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RESUMO

Introducao: A incontinéncia urinaria agrega consequéncias fisicas e psiquicas ao seu
portador, e sua incidéncia tem crescido ultimamente, principalmente em decorréncia
da prostatectomia radical.Slings e esfincteres artificiais sdo opcdes terapéuticas
usuais no enfrentamento desse problema. O implante desses artefatos traz um alto
indice de satisfacdo, embora se acompanhe de complicacbes como a atrofia e a
erosdo uretrais. Objetivo: Uma fita de celulose bacteriana, processado a partir da
cana-de-acucar, foi avaliado como envoltério de reforco da parede uretral, em modelo
animal, com o fito de possivel aplicacéo na pratica clinica, por ocasido do emprego de
dispositivos anti-incontinéncia urinaria. Método: Neste estudo, 40 ratas Wistar, foram
separadas em 4 grupos de 10. O primeiro grupo, chamado de sham, a uretra foi
apenas dissecada e deixada em seu leito. O segundo grupo, teve a uretra enrolada
com fita de celulose bacteriana, logo abaixo do colo vesical. O terceiro grupo, teve a
uretra enrolada nessa mesma posi¢cao com fita de silicone. O quarto grupo, teve a
uretra enrolada com fita de celulose bacteriana + fita de silicone(duplo implante).As
fitas tinham 0,3 cm de largura, sendo que as de silicone foram ancoradas com fio
inabsorvivel. Metade dos animais de cada grupo foi sacrificado aos 4 meses, e a outra
metade, aos 8 meses. Nos sacrificios, a bexiga e a uretra foram retiradas em bloco,
fixados em formalina e preparados em laminas, coradas pela hematoxilina-eosina e
tricrémio de Masson. O comportamento da membrana de celulose bacteriana como
instrumento de reforco da parede uretral foi avaliado pela espessura, densidade de
vasos sanguineos e de colageno(em percentual) e a reacdo inflamatéria(pelo escore:
O=ausente; 1=leve; 2= moderada; 3= severa). Resultado: Observou-se aos 4 meses,
intensa reacdo inflamatéria, inclusive com presenca de linfonodos, com diferenca
estatistica entre o grupo da celulose bacteriana, em comparacao ao grupo do silicone
e grupo sham. Aos 8 meses, houve atenuacao da resposta inflamatéria em todos os
grupos. O epitélio uretral apresentou encolhimento no grupo da celulose bacteriana e
no grupo do duplo implante, em relagdo ao grupo do silicone, neste tempo de
observacédo. A parede uretral, medida da lamina propria ao limite externo da camada
muscular, mostrou aos 8 meses, ganho estrutural significativo no grupo da celulose
bacteriana, quando comparado aos grupos do silicone e do grupo do duplo
implante(p=0,0249 e p=0,0020, respectivamente). A vasculogénese esteve mais
presente no grupo da celulose bacteriana isolada, em comparacdo aos grupos onde
se empregou o silicone. A deposicao de colageno variou de leve a moderada no grupo
da celulose bacteriana, onde se notava fibras colagenas maduras, porém mostrando-
se mais presente nos grupos com silicone, onde se observou formacéo de capsula
fibrética aos 4 meses. Conclusdo: Com base nessas observagdes, podemos concluir
gue a membrana de celulose bacteriana, integrou-se ao tecido hospedeiro, em modelo
animal, com promocéo de remodelagéo tissular e fortalecimento da arquitetura uretral.
Palavras-chave: Incontinéncia urinaria; Esfincter urinario artificial; Teste de Materiais;
Uretra.



