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Analise da rejeicao do transplante de aponeurose em coelhos
Analysis of transplant rejection in rabbits aponeurosis
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RESUMO

Objetivo: Estudar a viabilidade de aponeurose heterdloga para fechar
parede abdominal de coelhos, com énfase no processo de rejeicéo.
Meétodos: Este projeto foi aprovado pelo Comité de Cuidados Animais
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Séo Paulo e
realizado na Unidade Técnica e Cirurgia Experimental. Quatro coelhas
vermelhas trocaram aponeurose da parede abdominal com outros
quatro animais machos brancos. Em dois coelhos, foi retirada e
substituida a aponeurose como controle do processo cicatricial. Eles
foram avaliados 1 vez por dia e sacrificados apds 7 dias. Foi realizada
a imunoistoquimica com CD20 e CD79. Resultados: Os animais
nao tiveram celulite, abscesso, hematoma, deiscéncia da ferida
ou hémia. 0 local do enxerto mostrou hiperemia intensa. A anélise
histolégica mostrou um processo inflamatério, com a presenga
de miofibroblastos em amadurecimento e coldgeno, que variou de
incipiente a moderado. O nlimero de vasos estava reduzido e as
células inflamatérias foram, em sua maioria, células plasméticas e
macréfagos. Nao havia sinais morfolégicos da rejeicédo aguda com a
agressao do endotélio vascular. 0 mdsculo adjacente mostrou sinais
de degeneracéo, com reagéo inflamatéria dos niicleos e condensagao
do citoplasma. A andlise imunoistoquimica (CD20 e CD79) mostrou
que o processo inflamatério nao foi mediado por linfécitos. O teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney mostrou que nao se pode
rejeitar a hipotese de igualdade (p>0,05). Conclusao: Nao houve
complicagdes pés-operatodrias (fistulas, deiscéncia etc.) e a andlise
histoldgica revelou processo inflamatdrio inespecifico. A andlise
imunoistoquimica mostrou que o processo inflamatério nao foi em
razao de uma possivel rejeicao.

Descritores: Rejeicéo de enxerto; Antigenos CD20; Transplante; Parede
abdominal/cirurgia; Coelhos

ABSTRACT

Objective: To study the feasibility of heterologous aponeurosis
to close the abdominal wall of rabbits emphasizing the rejection
process. Metheds: This project was approved by the Animals Care
Committee of the Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de
Sao Paulo, and it was carried out at the Experimental Surgery and
Technical Unit. Four red female rabbits exchanged abdominal wall
aponeurosis with other four white male animals. Two rabbits just
had it removed and replaced to be the control group for the healing
process. Animals were evaluated once a day, and after 7 days they
were sacrificed. Inmunohistochemical analysis with CD20 and CD79
was done. Results: The animals did not have cellulitis, abscess,
hematoma, wound dehiscence or herniation. The graft site showed
intense hyperemia. The histological analysis showed an inflammatory
process with maturing myofibroblasts and collagen ranging from
incipient to moderate. The number of vessels was reduced and the
inflammatory cells were most plasma cells and macrophages. There
were no morphological signs of acute rejection with aggressive
vascular endothelial damage. The adjacent muscle showed signs
of degeneration with inflammatory centralization of nuclei and
cytoplasmic condensation. The immunohistochemical analysis (CD20
and CD79) showed that the inflammatory process was not mediated
by lymphocytes. Mann-Whitney nonparametric test showed that
the hypothesis of equality (p>0.05) should not be discarded.
Conclusion: There were no postoperative complications (fistulas,
dehiscence etc.) and the histological analysis showed nonspecific
inflammatory process. The immunohistochemical analysis showed
that the inflammatory process was not due to a possible rejection.

Keywords: Graft rejection; Antigens, CD20; Transplantation; Abdominal
wall/surgery; Rabbits
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INTRODUGAO

A perda da integridade da parede abdominal pode
ocorrer devido a trauma, infeccido, herniagdo ou res-
secgao cirdrgica®. Lidar com esses defeitos da parede
abdominal tem o objetivo de alcancar a recuperagao
funcional e estética dos 6rgaos e tecidos afetados®?.

