 5,13 2,06
2 A 28 32,41 5,37 6,03
3 A 28 21,48 9,08 2,37
4 A 28 26,14 15,64 1,67
5 A 28 16,82 17,06 0,99
6 A 28 19,08 3,47 5,50
7 A 28 13,28 5,47 2,43
8 A 28 23,49 11,22 2,09
1 B 28 2,40 2,09 1,15
2 B 28 17,63 8,51 2,07
3 B 28 30,23 11,68 2,59
4 B 28 11,24 8,88 1,27
5 B 28 30,70 2,16 14,23
6 B 28 26,11 3,21 8,13
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21,24
13,52
45,18
27,45
32,01
26,99
19,83
27,96
20,81
26,19
26,97
35,74
35,99
28,12
23,44
26,95
27,29
17,67
10,69
29,78

8,25
3,43
7,51
3,62
2,69
2,65
0,61
3,09
2,62
1,81
0,87
5,56
1,02
1,70
2,29
3,08
6,08
2,87
1,04
1,52

2,57
3,94
6,01
7,59
11,89
10,18
32,35
9,04
7,96
14,50
30,98
6,43
35,25
16,54
10,25
8,76
4,49
6,17
10,30
19,64
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Os resultados expressos neste apéndice correspondem a média da contagem de cinco fotos de

cada tipo de colageno corado por IHQ e marcado pelo programa Image Pro Plus.
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Comparative study of shrinkage, inflammatory response and fibroplasia in heavyweight and

lightweight meshes

ABSTRACT

Purpose In this manuscript the authors describe an animal study comparing shrinkage, inflammatory response
and fibroplasia in heavyweight (HW-PP) and lightweight (LW-PP) polypropylene meshes.

Methods Both meshes were fixed on abdominal fascia of 25 Wistar rats (epifascial onlay placement). They were
sacrificed at 7, 28 e 90 days to measure the prostheses. Histological analysis was performed with hematoxylin-
eosin for cellular counting and immunchistochemistry to measure collagen types I and I11.

Results The authors found that the LW-PP mesh presented greater median shrinkage than HW-PP mesh at 7 (P
.036), 28 (P .674) and 90 days (P .038) postoperatively. There were more neutrophils on LW-PP mesh (P .008)
at 7 days, gradually diminishing in both prostheses. Lymphocytes were similar between the implants at 7 days,
diminishing about 50% on LW-PP mesh (P < .001) at 90 days. Macrophages and giant cells diminished on LW-
PP and increased on HW-PP meshes (P < .001). Collagen I/111 ratio presented a progressive, almost 5-fold rise at
90 days, on both mesh types (P < .001). The collagen I/111 ratio was similar between LW-PP and HW-PP meshes
at the three times studied.

Conclusions It is concluded that LW-PP showed more shrinkage than HW-PP mesh at 7 and 90 days, despite the
fact that HW-PP presented more late foreign body reaction. The collagen I/111 ratio was similar between the

prostheses and increased during the post-implant period.

Keywords Abdominal wall, Animal experimentation, Collagen, Hernia, Shrinkage, Surgical mesh

Introduction

Abdominal wall hernia is a highly prevalent disease and its treatment is among the most often
performed surgical procedures worldwide [1-3]. Among the predisposing factors described are systemic
alterations in the metabolism of collagen, which is the most abundant protein in extracellular tissue. More than
20 types of collagen have been described, types | and 11l predominating in the aponeurosis. Type | fibers are
thicker, strong and confer resistance on the tissue, as opposed to the type Il fibers, which are thinner and more
elastic. The lower the ratio between types | and 11 (collagen I/111 ratio), the higher the susceptibility to the onset
of hernia and recurrence of operated hernia [4-8]. The role of meshes in reinforcing hernioplasties is to