ABSTRACT

Objective: Urinary incontinence adds physical and psychological desabilites to patients
especially in the adult age.lts incidence has grown significantly, mainly due to the
growing number of radical prostatectomy performed fo the treatment of prostatic
cancer. Slings and artificial sphincters are usual therapeutic options to treat this
condition. The implant of these devices brings a high level of satisfaction, although it
Is associated with complications such as atrophy and urethral erosion. A cellulose
biopolymer, processed from sugarcane molasses was evaluated as a reinforcing wrap
to the urethral wall, in animal models, to investigate the possible application in clinical
practice, during the implantation of urinary anti-incontinence devices. Method: In this
study, 40 Wistar rats were divided into 4 groups of 10. The first group, called sham,
the urethra was dissected and only left his bed. Group 2 had the urethra wrapped with
tape cellulosic membrane, just below the bladder neck. Group 3 had the
urethrasrrounded in the same position with a silicone tape. Group 4 had the urethra
wrapped with tape cellulosic membrane + silicone tape (double implants) .The strips
were 0.3 cm wide, and the silicone were anchored with nonabsorbable sutures. Half of
the animals in each group was sacrificed at 4 months and the other half after 8 months.
During the sacrifices, the bladder and urethra were removed en bloc, fixed in formalin
and prepared on slides, stained with hematoxylin-eosin and Masson trichrome. The
cellulosic membrane performance was evaluated comparatively considering the
thickness of the urethral wall (in percent) blood vessel density and collagen (in percent)
and the inflammatory reaction (by score: 0 = absent; 1 = mild; 2 = moderate; 3 =
severe). Results: It was observed at 4 months intense inflammatory reaction, even with
the presence of lymph nodes, with statistical difference between group 2 compared to
group 3 and group 1. At 8 months, there was attenuation of inflammatory response in
all groups. The urethral epithelium showed shrinkage in group 2 and group 4 when
compared to group 3, at this observation time. The urethral wall, when measured forma
the lamina propria to the outer limit of the muscular layer, shown at 8 months,
significant structural gain in group 2 compared to groups 3 and 4 (p = 0.0249 and p =
0.0020, respectively). Vasculogenesis was more present in the isolated biopolymer
group compared to the group where silicone was used . The collagen deposition
ranged from mild to moderate in group 2, being more present in groups with silicone,
where it was observed formation of a fibrotic capsule at 4 months. Conclusion: Based
on these observations, we conclude that the bacterial cellulose membrane was
integrated to the host tissue in animal models, to promote tissue remodeling and
strengthening of the urethral architecture.

Keywords: Urinary incontinence; Urinary Sphincter, Artificial; Materials Testing;
Urethra.
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1 INTRODUCAO

1.1 Apresentacéo do problema

A incontinéncia urinaria é definida, numa otica pratica e universalmente aceita,
como a perda involuntéria de urina. Essa perda indesejada de urina vem, algumas
vezes, em consequéncia de insuficiéncia esfinctérica primaria e, em outras,
secundariamente, em consequéncia de cirurgias prostaticas, especialmente a
prostatectomia radical, procedimento que tem crescido substancialmente ao longo dos
anos?.

Nos Estados Unidos, o impacto econdmico agregado a conducdo desse
problema e de todas as suas implicacoes, flutua entre 19 e 32 bilhGes de ddlares
anuais. Porém, o dano maior reside no custo social, psicolégico e fisico dos portadores
dessa doenca?.

O enfrentamento dessa situacdo envolve medidas conservadoras ou até
abordagem mais agressiva, como o emprego de sling suburetral ou do esfincter
urinario artificial(EUA).O implante desses dispositivos anti-incontinéncia traz um alto
percentual de satisfacdo aos pacientes, embora se acompanhe de complicacdes,em
escala ndo desprezivel, como erosdo e atrofia uretrais, as vezes determinando a
explantacdo desses dispositivos?.

O problema, especialmente associado ao implante dos esfincteres artificiais, €
que, ao se produzir forca de oclusao uretral para obtencdo da continéncia urinaria, a
parede uretral crbnicamente ocluida, sofre enfraguecimento estrutural, concorrendo

para o aparecimento de atrofia e erosdo?3.

1.2 Justificativa

O comprometimento da parede uretral pelo uso de dispositivos anti-
incontinéncia urinaria pode, a principio, ser minimizado com uso de barreiras que
reforcem este tecido e possam prevenir a erosdo e a atrofia. Pesquisas recentes,
mostram que a Celulose Bacteriana tem demonstrado eficacia como condutor celular
e indutor no processo de cicatrizagcdo*®, além de ter comprovada segurancgab®.

