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ABSTRACT

Objective: To compare the tissue reaction when a collagen strip and an autologous aponeurotic fascia
are subcutaneously implanted in dogs.

Materials and Methods: An experimental study was conducted on six female adult dogs. Three fragments
of the aponeurotic fascia measuring 1.5 cm x 0.5 cm was removed from the dog and subcutaneously implanted
in the abdominal wall of the same animal along with three collagen strip having the same measurements.
Collagen type | was produced in this institution’s Biology Laboratory from bovine tendons and underwent high
purification in order to eliminate immunogenic telopeptide portions. The implant receptor regions underwent
biopsy at 7, 30 and 90 days after the procedure and were histologically assessed using hematoxylin and eosin
stained slides to verify the presence of inflammatory cells and to conduct a birefringent study to check for
evidence of neoformed collagen.

Results: Seven days after implant, a histological assessment showed the presence of mononuclear and
histiocytic cells in both the collagen and autologous fascia receptor regions. Thirty days later, neovascularization
was observed proximal to the collagen fragment and neoformation of collagen had taken place. Intense fibroblastic
infiltration was observed in the autologous fascia region. After 90 days, the implanted collagen was totally
substituted by fibrous tissue (the birefringent study did not indicate the presence of collagen fibers) and the
aponeurotic fascia was partially absorbed leaving an identifiable aponeurotic strip surrounded by fibrosis.

Conclusion: The data obtained demonstrated that purified type | collagen presented low inflammatory
reaction with the implant being totally reabsorbed after 90 days and substituted by fibrous tissue. After the
same period of observation, the autologous fascia was also surrounded by fibrosis but the implant did not
totally disappeatr.
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INTRODUCAO A correcgdo cirargica da incontinéncia uri-
néria de esfor¢o através do sling pubovaginal, utili-
A incontinéncia urinaria de esforgco na mu- zando-se diferentes materiais autélogos ou artifici-
Iher é patologia freqliente, afetando principalmenteais, tem sido utilizada desde 1910 (3). Diferentes sé-
mulheres apds a menopausa (1). As opc¢Oes terapéues tém demonstrado resultados duradouros utilizan-
ticas cirdrgicas apresentam resultados diversos, varido-se esta modalidade terapéutica (4-6).
ando de acordo com as caracteristicas do grupo ava- A utilizacdo de material autélogo para con-
liado. Vérias técnicas, inicialmente utilizadas com fec¢do do sling pubovaginal, embora com resulta-
entusiasmo, entraram em desuso devido a complicados satisfatérios (7), pode apresentar dificuldades
¢Oes e recidiva da incontinéncia (2). na sua obtencdo. Eventualmente, torna-se necessa-
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ria uma incisdo abdominal ampla, principalmente CRANIAL
nas pacientes com varias incisdes prévias no abdo-
me inferior, aumentando assim a dor no pds-opera-
tério. Para conferir caracteristicas minimamente
invasivas a este procedimento cirargico, surgiram
0s materiais sintéticos que incluem a utilizacédo de
polipropileno, dacron, silastic e material animal ndo
sintético como a derme de porco e fascia de boi (1).
Entretanto, o uso destes materiais tem sido associa-
do ao aumento dos indices de infeccdo e eroséo na
bexiga e uretra (8).

Os autores propdem a utilizacdo de uma fai-
xa derivada do colageno, com propriedades biol4gi-
cas similares a aponeurose muscular. Neste estudo
demonstramos a reacao tecidual local com faixa de
coldgeno em comparacao a aponeurose autéloga.

MATERIAL E METODOS

. . . Fi))
Foi realizado um estudo prospectivo, envol-
vendo 6 cées fémeas, de raca indefinida, com idade r—
média de 12 meses (variando de 10 a 14 meses). Os
animais foram mantidos no biotério da Instituicédo, sob CAUDAL

as mesmas condi¢des climaticas (temperatura média

de 22°C) e recebendo a dieta propria para idade. Figure 1 - Schematic drawing depicting the local of graft

Na véspera dos procedimentos cirlirgicos implantation in the subcutaneous abdominal wall of the dogs. C

~ . LS = collagen implant, A = autologous aponeurotic graft, ZD =
todos os caes foram submetidos a banho e jejum dg, g P g P g

. - 3 = onation zone of rectus abdominalis aponeurosis.