strengthen the region and thus diminish the risk of hernia recurrence, precisely because they favor the
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construction of collagen-rich connective tissue at the site [3,9-12]. The first prosthesis that performed this
function successfully was disseminated in the 1960s, under the name Marlex® (Bard, UK) [13]. It is a standard
or heavyweight polypropylene (HW-PP) mesh, because it presents a 95g/m? density of synthetic material
[14,15]. It can bear tension much above that required by the abdominal wall, although it has great chances of
causing a foreign body reaction and chronic discomfort at the site. The development of lightweight (LW) mesh
aimed at achieving an equilibrium, and the density of the prosthetic material of less than 70-80g/m? offers
sufficient resistance for a safe reinforcement and diminishes the discomfort caused by excess foreign body [1-
3,9,11,12,16,17]. During scar formation, there is an incursion of defense cells between the mesh pores and
subsequent synthesis of connective tissue with collagen deposition [10,18,19]. Type Il collagen, which is
immature, is gradually replaced by type I, mature, and the scar plate becomes stronger and resistant [9-12].
However, a typical phenomenon of scar formation called wound shrinkage may cause retraction of the mesh, and
also possible kinks, or some of its extremities may become detached, making the area vulnerable and
predisposing to hernia recurrence [11,19-23]. The purpose of this study is to assess and compare, in HW and
LW-PP meshes: (1) the percentage of shrinkage, (2) the inflammatory reaction due to the presence of defense
cells, and (3) fibroplasia due to the proportion of type I and Il collagen, 7, 28 and 90 days after it is implanted.
Material and methods
Experimental protocol

The study followed the rules established by the Council for International Organization of Medical
Sciences (CIOMS) ethical code for animal experimentation and was approved by the animal research ethics
committee of the Grupo de Pesquisa e Pds-Graduacédo of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (number 07-
235). Twenty-five male Wistar rats (Ratus novergicus albinus) were used, approximately 3 months old, weighing
on average 320g. They were housed in cages with controlled light/dark cycles, constant temperature and given
free access to food and water. The animals were anesthetized with a mixture of ketamine (8mg/100g) and
xylazine (0.8mg/100g) administered intraperitoneally. 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 preemptive bupivacaine 0.5% with vasoconstrictor in the subcutaneous
abdominal midline. After a median incision of 2 to 3 cm and broad undermining of the subcutaneous tissue of
the anterior abdominal fascia, two kinds of 2x2cm PP meshes were inserted there (epifascial onlay placement),

fixed at the ends with simple 4.0 nylon sutures so that they would remain stretched and smooth (Fig. 1).
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On the right side, each rat received an HW-PP mesh, measuring 95g/m* with a pore size of 0.6mm
(Marlex®, Bard, UK) and, on the left side, a LW-PP mesh of 38g/m? with a pore size of 1.5mm (Parietene®,
Sofradim-Covidien, France). The principles of asepsis were strictly followed, as well as meticulous tissue
dissection. No electrocautery or prophylactic antibiotics were used. 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 to look for local and/or systemic complications.

Fig. 1 Picture shows HW-PP mesh on the right and LW-PP mesh on the left side, fixed to the aponeurosis by
corner sutures.
Study groups

The animals were divided into three groups, according to the date of euthanasia: eight on the 7" day
postoperatively; eight on the 28" day; and nine on the 90" day, for morphological evaluation (macro and
microscopic). After euthanasia in a CO, chamber on the pre-determined dates, the animals were again dissected,
with wide exposure of the anterior abdominal aponeurosis (Fig. 2), to measure the dimensions of the vertical and
horizontal edges of the meshes, to calculate the area. Then the prostheses were removed en bloc with the whole
thickness of the abdominal wall affixed to them and soaked in 10% formalin, and then in paraffin blocks.
Sections of 4um were stained in hematoxylin-eosin (HE) and immunohistochemistry (IHC).

Fig. 2 Photograph of the abdominal wall, widely dissected, exposing both meshes, already incorporated to the

anterior fascia 7 days post-implantation.