A celulose bacteriana é exopolissacarideo obtido por sintese bacteriana
(Zoogloeasp.)a partir do melago da cana-de-agucar, na Estagcdo Experimental de
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Carpina, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e que diante de sua
versatilidade e biocompatibilidade compravadas®, estabeleceu-se a questdo
norteadora deste estudo: Seria a membrana de celulose bactéria, capaz de reforcar a
estrutura da parede uretral, ao ponto de prevenir a erosdo em situacdes de ocluséo

cronica?
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Validar a aplicacdo da membrana deCelulose Bacteriana como envoltorio de
reforco uretral, em modelo animal, a fim deconsubstanciar sua aplicacao clinica no

futuro, por ocasido do uso dos dispositivos anti-incontinéncia urinaria.

2.2 Objetivos especificos

= Analisar pela histologia, a adesividade e integragdo da membrana de
celulose bacteriana a parede uretral em comparacao com a fita de silicone;

= Mensurar, a partir de dados histolégicos, a espessura da parede uretral;

= Quantificar, pela histologia, a densidade de vasos sanguineos (potencial
vasculogénico) na regido ocupada pelos implantes (membrana de celulose
bacteriana e fita de silicone);

= Determinar o padrdo de resposta do tecido periuretral & membrana de
celulose bacteriana, quanto a densidade de colageno e a fibrogénese;

= Avaliar, por meio de andlise morfoldgica, a intensidade da resposta

inflamatoéria.
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3 LITERATURA

3.1 Incontinéncia urinaria

A falta de controle sobre o mecanismo natural da continéncia urinariae a
consequente perda de urina involuntariamente, é a definicdo dada pela Sociedade
Internacional de Continéncia para incontinéncia urinaria’. Essa perda pode se dar
emestado de repouso ou em consequéncia de esforco fisico, como tossir ou
espirrar®8,

Esta afeccdo representa um problema urolégico de prevalente crescimento,
afetando cerca de 2,5 a 40% dos individuos e, além de determinar um elevado custo
econdmico as instituicdes de saude, se revela como um fendmeno limitante ao seu
portador, implicando disturbios fisicos e psiquicos, por afetar a qualidade de vida e a
autoestima do paciente, contribuindo para seu isolamento social, familiar, dos amigos
e até de seu(sua) parceiro(a)t2°.

Para manter a continéncia urinaria em condi¢des de esforco, o esfincter uretral
estriado tera que se opor a uma pressao vesical elevada em virtude de aumento da
presséo intra-abdominal. E a relacdo pressado/resisténcia que vai determinar ou néo a
continéncia,e a integridade esfincteriana e do assoalho pélvico sdo vias mantenedoras
dessa relacéo?”.

A estrutura uretral é constituida internamente pelas camadas mucosa e
submucosa, ricas em fibras elasticas e musculares lisas, circundadas, no homem, pelo
corpo esponjoso ricamente vascularizado, com sua porcdo bulbar envolvida pela
musculatura isquiocavernosa e bulboesponjosalt!?. Toda essa estrutura €
estabilizada por arcaboucos externos de sustentacao fasciais e ligamentares?©.

Amucosa e submucosa uretrais, segundo estudo de Garcia Montes et
al.’3,possuem uma forca passiva de oclusdo que contribuem para o selamento da luz
uretral.Segundo eles, pacientes com algum dispositivo anti-incontinéncia implantado
e que mantenham boa perfuséo uretral, permaneceréo continentes; a isquemia, por
sua vez, debilita essa acao selante uretral,precipitando a incontinéncia.

Preceitualmente, a densidade de colageno contida no tecido conjuntivo
periuretral parece ser determinante na sustentacdo do trato urogenital, a tal ponto
que,mulheres incontinentes apresentam 30% menos colageno estrutural em

comparacdo a mulheres continentes.
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A exata disposic¢ao da inervagéo do esfincter estriado uretral (rabdoesfincter) é
ainda foro contestavel para boa parte dos anatomistas. Estudos em cadaveres
sugerem que esse esfincter recebe fibras do nervo pélvico e também do nervo
pudendo, e que essas fibras se dirigem a uretra passando ao lado do apice prostatico.
A dissecc¢do inadvertida desse segmento prostatico, por lesar a inervagao esfinctérica,
reacende a suspeita de que essa seja uma das causas de incontinéncia urinaria apés
prostatectomia radical*>'®, Em outro estudo,se observou que a robustez da
musculatura lisa periuretral decai com o passar dos anos, comprometendo a pressao
de fechamento uretral, sendo um fator de consuetudinario risco para incontinéncia
urinarial’.