Em alguns casos, como, por exemplo, no transplan-
te multivisceral e intestinal, o fechamento da parece
abdominal € o principal desafio técnico. Em aproxima-
damente 20% dos casos nao ha tecido suficiente para o
fechamento primario da parede®. A falha de uma re-
paracdo primadria, ap6s o transplante, deixa uma ferida
que necessitard de nova abordagem cirtrgica e de um
longo periodo de reabilitagao.

As complicagdes sao potencialmente letais e in-
cluem infeccdo intra-abdominal, lesao a 6rgaos nao
protegidos, sangramento e fistulas®. Ha muitas opcoes
cirargicas para o fechamento da parede abdominal: fe-
chamento primario, expansao do tecido, uso de prote-
ses sintéticas, separacdo dos componentes, dependendo
da localizagao e da distancia do retalho®.

Em casos em que a cobertura musculo-aponeuré-
tica é inadequada, a aplicacdo de material sintético € a
principal técnica utilizada®. Porém, além das implica-
¢oes de seu custo, seu uso € contraindicado em alguns
casos como os de fistula gastrintestinal concomitante,
fistula enterocutanea, fasciite necrosante, feridas con-
taminadas e imunossupressao, também como na rejei-
¢ao a corpo estranho e infeccao™.

O advento dos implantes de absorcao bioldgica pro-
vou-se vantajoso em relagdo a habilidade deles serem
assimilados pelo corpo e porque nao precisam ser re-
movidos no caso de infec¢ao ou deiscéncia da ferida®.
A féscia lata humana, a matriz extracelular de colageno
suino, a dura-mater humana e o pericardio bovino estao
entre os tipos mais utilizados®.

O retalho de fascia lata tem sido utilizado em diver-
sas especialidades médicas. Em oftalmologia, é usado
para reconstrucao do assoalho da drbita ou como sus-
pensor palpebral no caso de ptose. Em neurocirurgia é
usado para reconstituicdo da dura-méter durante a res-
seccdo de tumores. Em ortopedia, para a reconstrugao
de ligamentos e, em urologia, no tratamento de incon-
tinéncia urindria em mulheres, como suspensor pubo-
vaginal1%12),

Peldez Mata et al. apresentaram fechamento abdo-
minal estético e funcional satisfatorio utilizando fascia
lata de cadaveres na reconstrucao de defeitos abdomi-
nais em criancas¥. Disa et al. indicaram uma taxa de
3% de hérnias recorrentes em 32 pacientes submetidos
areconstrucao da parede abdominal com fascia lata au-
tologa em seguimento pés-operatdrio de 9 anos!?.
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O enxerto de fascia lata na reparacao de grandes de-
feitos na parece abdominal € resistente e suporta a pres-
sao intra-abdominal, integrando-se apropriadamente a
area do implante>'9. Os enxertos, quando integrados,
mantém a arquitetura e a orientagao das fibras do co-
lageno e sao facilmente inseridos no tecido fibrocola-
genoso, sem causar reacao de corpo estranho®”. O
fixacdo da borda do enxerto no defeito musculo apo-
neurotico provou-se melhor do que qualquer outro en-
xerto sintéticot®.

Desde do inicio de 1990 existem bancos de fascia
lata que permitem seu uso seguro em ortopedia e oftal-
mologia. O risco de rejei¢ao e a transmissao de doen-
cas, de acordo com a Food and Drug Administration
(FDA), sao considerados minimos),

Apesar disso, o procedimento de retirada da fascia
lata humana envolve cirurgia e resulta em mutilacao do
paciente, além de ter estoque limitado. O tamanho do
enxerto, mesmo considerando uma retirada bilateral,
também ¢ restrito, e esse € outro problema enfrenta-
do, no caso de grandes defeitos!**). Além disso, pode
haver hematomas, seromas e deiscéncia de feridas no
doador®¥.