Microscopic evaluation

The examined area was always the neoformed tissue over the fascia, around mesh filaments. In a blind
trial, two independent pathologists evaluated all the specimens stained with HE, in ten random fields
(magnification 400x) of each sample, quantifying the following items: neutrophils, lymphocytes, giant cells and
macrophages (Fig. 3). The macrophages were quantified according to the number of times they wrapped around
each mesh filament.
Fig. 3 Optical microscope image of the meshes (a HW-PP, b LW-PP mesh), with HE stain, showing all layers
of the abdominal wall. The most superficial layer, above, corresponds to the neoformed connective tissue
adjacent to the mesh filaments. The greater thickness and density of prosthetic filaments (F) in HW-PP can be
seen, and the bigger pore size (P) in LW-PP mesh. Both meshes were extracted from the same rat on the 7" day

postoperatively.
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For IHC, anti-collagen | (Pal-85317, Thermo Scientific®) and anti-collagen IIl (pal-85314, Thermo
Scientific®) polyclonal antibodies were used. The development method used was the streptavidin-biotin-
peroxidase complex (LSAB, KO0690, Dako Corporation®). Using optical microscopy (Olympus BX51
microscope) photographs of 5 random fields of each mesh inserted in the aponeurosis of each rat were obtained,
with a 400x magnification. Images were captured with an Olympus camera, model DP72, appropriate for use in
microscopy, standardized with the following configurations: size of photo: 1.24MB, 4140 x 3096 pixels (Fig. 4).
Each type of collagen was measured counting the pixels marked with the help of the Image Pro Plus program
(Fig. 5).

Fig. 4 Image capture system to measure collagen. In this photograph, the prosthetic filaments (F) can be seen.
They are sectioned transversally, coated with macrophages (M), and also neoformed connective tissue in the
pores (P). The brown-stained tissue corresponds to the deposition of collagen (C) marked by IHC. On the right is
the standardized adjustment to detect the images.

Fig. 5 Pixel-counting method corresponding to the collagen marked with IHQ. a Original photograph of the
aponeurosis covered by mesh, stained with IHQ with antibodies for type 1 collagen. b Marking (in red) of the
brown-stained elements (type | collagen) using the Image Pro Plus program. ¢ Separation of the elements
previously marked by the program, for specific count of red-stained pixels.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 18.0.
Analysis of variance (ANOVA) was used to compare the weight gain means among the groups. Using the
Shapiro-Wilk normality test, the variables that presented a normal (symmetrical) distribution were represented by
mean and standard deviation, as in the case of the cell count and collagen. The percentages of mesh shrinkage
presented an asymmetrical distribution, and were then represented by median and interquartile interval. A 95%
level of significance (P < .05) was used in all tests. The Wilcoxon test was used to compare the areas of the
prostheses during each period. Shrinkage at 7, 28 and 90 days was compared using the Kruskal-Wallis test. For
variables with more than one measure, such as neutrophils, lymphocytes, macrophages and giant cells, the
Generalized Estimating Equations (GEE) analysis, a semi-parametric test, evaluated the categories of time point
effect (7, 28 and 90 days); mesh type (HW and LW); and their interaction (time point x mesh type), for each cell
type. GEE analysis was also used to evaluate the percentage of collagen, associating the effect of mesh type
(HW and LW), time point (7, 28 and 90 days) and collagen type (I and II1). The Bonferroni post-hoc test was

used to perform the specific comparisons within the significant factors.
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Results

The surgical procedures were performed without any complications. The total sample presented a
favorable postoperative outcome, appropriate incorporation of the meshes and weight gain proportional to post-
implant time (P <.001). No seroma, hematoma, surgical site infection or death occurred.
Shrinkage