A importancia da configuracdo uretral e das suas estruturas de suporte na
eficiente transmissdo de fechamento da luz uretral, serviu de elemento para que
Ulmster e Petros!® desenvolvessem o conceito da “teoria integral’”, no qual a
estabilidade vésicouretral resulta em continéncia, nas mulheres. Com base nesse
conceito, os autores descreveram um modelo de slingsem produzir tenséo uretral, o
TVT(tension-free vaginal tape), possibilitando para que,mais tarde, Delorne!®
introduzisse o slingtransobturatoério, sepultando a ideia de que um slingpara garantir a
continéncia urinaria deveria se posicionar como uma tipoia, estrangulando a luz
uretral.

Incontinéncia urinaria € um sintoma de diversas causas, e pode estar ligada a
disfuncdo vesical(hiperatividade), debilidade do rabdoesfinter uretral(injaria
pelaprostatectomia radical ou incontinéncia urinaria de estresse genuina em
mulheres) ou por associacdo dessas(mista)?°. A fraqueza do esfincter urinario externo
geralmente advém de iatrogenia cirdrgica, também de trauma, condi¢des neurologicas
e anomalias congénitas?..

A severidade da incontinéncia por insuficiéncia esfinctérica, de um modo geral,
€ quantificada pela historia clinica, pelo exame urodinamico, valorizando-se nesse
exame, a pressao de perda pela manobra de Valsalva(<60 cm/H20), e a pressao
méaxima de fechamento uretral(<20 cm/H20), e também pelo nimero de absorventes
usados diariamente(até 1,leve; > 4/5, grave)®?.

De posse dessas informacdes, ao paciente € oferecido um leque de medidas
terapéuticas, abrangendo desdemedidas conservadoras até abordagens mais
invasivas. As medidas conservadoras incluem: restricdo hidrica, uso de absorventes,

clampe peniano, exercicio do assoalho pélvico e biofeedback, condom-cateter e
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tratamento farmacoldgico. As opc¢des cirargicas invasivas, solidamente respaldadas
pelo FDA,incluem a implantacdo do slingsub-uretral ou do esfincter urinario artificial,
para as incontinéncias moderadas e severas, e a injecdo de agentes

expansoresperiuretrais (macroparticulas), para casos leves?324,

3.1.1 Dispositivos anti-incontinéncia urinaria

3.1.1.1 O tratamento de primeira linha e suas implicacdes

Em 1997, a Associacdo Americana de Urologia(AUA) confere ao slingsub-
uretral, a condicdo de tratamento de 1° linha para incontinéncia urinaria de estresse
em mulheres, inclusive nas suas formas complexas, quando ha obesidade, idade
avancada, relato de falha prévia com sling,diabetes, prolapso vaginal de 6rgaos, entre
outras?>?6, O aparecimento do esfincter urinario artificial no mercado de materiais
médicos, historiado com muita propriedade por Montague?’ em artigo de
revisdo,remonta a 1973 quando do lancamento do primeiro modelo, por Scott?®. Nos
10 anos seguintes, o desenho mecanico desse modelo sofreu cinco alteragdes, até o
surgimento do AMS800(American Medical System, Minnetonka-MN, USA), dispositivo
usado até os dias atuais. Esse modelo é constituido por trés compartimentos: um
manguito de compressao uretral, um reservatério hidraulico e uma bomba de
acionamento pontual do conjunto. Nessa revisédo de 16 anos com o uso do AMS800,
os resultados reproduzidos séo definidos como plenamente satisfatorios,com alguns
pacientes recorrendo ao uso de no maximo um absorvente diario, com taxas de erosao

e atrofia uretrais entre 3-10% e 9,6-11,4%, respectivamente.
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Figura 1.Esfincter artificial AMS 800