12 horas. A anestesia foi realizada atravées da injecao

intramuscular de solucdo de cloridrato de ketaminaplante do material foram feitas 6 pequenas incises
na dose de 5 mg/Kg de peso. Os animais foram manAa pele do abdome e dissecado o tecido subcutaneo
tidos sob ventilacdo espontanea, com cateter de oxipara colocacéo dos fragmentos que foram fixados no
génio nasal com fluxo de 2 I/min (9). Foi realizada local através de um ponto, em uma das extremidades
imobilizacdo do animal em decubito dorsal, com da faixa, com fio inabsorvivel, para posterior identi-
abducéo dos 4 membros, proporcionando exposi¢adicagéo do local.

ideal do abdome. Imediatamente antes do procedi- O colageno utilizado neste estudo foi pro-
mento realizou-se tricotomia do abdome e anti-sepsialuzido no Laboratério de Biologia dos Colagenos |
cutanea, utilizando-se solucao alcodlica de polivinil e Il e Morfometria do Instituto de Biologia da Insti-
pirrolidona-iodo a 10%, seguida de colocacao de camtui¢cdo, de acordo com técnica ja descrita na litera-
pos estéreis delimitando a regido a ser abordada. tura (10).

O experimento constitui-se no implante de 6 O preparado era composto de colageno do
fragmentos no subcutaneo da parede abdominal dotpo | obtido de tendbes bovinos, constituido por duas
animais (Figure-1). Os fragmentos mediram aproxi- cadeias alfa-1 e uma cadeia alfa-2, tratado através de
madamente 1.5 x 0.5 x 0.2 cm, sendo que 3 eram fortécnica de alta purificacdo com a finalidade de eli-
mados por colageno preparado na Instituicdo e 3ninarem-se as por¢des imunogénicas telopeptidicas.
oriundos de aponeurose do musculo reto do abdome O processo de solubilizacao do preparado de
retirado da regido suprapubica do animal. Para o imeolageno consistiu na refrigeracéo por periodo de 24
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Table 1 -Presence of lymph monocyte inflammatory process in different moments of biopsy after collagen and
autologous fascia implantation.

Grade of Implanted Tissue
Inflammation Collagen Autologous Fascia
7 days 30 days 90 days 7 days 30 days 90 days
Absent
Low + + + +
Moderate + +
Intense

+ = predominant cellular aspect in the histological analysis.

horas, dos tenddes dissecados imersos em solucaais receptor da aponeurose. O material retirado foi
aquosa, contendo 0.01% de &cido cloridrico e 1 mdixado através da imersédo imediata em formalina a
de pepsina por grama de tecido. O colageno obtidd 0%, por um periodo de 12 horas e, ap0s cortes trans-
era entdo reconstituido pela adicao de solu¢éo de NaGlersais de 3 mm de espessura, os fragmentos foram
0.9% até a concentracgédo final de 5%. A seguir, estprogressivamente desidratados com soluc¢des de
solucgdo era estabilizada através de dialise prolongaetanol em concentragdes crescentes (70% até 100%)
da em agua destilada, por periodo de 5 a 7 dias. e a seguir imersos em solucdo de xilol e incluidos
O objetivo deste procedimento foi obter um em parafina. Apés esta etapa foram confeccionadas
gel de colageno com caracteristicas bioldgicas, quédminas com 5um de espessura, coradas com
visavam facilitar sua adesao ao endotélio e o preenhematoxilina e eosina.
chimento vascular completo, além de permitirem a A andlise histoldgica teve por objetivo ava-
injecdo através de cateteres de fino calibre. liar os seguintes parametros: presenca de processo
A esterilizacdo do colageno foi realizada atra- inflamatério linfomonocitario e granulomatoso e are-
vés do método de irradiacdo com raios gama nha dosas de fibrose cicatrizais, a fim de detectar-se a
de 2.5 Mrads, com o objetivo de preservar a estabili-biocompatibilidade do enxerto de colageno e a
dade estrutural das moléculas (11). inducdo de fibrose apo6s o implante dos materiais.
Em 3 momentos diferentes, 7, 30 e 90 diasPara tanto, os parametros anatomopatoldgicos fo-
apos o implante cirargico dos fragmentos, foram re-ram divididos em: ausente, leve, moderado e inten-
alizadas duas biépsias (duas regides diferentes erso, de acordo com a intensidade destes processos
cada procedimento), sendo uma delas em um dosm cada animal. A fim de avaliar-se a presenca de
locais receptor do colageno e outra em um dos loneoformacgéo de colageno nos materiais examina-

Table 2 -Presence of granulomatous inflammatory process in different moments of biopsy after collagen and
autologous fascia implantation.

Grade of Implanted Tissue
Inflammation Collagen Autologous Fascia
7 days 30 days 90 days 7 days 30 days 90 days
Absent + + + + + +
Low
Moderate
Intense

+ = predominant cellular aspect in the histological analysis.
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Table 3 -Presence of scar fibrosis in different moments of biopsy after collagen and autologous fascia implan-
tation.