The median shrinkage of the HW-PP mesh was null (P = .647) on the 7" day of its implantation; on the
28" day it was 2.76% (P = .020); and on the 90" day it was 2.5% (P = .013). LW-PP mesh produced more
shrinkage at all times: 3.71% (P = .040) at 7; 4.52% (P = .014) at 28; and 5.0% (P = .001) at 90 days
postoperatively. However, the highest rate of shrinkage of LW-PP, compared with HW-PP mesh was significant
only on the 7" (P = .036) and on the 90" (P = .038) days (table 1).
Table 1 Results of median shrinkage on HW-PP and LW-PP meshes, the probability value (P) of the shrinkage
in each period, and a comparison between the prostheses.
Defense Cell count

The microscopic evaluation with HE proved the adequate incorporation of the meshes. The cell count
(Fig. 6) is detailed below:
Neutrophils

The quantity of neutrophils was higher in the rats submitted to surgery, on the 7th day postoperatively,
especially in the LW-PP meshes, which presented an average of 13.2 cells per field, as opposed to the HW-PP
meshes, with only 3.3 cells per field (P =.008). The neutrophils declined proportionally to the post-implant time,
reaching a mean close to 1.3 at 90 days (Fig. 6a) in both meshes. The drop in neutrophils was significant, both in
the HW-PP (P =.05) and in the LW-PP meshes (P =.002).
Fig. 6 Cell levels during the scar-formation period: a Neutrophils, b Lymphocytes, ¢ Macrophages, d Giant cells.
Lymphocytes

The lymphocyte count presented similar levels on the 7th day postoperatively, almost 5 cells per field in
both types of mesh. The levels became lower at 28 days, and even lower at 90 days. There was an even greater
reduction in the LW-PP mesh. There was a difference only at 90 days (P < .001), and LW-PP mesh had almost
half the cells, both compared with the first measurement and compared with HW-PP mesh (Fig. 6b).
Macrophages and giant cells

The evolution of macrophage layers around the mesh filaments was very similar to that of the giant

cells (Figs. 6¢c and 6d). There were a greater number of macrophage and giant cell layers in the LW-PP meshes
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at 7 days, compared with HW-PP meshes (P <.001). As the evolution took place, these levels also underwent an
inversion, so that, at 90 days, HW-PP meshes showed a significantly higher number (P <.001).
Collagen types

The concentration of type | collagen was significantly higher than that of type 111 in both types of mesh
and at the three times evaluated (table 2). An increase proportional to the time of mesh implantation was found
in both types of mesh (Fig. 7) when the collagen I/111 ratio was compared. This increase was only significant at
90 days in both meshes, and rose practically five-fold (P < .001). The collagen I/11l ratio was similar between
HW-PP and LW-PP at 7 (P = .791); 28 (P = .342); and 90 days (P = .743).
Table 2 Results of collagen types | and 111 in each prosthesis and at each time evaluated.
Fig. 7 Collagen I/111 ratio during the study. The same symbols (* and *) represent similar results (HW-PP: P >

.999; LW-PP: P = .840). Different symbols (* and ) represent significant different results (P < .001).

Discussion

The material most used worldwide to correct hernias is PP [12,18,19]. There is a growing indication for
LW meshes, based on the premise that they cause less discomfort, without losing the resistance that is
sufficiently necessary for reinforcement [1-3,9,11,12,16,17]. This study proposed to compare a prosthesis with a
38g/m? density to a standard prosthesis with 95g/m?.

Considering the chronophysiology of Wistar rat healing process, we planned the re-intervention dates at
7 and 28 days. In this animal, at 7 days postoperatively, the inflammatory phase usually ends and the
proliferative phase begins. After 4 weeks, the proliferative phase ends, and the remodeling phase begins [24].
The remodeling phase will present definitive results after a few months. For this reason, on studying the level of
mesh shrinkage, Zinther recommends including a late measurement 1 month or more after the date of the
implant. However, he says that it is not necessary to research more than 90 days after the implant, because a
study does not show any difference when comparing shrinnkage at 3, 6, 12 and 18 months [25]. For the 3" group
of rats to be evaluated at a sufficiently late phase, we then decided to do it on the 90" day.