A despeito da recomendacdo de seu uso para tratamento da incontinéncia
masculina, o esfincter artificial é também implantado em mulheres incontinentes,
muito embora essa indicacao tenha testemunhado vertiginosa queda, haja vista a taxa
de 1% de implante feminino em 2005, perdendo forga para a indicacao de slings ou
de outras formas de tratamento. Em rota oposta da demanda feminina, o implante do
EUA em homens passou de 11 casos na América do Norte, em 1975, para 3.762
implantes em 2005, confirmando o interesse crescente pelos urologistas por essa
nova ferramenta terapéutica®. Outro dispositivo anti-incontinéncia urinaria, concebido
e apresentado como alternativa ao EUA debutou, ndo muito tempo atras, no mercado
de materiais médicos uroldgicos, com 0 nome e constritor uretral. Este novo engenho,
porém, por exercer pressdo uretral continua e ndo controlada, forjou-se como
aparelho pouco producente e com elevadas taxas de eroséo e atrofia, ndo resistindo
ao teste do tempo?°.

A uretra bulbar € o segmento preferencial para implantacdo dos dispositivos
anti-incontinéncia, exigindo-se seu cuidadoso isolamento, e assim evitar perfuracao
ou adelgacamento de sua parede. No caso do esfincter artificial, ndo h& padronizagéo
para escolha do tamanho ideal do manguito nem da pressdo necessaria ao seu
reservatorio. Manguito muito justo e tenso concorre para atrofia e erosédo do sitio de
implante. Folgado, resulta em persisténcia ou retorno da incontinéncia3®3!, Os slings
seguem esse mesmo raciocinio, diferenciando-se pelo material empregado e métodos

de ancoragem. Podem ser confeccionados por material autélogo (aponeurdtico ou
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fascial), homdlogo (tecido cadavérico humano), sintético (PTFE, PPL) ou xendlogo
(submucosa intestinal ou dermalsuinas). Pela forca de tensionamento da uretra,
distinguem-se entre compressivos e de reposicionamento. A maneira dos esficteres
artificiais, a forma de seu ajuste a uretra é o limite entre a erosdo e o fracasso
terapéutico®?33, No entendimento de Comiter?*, o slingpor comprimir a superficie
ventral da uretra, deixando livre sua porcao dorsolateral, os riscos de eroséo e atrofia
encontram-se subtraidos.

A despeito de consideravel taxa de cura clinica e de satisfacdo pessoal
proporcionadas pelos dispositivos anti-incontinéncia urinaria, sua constante pressao
sobre a parede uretral, depreende complicagcdes como atrofia e eroséo, por vezes,
obrigando a explantacdo desses artefatos, muito embora a real incidéncia dessas
complicacbes ndo esteja bem estabelecida, posto que, séo geralmente
subnotificadas, quando comparadas aos estudos que priorizam a grandeza dos
resultados e o sucesso com essa abordagem terapéutica3334,

Tem sido pratica conscienciosa, definir atrofia uretral como resultante de
compressdo crbnica exercida sobre a circunferéncia dessa estrutura, levando a
isquemia e, consequentemente, reducdo de seu calibre, denunciada pelo retorno
insidioso da incontinéncia urinaria. Conceitua-se erosao, como sendo a migracao de
um componente do dispositivo anti-incontinéncia(geralmente o manguito) para a luz
uretral(erosao interna) e extrusédo ,quando o material implantado € expulso de seu sitio
de implantacdo e passa a ser percebido abaixo da pele3*35, A suspeita clinica dessas
intercorréncias se dapela presenca de tumefacao e desconforto perineal, secrecao
vaginal, hematuria, disuria e infeccéo urinaria de repeticdos®. Essas condicdes podem
ser precipitadas pela concomitancia com infeccédo,hipovascularizacdo por varias
causas, radioterapia e cirurgia reconstrutora prévia3®3’. Em artigo de revisdo, Laiet
al.®®, observaram que pacientes com histéria de explantacdo de esfincter artificial,
possuem quatro vezes mais chances de erosdo com implantacdo de um novo
dispositivo. Clemenset al.®°, analisando casos de insucessos com slings ocasionados
por erosdo, recomendam vigilancia clinica rigorosa, especialmente se forem usados
materiais sintéticos. Na casuistica deles, mais da metade dos pacientes
experimentaram retorno da incontinéncia apés a retirada dos slings. Seguidores dessa
linha de entendimento, Blaivas e Sandhu4’, argumentam que o slingsintético,
principalmente se for trancado, erode 15 vezes mais do que o confeccionado com