Grade of Implanted Tissue
Inflammation Collagen Autologous Fascia
7 days 30 days 90 days 7 days 30 days 90 days
Absent
Low
Moderate + + + +
Intense + +

+ = predominant cellular aspect in the histological analysis.

dos, foi utilizado analise dos mesmos através decélulas mononucleares, histiocitos e fibroblastos de
birrefringéncia, com microscopico de luz polariza- intensidade moderada (Figures-2,3).

da, que possibilitou a identificacdo de colageno A avaliacao da area receptora de colageno,

neoformado. biopsiada apés 30 dias do implante, detectou intensa
neovascularizacdo e moderada presenca de fibro-

RESULTADOS blastos e histiécitos nas proximidades do enxerto (Fi-

gure-4). Avaliagdo com microscépico de luz polari-

Os resultados da analise microscopica doszada mostrou birrefringéncia, acusando neoformacao
parametros padronizados, relativos a cada area estde colageno autélogo. Ndo se detectou presenca de
dada nos diferentes momentos, encontram-se descrpolimorfonucleares, necrose e células gigantes, de-
tos nas Tables-1,2,3. monstrando a biocompatibilidade do enxerto e au-

A analise histologica das amostras teciduaisséncia de resposta do tipo corpo estranho. A avalia-
obtidas apés 7 dias do implante, revelou um padréaéo do local receptor da aponeurose evidenciou infil-
celular semelhante na area receptora de colagenoteacdo moderada de fibroblastos (Figure-5). Em ambas
na receptora da fascia autologa. Os tecidos implanregies ndo foram detectadas células relacionadas
tados apresentaram migracdo moderada de célulasom processo inflamatério crénico.
redondas, presenca de particulas de hemossiderina O material coletado 90 dias apds o implante
no interior dos macrofagos, resultantes da fagocitoselo material evidenciou, na area com colageno, com-
de hemacias e a presenga, em todos 0s animais, géeta substituicdo do implante por fibroblastos e va-

-_ ’i: e il'a 1\.\_.‘ I. bl Ay | i ‘ ..
Figure 2 - The arrow points a region with round cells migration and Figure 3 - Presence of round cells penetrating the region close
absence of leucocytes — initial process of inflammation (HE, X100).to autologous fascia implantation (HE, X40).
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complicacdes (8,12,13). A utilizacdo de mersilene
pode levar a eroséo uretral com consequente forma-
cdo de fistula uretro-vaginal ou ainda estar associado
a formacéo de célculos (14). Foram descritos infec-
cdo da ferida operatoria utilizando a derme de porco
(8) e formacédo de granuloma e eroséo vaginal com o
uso de mersilene (15). Foi encontrada rejeicdo ao
dacron em 19.3% dos pacientes e ao Goretex em 30%
(16). Recentemente, Martucci et al. (17) demonstra-
ram 90% de complicacbes pos-operatérias com a uti-
lizag&o do sling de pericardio bovino. Algumas teo-
. : _ ; rias foram propostas para explicar o mecanismo da
Figure 4 - The arrow points an area with fibroblasts and r€jei¢@o induzida pelos materiais sintéticos: presenca
histiocytes — developing inflammatory reaction (HE, x400). de infeccéo e reacao do tipo corpo estranho, sendo
WS 27 0 gue a rejeicao pode ser um fator de rejeicédo precoce
“%fe dl'# (16). A utilizacdo de m_a_lterial rl’g_ido pode levar a
e -]"ht}f' '!J'.. \ j formacéo de Ulcera facilitando a infec¢céo secunda-
f {EL R R

;i g Aﬂ.
P Ry

aa i

Figure 5 - Presence of fibroblasts, characterizing inflammatory
reaction (HE, X100).

sos neoformados (Figure-6). A birrefringéncia néo" ”
detectou particulas colagénicas, caracterizando absofi9ure 6 - The arrow points where the graft was substituted by
céo total do material implantado no subcutaneo. Ng/e"0sis (HE, X40).

local com aponeurose observou-se intensa fibrosd _" o
circundando o enxerto, entretanto, ainda observou
se areas onde se identificou aponeurose |mplantad
demonstrando que a substitui¢éo por fibrose foi mai ¥ !

intensa na area receptora do colageno (Figure-7).