The meshes were fixed with separate sutures at the two extremities, enough to keep them fixed in their
positions and to keep them from coming loose or kinking. Possibly for this reason, the shrinkage index found
was not as exuberant as in other studies [20,21]. Actually, shrinkage is a common phenomenon during healing,
even without a prosthesis. After implanting a mesh, it is probably not the mesh itself that retracts, it is likely that
it only accompanies the fibrotic scar shrinkage. However, a very close-fitting mesh, no matter how small the

shrinkage, may leave the sutured area unprotected, favoring hernia recurrence at the site [8,19]. Also doing
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research in shrinkage of Marlex® meshes, but in rabbits, Harrel found 3.6% of shrinkage in 16 weeks [27] and
Novitsky found 4.6% in 12 months [28]. Klosterhalfen said that because LW-PP mesh presented less tissue
fibrosis, it probably had less shrinkage, a hypothesis that had not yet been confirmed [9]. The percentage of
shrinkage found for Parietene Light® mesh, of 4.52% (P = .014) at 28 days postoperatively, was not different
from Mamy’s finding, of 5% at 30 days with the same mesh and also in Wistar rats, with 7 rats in his sample
[22]. Some studies say that the presence of infection at the surgical site is associated with the higher degree of
prosthesis shrinkage [22], and others say the contrary [23]. Thus, the fact that all of our rats presented a
favorable outcome without infection or other complications increases the accuracy of the results.

In immunohistochemical analysis of the collagen, there was a progressive increase of the /111 ratio of
collagen, depending on time after implant and significantly in both meshes, indicating adequate fibroplasia.
Thus, as the scar-formation process of the rats evolved, the region covered by the meshes became increasingly
strong and resistant, at the expenses of the general synthesis of collagen and the gradual substitution of the
immature type Il collagen by type I, mature one. This process is typical of the healing process called
remodeling, which corresponds to the latest phase and can last months [6-12]. Comparing HW-PP with LW-PP
mesh, the collagen I/l1l ratio was similar statistically at all stages of scar-formation, assuming that both
prostheses formed good foundations for collagen deposition.

The histological exam of meshes removed showed that all of them induced an acute inflammatory
reaction, independent of the density of the material of each of them. Although there were no inflammatory signs
at external inspection of the surgical site, during dissection it was found that the mesh was firmly integrated to
the aponeurosis and partially covered by scar tissue already 7 days post-implantation (Figs. 2 and 5). Similarly,
also studying the reaction of PP in the abdominal wall of Wistar rats, Klinge describes an apex of the signs of
inflammation between the 7th and 14th days, and a scar tissue characterized by the continuous accumulation of
collagen [17]. The proportions of the cells and their evolution followed a natural logic. There was a greater
presence of neutrophils in the evaluation of the 7 days, which promote the cleansing of the site, phagocytizing
bacteria, hematic remnants and devitalized tissue, with a view to preparing the area to be constructed in the next
phase. After performing their function, the neutrophils diminished in both meshes at 28 days, and even more at
90 days, which is justified by the end of the inflammatory phase and the beginning of the synthesis phase
[3,10,19]. Junge also found a marked reduction of the inflammatory reaction on the 90" day post implant [29].
The fact that there were more neutrophils at 7 days in LW-PP than in HW-PP mesh, indicates that the LW-PP