material autologo ou alogréafico. Apesar de informes cognatos contidos na literatura
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especializada, Amundsenet al.*redargam, baseados em suas observacdes, que
erosdo € um fendbmeno pontual, e que independe do tipo de material empregado na
confeccéo de um sling. Martucciet al.*?, opinam que essa celeuma estimula a procura
por materiais biocompativeis, muito embora, em suas pacientes nas quais usaram
slingconfeccionado com pericardio bovino, as taxas de erosao e infeccéo foram altas,
e que arazdo dessas complicacdes necessitam de investigacdo mais profunda. Bentet
al.*3, em estudo retrospectivo, detectaram rejeicdo em 23% de mulheres com slings
sintéticos implantados, e sugerem para minorar esse reves, a colocacao de gordura
de Martius como entremeio uretra/sling.

Com relacado aos esfincteres artificiais, Martins e Boyd*4, verificaram que em 81
pacientes com esfincteres implantados, 38% sofreram revisdo cirdrgica dos
dispositivos, sendo que 74% dessas revisdes foram motivadas por atrofia uretral e,
oferecem como estratégia para contornar esse problema, aumentar a pressao do
baldo, diminuir o tamanho do manguito, ou por ambos. Também aconselham a
insuflacdo do manguito, 4 semanas ap0s sua implantacdo na uretra, em casos nao
complicados, e del2 semanas de espera para acionamento do manguito em pacientes
previamente irradiados, para dar mais tempo a recuperacao cirargica da uretra.

Rajet al.*®, revisando 637 pacientes submetidos ao implante do EUA, chegam
a uma taxa de erosdo e atrofia uretrais na ordem de 22% e 8 %,
respectivamente.Analisando esses dados, mostram-se inclinados a considerar em
pacientes de risco, a desativacdo noturna do manguito, e se houver necessidade de
implantacdo de um novo esfincter, que seja aplicado em outro local da uretra e com
um intervalo minimo de 3 meses apos retirada do artefato anterior. Ha também quem
advogue o cuidado de se esvaziar o manguito antes de qualquer manipulacéo uretral,
como forma de prevenir sua erosdo traumatica®®3’. Saffarianet al.*%, oferecem outra
opcao de se lidar com esse problema. Em casos de atrofia uretral pelo esfincter
artificial, defendem a substituicdo do manguito por outro de tamanho menor,
colocando-o por cima da pseudocapsula colagenosa que habitualmente se forma na
interface manguito/uretra do primeiro dispositivo. Essa pratica usada em 17 pacientes
seus, mostrou-se positiva nos quesitos satisfacdo e continéncia dos pacientes.

DiMarco e Elliott*”, em 18 casos de recidiva da incontinéncia apés colocacéo
de esfincter artificial, optaram pelo implante de um segundo esfincter artificial, com
seu manguito colocado em justaposicdo ao anterior(l cm proximal ou distal),

deixando-se o dispositivo primitivo em seu sitio de implantacdo. Definem essa opc¢ao
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como sendo de salvamento, com resultados consistentes e com o minimo de

complicagoes.

3.1.2 Alternativas para mitigar ou prevenir a erosao uretral

Pacientes quando sdo candidatos a colocacdo de um segundo EUA,
geralmente, por falta de espaco na uretra proximal,tem seu manguito colocado numa
porcao mais distal na uretra, justamente num segmento de menor calibre, e isso pode
criar uma despropor¢cdo entre a espessura uretral e o tamanho do manguito,
concorrendo para recidiva da incontinéncia. A implantacdo denominada de
transcorporal de um novo manguito € um recurso que visa atenuar esse problema.
Durante a cirurgia, a tunica vaginal cavernosa é cuidadosamente liberada e com ela
envolve-se o sitio uretral sobre o qual se pretende colocar o0 novo manguito,
encorpando a uretra, adequando-a e protengendo-a da pressdo hidraulica oclusiva
pelo dispositivo*®49,

Souza-Escand6n®, apresenta uma técnica para protecdo uretral, visando
minorar os riscos de eroséo por ocasiao da colocacédo de slingsub-uretral, pratica por
ele denominada de “sanduiche”, pela qual um retalho pediculado de mucosa vaginal
€ interposto entre a uretra e o slingsub-uretral, funcionando como almofada
amortecedora, procedimento que o seu autor qualifica como original, efetivo e
simples, indicado também em casos de incontinéncia grave.