Nao hé referéncias na literatura sobre o uso de apo-
neuroses no fechamento da parede abdominal com ma-
terial heter6logo. Este estudo propos uma abordagem
experimental utilizando aponeurose de retos do abdo-
me em coelhos nao singénicos.

OBJETIVO

Estudar a viabilidade de utilizar aponeuroses heterélo-
gas de retos do abdome para fechamento da parede ab-
dominal com base na analise macroscopica e histoldgica
do enxerto, enfatizando processo de rejeigao.

METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da Faculdade de Ciéncia Médicas da Santa
Casa de Sao Paulo (SCMSP) e foi realizado na Unidade
Técnica e Cirurgia Experimental (UTECE) da mesma
instituicdo. Quatro coelhos machos brancos da raca
Nova Zelandia e quatro fémeas vermelhas da raga Nova
Zelandia, pesando entre 3 e 4kg, foram divididos em
dois grupos de estudo, como descrito abaixo.

No Grupo A (n=4), foi realizada ressecgao parcial
da aponeurose anterior dos retos abdominais dos ma-
chos que receberam enxertos de tamanho igual de apo-
neuroses dos animais no Grupo B. No Grupo B (n=4),
as fémeas foram submetidas a ressecgao parcial da apo-
neurose anterior de retos do abdome e receberam en-
xertos de aponeurose de tamanho igual aos dos animais
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do Grupo A. Um animal do Grupo A foi o receptor e
doador para o mesmo Grupo de animais do Grupo B e
vice-versa (Figura 1).

Um macho branco e uma fémea vermelha, pesando
3 e 4kg, formaram o grupo controle (Grupo C). Neste
grupo (n=2), a aponeurose dos animais foi recortada e
reincorporada no mesmo segmento da aponeurose do
musculo reto anterior do abdome (Figura 1).

Transplante da aponeurose

do B para A Grupo B

Transplante da aponeurose
do A para B

Coelhos fdmeas Nova Zelindia Vermelho
n=4

Grupo C
n=2

Coelhos fémeas Nova Zeléndia Vermelho

Auto-transplante ? @

da aponeurose —

=

Figura 1. Um dGnico animal no Grupo A foi doador e receptor do Grupo B e vice-
versa. Grupo C: controle

Descricao da cirurgia

Anestesia

Os animais foram anestesiados 30 minutos antes da
cirurgia com quetamina e xilazina, em doses de 25 e
3mg/kg, administradas via intramuscular, na superficie
interna da coxa direita.

Técnica ciriirgica

Ap6s serem posicionados em decubito dorsal, os ani-
mais foram tosados e higienizados com solugiao antis-
séptica de alcool iodado 2%. Estabelecida a area estéril
com campos cirdrgicos, os animais foram submetidos a
incisdo média com bisturi de lamina nimero 22. A inci-
sao foi infraumbilical, de aproximadamente 7 a 9cm, se-
guida de ressecc@o da aponeurose anterior dos muscu-
los retos abdominais, utilizando tesoura Metzenbaum,
de 3 por 7cm (Figura 2).

WL l*hl’;rumﬂii. L - = ; s .:"'Im

Figura 2. A esquerda, remogao do enxerto de aponeurose; a direita, sintese do
enxerto de aponeurose
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Preparacao do enxerto

A resseccao do segmento de aponeurose foi colocada
em solucdo fisiologica 0,9% a 4°C. Os segmentos de
aponeurose foram suturados nas bordas do defeito apo-
neurdtico com fio de nylon 4-0 (Figura 2).

Pés-operatério

Os coelhos foram mantidos por 3 semanas na UTECE.
Imediatamente ao pds-operatério, foram oferecidos
alimento e agua ad libitum. Todos os dias, uma vez por
dia, a ferida foi examinada para checar a presenca de
celulite, abscesso, hematoma, deiscéncia da sutura e
eventracao. Quando necessario, se o animal apresen-
tasse desconforto no periodo pds-operatério, recebia
imediatamente analgesia com morfina 2 a Smg/kg sub-
cutanea a cada 4 horas. Os animais foram sacrificados
no 79 dia pos-cirurgia com solugao de cloreto de potas-
sio (19,1%), infusao de 10mL intravenosa. Apds incisao
transversal extensa infraumbilical, o enxerto foi removi-
do com borda de 1cm.