mesh induces a more marked early inflammatory reaction, or that the influx of cells is greater in the initial phase
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of scar formation [9,17]. The lymphocytes and macrophages interact with the specific immunity and with the
non-specific inflammatory response to the biomaterials, and are involved in the recruitment of new cells, in the
formation of giant cells and in influence their phagocytic activity [3,18,25]. The lymphocyte levels were similar
in the 2 types of mesh at 7 days, diminishing progressively after this, which is compatible with the ending of the
inflammatory phase. Lymphocyte reduction was significant only in the LW-PP meshes suggesting that the latter
induce a lower late inflammatory response [1-3,9,16,29]. The mean of the macrophage levels around the PP
filaments showed the same evolution as the giant cells although their evaluations were individualized, blinded
and done by 2 different pathologists, providing more reliable findings. At 7 days, the macrophage and giant cells
rates were significantly higher in the LW-PP mesh, supporting the hypothesis alleged for the neutrophils and
lymphocytes, that larger pores would allow greater cell influx. The perifilamentary macrophage and giant cell
levels increased progressively and significantly in the HW-PP mesh, probably because of a greater late foreign
body reaction, perfectly justifiable by the higher density of prosthetic material; and they diminished in the LW-
PP mesh where this density is smaller [9,19,29]. Other studies found similar results, indicating that the pore size
and filamentary structure that compose the prosthesis are the most important determining factors in this type of
reaction and thus, LW-PP mesh induces better tissue incorporation, less reaction to foreign bodies, and less
restriction of abdominal wall mobility [1-3,9,11,16,17,25]. Other authors observed that greater inflammatory
reaction, rich in granulomas and foreign bodies on the mesh surface could induce reduced tissue maturation,
with less collagen deposition. Thus, a more intense phagocytosis reaction, with prolongation of the
inflammatory stage of healing may delay fibroplasia and neotissue maturation [30]. The present study showed
that a more exuberant foreign body reaction does not impair fibroplasia, since although HW-PP mesh induces
more granuloma formation, the collagen synthesis was similar to LW-PP mesh at all times researched.
Gathering the results found, collagen deposition was similar on both meshes, but the LW-PP mesh
presented less foreign body reaction and greater shrinkage. This is probably due to the excessive malleability of
the material, favoring greater changes in its shaping. In this sense, LW-PP mesh proved effective, because it
allows a collagen synthesis similar to HW-PP mesh, supposedly leading to an adequate strengthening of the
wall, with less of a later foreign body reaction, diminishing at least theoretically, the feeling of chronic
discomfort. However, because it kinks more easily and shrinks more, it could be more susceptible to recurrence.
Confirming these assumptions, two meta-analyses with 1936 [1] and 5389 [2] patients operated on, respectively,
found more occurrence of chronic pain and a feeling of a foreign body in the HW-PP meshes, and the second

study found an even greater recurrence of hernia with the LW-PP meshes (P = .05).
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Concluding, the use of both types of mesh meets the purpose of managing fibroplasia adequately to

reinforce the abdominal wall, with small rates of shrinkage. The surgeon should not forget that the prosthesis is

only an inanimate material, and that its success depends also on appropriate handling and host response.
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FIGURE AND TABLE LEGEND

Figure Legend
Fig. 1 Picture shows HW-PP mesh on the right and LW-PP mesh on the left side, fixed to the aponeurosis
by corner sutures.
Fig. 2 Photograph of the abdominal wall, widely dissected, exposing both meshes, already incorporated to
the anterior fascia 7 days post-implantation.
Fig. 3 Optical microscope image of the meshes (a HW-PP, b LW-PP mesh), with HE stain, showing all
layers of the abdominal wall. The most superficial layer, above, corresponds to the neoformed connective
tissue adjacent to the mesh filaments. The greater thickness and density of prosthetic filaments (F) in HW-
PP can be seen, and the bigger pore size (P) in LW-PP mesh. Both meshes were extracted from the same rat
on the 7" day postoperatively.
Fig. 4 Image capture system to measure collagen. In this photograph, the prosthetic filaments (F) can be
seen. They are sectioned transversally, coated with macrophages (M), and also neoformed connective tissue
in the pores (P). The brown-stained tissue corresponds to the deposition of collagen (C) marked by IHC. On
the right is the standardized adjustment to detect the images.
Fig. 5 Pixel-counting method corresponding to the collagen marked with IHQ. a Original photograph of the
aponeurosis covered by mesh, stained with IHQ with antibodies for type 1 collagen. b Marking (in red) of
the brown-stained elements (type | collagen) using the Image Pro Plus program. ¢ Separation of the
elements previously marked by the program, for specific count of red-stained pixels.
Fig. 6 Cell levels during the scar-formation period: a Neutrophils, b Lymphocytes, ¢ Macrophages, d Giant
cells.
Fig. 7 Collagen I/111 ratio during the study. The same symbols (* and *) represent similar results (HW-PP: P