Ecrescente o interesse pela busca de alternativas que reduzam as taxas de
erosdo e atrofia uretrais pelo implante dos dispositivos anti-incontinéncia. A
recorréncia da incontinéncia urinaria secundaria ao implante do esfincter artificial
representa um desafio ao urologista, justamente pelas limitacbesdas opc¢oes
terapéuticas. O uso de materiais biocompativeis tem sido estimulado e difundido
atualmente. Em 1997, Pope et al%%, usaram o SIS, matriz extracelular
xenodlogaextraida da camada submucosa intestinal suina,para ampliacéo vesical,em
modelo animal, observando-se que esse material serviu como plataforma para
crescimento de tecido novo bem incorporado ao tecido receptor.

Grossklauset al.%?, usaram o SIS como reparo uretral em coelhos, e asseguram
seu papel como agente remodelador do tecido uretral, oferecendo boas perspectivas
para seu uso em correcfes de hipospadia em humanos. Em 2005, Rahmanet

al.%3,publicaram artigo onde relatam experiéncia com 5 casos de incontinéncia urinaria
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pés-prostatectomiaradical,tratados com colocacdo de EUA,e que, posteriormente,
tiveram osesfincteres artificiais explantados em consequéncia de atrofia uretral. A
estratégia adotada por eles foi o reimplante de um novo esfincter artificial, onde o
segmento uretral atrofiado foi tratado, enrolando-se em torno de sua circunferéncia,
duas faixas da matriz de coladgeno suina(SIS), seguida da colocagdo do novo
manguito em torno da uretra agora protegida. Segundo eles, os novos dispositivos
foram bem tolerados, reproduzindo resultados clinicos satisfatérios. Dois outros
artigos posteriores reafirmam o interesse por essa atitude inovadora.Em 2012, Trost
e Elliott>*, e no ano seguinte, Margreiteret al.>, trilharam por essa mesma linha de
conduta de fortalecimento da parede uretral, com a interposi¢céo de retalhos de matriz
de colageno, entre a uretra e 0 manguito do esfincter artificial implantado, estratégia
gue segundo eles, é perfeitamente factivel, revelando-se como uma opcéo mitigante
a atrofia uretral em pacientes incontinentes tratados com a colocacdo do esfincter

urinario artificial.

3.2 Biomaterial

Biomaterial € qualquer material de origem animal(humano ou ndo), ou material
sintético, utilizado na substituicdo ou como reforco de tecidos vivos, devendo ser
resistentes aos esforcos mecanicos, inerte, esterilizavel, resistente a infeccao,
acessivel, ndo devendo ser modificado pelos liquidos teciduais, ndo promover reacao
inflamatéria ou de corpo estranho, ndo alergénico e ndo provocar seu
encapsulamento®®. Os materiais biol6gicos podem ser definidos, grosso modo,como
materiais derivados do todo ou parte de estruturas biomoleculares organicas, e ai
estdo incluidos os polipeptideos/proteinas, carboidratos lipideos, acidos nucléicos®’.
Por outro lado, por serem material estranho ao tecido receptor, o biomaterial induz
resposta inflamatoria pelo hospedeiro, e a modulacdo dessa resposta pode trazer
impacto ao conceito de biocompatibilidade e seguranca do dispositivo empregado na
substituicdo e regeneracéo de tecidos bioldgicos>8-60,

A matriz extracelular comumente utilizada nos dias atuais € a matriz xenéloga
de colageno suino(SIS), ainda assim confiavel devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade e com baixa imunogenicidade, ha mais de dez anos empregada
em diversas aplicacfes da clinica urolégica, como na confeccdo de slinguretral,

correcdo de hipospadias, uretroplastias e ampliacdo vesical®%3. Entretanto essa
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matriz proteica, segundo algumas publica¢des, nédo se configura como material de uso
totalmente garantido, como querem seus fabricantes, em virtude de ter sido
identificado DNA suino em sua estrutura, fato que fragiliza o quesito seguranca, pelo

risco de rejeigdo e transmissdo de patdgenos®+°,

3.3 A celulose bacteriana

A busca por novos biomateriais é hoje foco prioritario da engenharia de tecidos.
Esses materiais tém se revelado promissores em suprir ademanda médica no capitulo
da reconstrucdo biolégica de tecidos. Os biomateriais, em funcdo de sua
biocompatibilidade, estdo na vanguarda dessa linha de pesquisas tecnolégicas, por
prometer um vasto leque de uso em humanos. Também devido a sua
biodegradabilidade, permitem mobilizacdo de células indispensaveis ao processo de
renovacgéo e reparo de uma estrutura biolégica comprometida®:6.