Avaliacao histolégica do enxerto

A preparacao histologica foi realizada pelo servico
de patologia da SCMSP e a andlise foi realizada pelo
Laboratorio Cardoso de Almeida. As amostras dos en-
xertos, de 0,5cm por 0,5cm, consistindo de segmentos
de tamanho igual de aponeuroses do doador e recep-
tor, foram preservadas em solucdo de formol e fixadas
em blocos de parafina. As alteragoes histologicas foram
avaliadas de acordo com o sistema semiquantitativo
descrito por Hooker et al.??. A analise do processo de
reacao foi realizada com reagentes imunoistoquimicos
CD20 e CD79.

RESULTADOS

Os animais nao apresentaram celulite, abscesso, he-
matoma, deiscéncia da ferida ou herniacao. O local do
enxerto mostrou hiperemia intensa quando os animais
foram sacrificados no 79 dia pds-operatério. A anélise
histolégica mostrou um processo inflamatério, com
miofibroblastos em amadurecimento e coldgeno, va-
riando de incipiente a moderado. O nimero de vasos
mostrou-se reduzido e as células inflamatdrias foram,
na maioria, células do plasma e macréfagos. Nao hou-
ve sinais morfoldgicos de rejeicao aguda com agressao
ao endotélio vascular. O musculo adjacente mostrou
sinais de degeneracao com centralizacao inflamatéria
dos nucleos e citoplasma condensado (Figura 3). A ana-
lise imunoistoquimica (CD20 e CD79) mostrou que o
processo inflamatdrio nao foi mediado por linfocitos. O
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney mostrou que a
hipétese de igualdade (p>0,05) nao pode ser rejeitada.



Figura 3. A esquerda, andlise histolégica mostrou processo inflamatério com
amadurecimento de miofibroblastos e coléageno, variando de incipiente a
moderado; a direita, o nimero de veias foi reduzido e as células inflamatdrias
foram, na maioria, células do plasma e macréfagos

DISCUSSAOQ

O uso atual de materiais sintéticos para reconstruciao da
integridade da parede abdominal € relacionado a altas
taxas de infeccao e rejeicao, sendo contraindicado em al-
gumas situacoes’. O custo de tais materiais também &
um fator limitante para sua aplicacdo. Em relacao ao uso
de aponeurose autdloga de fascia lata para fechamento da
parede abdominal, ela oferece suporte adequado a pres-
sdo intra-abdominal, com manutencdo da conformacao
da estrutura do enxerto e integragdo completa, com revas-
cularizac¢ao e diminui¢do de risco de reagao™. Todavia, o
problema de seu uso € a limitacao do estoque e também a
mutilacdo de outra regiao do corpo do paciente.

Nao constam estudos na literatura avaliando o uso
de aponeurose heterdloga dos musculos retos abdomi-
nais no fechamento da parede abdominal para que se
estabeleca uma comparacao. Os animais deste estudo
nao apresentaram complicagdes no pds-operatorio (fis-
tulas deiscéncias etc.) e a analise histologica mostrou
processo inflamatério nao especifico. A andlise imu-
noistoquimica também mostrou que o processo infla-
matoério nao foi mediado por linfdcitos.

Esses resultados sao preliminares, mas mostraram
que o processo inflamatério nao foi devido a uma pos-
sivel rejeicao.

CONCLUSAO

O uso de aponeurose heter6loga no fechamento abdo-
minal foi vidvel e nao houve sinais de rejeigao na analise
imunohistoquimica. Este estudo mostrou uma linha de
pesquisa com o uso de aponeurose heter6loga no fecha-
mento da parede abdominal.
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