>.999; LW-PP: P = .840). Different symbols (* and t) represent significant different results (P < .001).

Table legend
Table 1 Results of median shrinkage on HW-PP and LW-PP meshes, the probability value (P) of the
shrinkage in each period, and a comparison between the prostheses.

Table 2 Results of collagen types | and 111 in each prosthesis and at each time evaluated.
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Fig. 1 Picture shows HW-PP mesh on the right and LW-PP mesh on the left side, fixed to the aponeurosis

by corner sutures.
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Fig. 2 Photograph of the abdominal wall, widely dissected, exposing both meshes, already incorporated to

the anterior fascia 7 days post-implantation.

Fig. 3 Optical microscope image of the meshes (a HW-PP, b LW-PP mesh), with HE stain, showing all

layers of the abdominal wall. The most superficial layer, above, corresponds to the neoformed connective
tissue adjacent to the mesh filaments. The greater thickness and density of prosthetic filaments (F) in HW-
PP can be seen, and the bigger pore size (P) in LW-PP mesh. Both meshes were extracted from the same rat

on the 7™ day postoperatively.



81

[Mavie recording.

Exposure: 400,00 ps ) x
Qs [ |15 3]
O
[srL
B——

Resolution: 4140 x 3096 (Pielshift) -
Live/Movie: -
1360 x 1024 v
Snap/Process:
__414u % 3096 (Pixel shift) v

|| Apply ta Live

Accumulation .

Dsnapshet
Eramiesy E:
Oluve

DPTZ -

tive mage qudlty:

Custom grapscale:

Contrast:

i

Fig. 4 Image capture system to measure collagen. In this photograph, the prosthetic filaments (F) can be

seen. They are sectioned transversally, coated with macrophages (M), and also neoformed connective tissue
in the pores (P). The brown-stained tissue corresponds to the deposition of collagen (C) marked by IHC. On

the right is the standardized adjustment to detect the images.

Fig. 5 Pixel-counting method corresponding to the collagen marked with IHQ. a Original photograph of the

aponeurosis covered by mesh, stained with IHQ with antibodies for type 1 collagen. b Marking (in red) of
the brown-stained elements (type | collagen) using the Image Pro Plus program. ¢ Separation of the

elements previously marked by the program, for specific count of red-stained pixels.
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Fig. 7 Collagen I/111 ratio during the study. The same symbols (* and *) represent similar results (HW-PP: P

>.999; LW-PP: P =.840). Different symbols (* and t) represent significant different results (P < .001).
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Table 1 Results of median shrinkage on HW-PP and LW-PP meshes, the probability value (P) of the

shrinkage in each period, and a comparison between the prostheses.

Time points  HW-PP LW-PP Difference

(days) HW-PP x LW-PP
7 0.00% (P =.647) 3.71% (P = .040) P =.036
28 2.76% (P =.020)  4.52% (P = .014) P=.674
90 2.50% (P =.013)  5.00% (P = .001) P =.038

Table 2 Results of collagen types | and 111 in each prosthesis and at each time evaluated.

Time points Mesh type Collagen type | Collagen type 111 Significance

(days) (P)

7 HW-PP 28.3 13.1 <.001
LW-PP 194 4.7 <.001

28 HW-PP 20.5 7.5 <.001
LW-PP 18.0 54 =.005

90 HW-PP 25.7 15 <.001
LW-PP 26.3 2.6 <.001