DISCUSSAO

Uma ampla variedade de materiais tem sido
utilizada para confeccéo do sling pubovaginal (1).
Encontram-se descritos na literatura o uso de fasci
lata, aponeurose do musculo reto do abdome
polipropileno, derme de porco, mersilene, todos co .
resultados iniciais favoraveis, porém com relatos deFigure 7 - Presence of fibrosis encircling the graft (HE, X100).
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ria. O material sintético desencadeia uma reagaaninima no implante de colageno na regido suburetral
tecidual, promovendo uma reac¢cdo imune deda bexiga de coelhos (21). Nossa pesquisa comprova
hipersensibilidade tardia, sendo esta resposta maiogsta observagéo, ja que a avaliagdo histologica de-
ou menor na dependéncia da biocompatibilidade danonstrou minima reagéo inflamatoria, com auséncia
material utilizado (16). de células responsaveis pela reagéo tipo corpo estra-
Quando se opta pela utilizacdo do material nho, demonstrando a biocompatibilidade dos materi-
sintético para a confec¢ao do sling, o uso de um maais implantados.
terial que leve a minima reacéo do tipo corpo estra- O uso do colageno para correcéo de defeitos
nho, pequeno risco de infeccao, rejeicado e erosado sam derme, ndo tem demonstrado formag&o de granu-
necessarias para o sucesso da corregdo cirdrgica. lomas ou reagao tipo corpo estranho nos primeiros
Desenvolvemos um estudo a fim de compa-meses pés-implante (2). Assim como a injegéo
rar as reacdes teciduais provocadas pelo enxerto lisubureteral detectou apenas minima resposta inflama-
vre de aponeurose, semelhante ao material retiradtdria, neovascularizacéo e presenca de fibroblastos (21).
da regido suprapubica das pacientes quando submé&ste mesmo estudo ndo constatou alteragcao do colageno
tidas ao sling pubovaginal e de uma faixa de colagenamplantado com o tempo: a aparéncia era semelhante
do tipo |, purificado e polimerizado, implantados no logo apés o procedimento até 12 meses apos (21).
subcutaneo de cées. O enxerto de colageno no subcutaneo de
Na década de 80, o colageno bovino foi in- caes levou a formagé&o de fibrose, com total substi-
troduzido para fins cosméticos, particularmente atui¢cdo do material implantado, apds noventa dias do
correcado de pequenos defeitos em tecidos molesprocedimento. Ocorreu minima reacao inflamatoria
Resultados temporarios (aproximadamente 6 a 18&ipo corpo estranho, semelhante a resposta produzi-
meses) limitaram seu uso, em conseqiéncia daa pelo enxerto de fascia autdloga. Portanto, este
reabsorcao precoce do material injetado (18). estudo demonstra a biocompatibilidade do colageno,
Uma segunda geracao de colageno associaevidenciada pela auséncia de polimorfonucleares,
do a 0.0075% de glutaraldeido tornou-se posteriornecrose, liquefacéo e células gigantes e a capacida-
mente disponivel, com o objetivo de prolongar ade do enxerto de colageno de levar a formacao de
sobrevida do enxerto e diminuir a resposta imuneneocolageno e posterior fibrose, sugerindo tratar-se
celular do hospedeiro. Kligman & Armstrong (19) de material seguro e resistente para confecgdo de
puderam demonstrar, em estudos in vivo, que o masling pubovaginal.
terial implantado é capaz de estimular a neoformacgéao .
de colageno enddgeno, produzindo assim um efeitdC ONCLUSOES
mais permanente. Nosso estudo demonstrou, através
da birrefringéncia, a presenca de neoformacdo de Nossos dados permitem-nos concluir que o
colageno, ja nos primeiros 30 dias ap6s o implantecolageno do tipo |, purificado, apresenta reacao in-
do colageno, no subcutaneo da parede abdominal ddsamatéria minima, sendo o implante totalmente
cdes. Entretanto, este foi totalmente substituido poreabsorvido apés 90 dias e substituido por tecido fi-
fibrose 90 dias apds o implante. A regido receptorabroso. A fascia autdloga igualmente é envolta por
de tecido autélogo igualmente promoveu o desenvol{ibrose, entretanto, o processo ocorre mais lentamen-
vimento de fibrose, embora em menor intensidadete, pois ainda permanecem locais onde se pode en-
apo6s o mesmo tempo de observacao. Estes dados stontrar aponeurose implantada, ap6s 0 mesmo perio-
gerem que a fibrose proporciona um importante apoialo de observacao.
ao colo vesical e a uretra média, em pacientes incon- A despeito do presente estudo tratar-se de
tinentes submetidas ao sling pubovaginal. pesquisa experimental, pode-se inferir que o uso do
Preparacdes com colageno bovino tem sidocolageno, na confeccéo dos slings pubo vaginais, é
utilizada extensivamente em cirurgia plastica, capaz de proporcionar suporte uretral adequado, pois
otorrinolaringologia e cirurgia geral (20). Este mate- leva a formacédo de fibrose que por sua vez é res-
rial tem-se demonstrado seguro e efetivo, sendo queyonsavel pela continéncia obtida nestes procedimen-
ocasionalmente, ocorre resposta inflamatoria localtos cirtrgicos.
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