A celulose bacteriana, biopolimero extraido da cana de acucar, foi
desenvolvidana Estacdo Experimental de Cana-de-Acucar, da UFRPE, em Carpina,
PE, no inicio dos anos 90. Esse novo material foi obtido da sintese pela bactéria
Zoogloeasp, tendo como substrato o melago da cana, entrando na sua composicéo
diversos acucares, com predominancia da glicose(85,57%), e em menor proporcao
outros monossacarideos como a xilose, ribose, acido glicurénico, manose, arabinose
galactose, ramnose e fucose®’. Apos ensaios laboratoriais, a celulose bacteriana foi
tratada e purificada, preparando-a para uso experimental. Esse material quando
avaliado no conceito de biocompatibilidade, mostrou bom comportamento, o que
permite sua aplicacdo em experimentos com seguranca®. Testes biomecanicos
demonstraram eficiéncia dessa celulose, creditando em modelo animal,seu uso como
tela de reparo de defeito induzido da parede abdominal®®-7°,

Marques et al.”t, aplicaram essa matriz extracelular como remendo vascular em
arterioplastias, em caes,conferindoa celulose bacteriana, qualificacdo como substituto
arterial adequado. Como arcabouco de suporte biolégico, em avaliacdo in vitro, a
membrana de celulose bacteriana demonstrou bom comportamento, cumprindo esse
papel como suporte para desenvolvimento de células-tronco mesenquimais do cordao
umbilical humano®. Em medicina veterinaria, precisamente na reparacéo de feridas
cutaneas em animais, a membrana de celulose bacteriana contribuiu para o controle

da infeccao, diminuicdo de tempo de cicatrizacdo, com reconhecida qualidade nesse
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contexto’2. Em outro ensaio com acelulose bacteriana, empregada no tratamento de
perfuracédo cronica de membrana timpanica em roedoresChinchillas, ndo se observou
diferenca de resultados quando comparado com o uso de fascia autéloga’®. Usado
experimentalmente como material de sutura em bexiga de ratos, a celulose bacteriana
reproduziu resposta tissular caracterizada por boa integragdo ao tecido hospedeiro,
resultado equivalente quando comparado ao material sintético absorvivel tradicional .
Lucena’, ao utilizar a celulose bacteriana como material de slinguretral em ratas,
qualifica esse material como, estavel, de facil manipulacéo, com pobre reacéo tissular
e boa incorporacao pelo hospedeiro. Essa reacao inflamatoria produzida pela celulose
bacteriana, principalmente medida pela disposicdo tissular de fibras colagenas,
parece refletir o comportamento cicatricial que ocorre abaixo da uretra, em mulheres
submetidas a cura de incontinéncia urinaria por utilizacdo de slingsub-uretral’®.Em
recente observacédo clinica, quando usado em criancas como curativo de cirurgias
para cura de hipospéadia, a bandagem de biopolimero, comparada ao material sintético
similar disponivel no mercado, mostrou-se como alternativa pratica e barata, com
resultado funcional bastante promissor.

Em diversas pesquisas realizadas no Nucleo de Cirurgia Experimental da
UFPE, a celulose bacteriana tem sido bem avaliada, sendo este o biomaterial de
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Modelo animal e desenho experimental

Nesta investigagdo foram selecionadas 40 ratas da linhagem Wistar, sadias,
pesando entre 205 g €320 g (média de 255 +28,369), fornecidas pelo biotério do
Departamento de NutricAo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), e
aclimatadas por 15 dias no Nucleo de Cirurgia Experimental do Hospital das Clinicas
da UFPE. Os animais foram mantidos em ambiente de refrigeracdo controlada,
segundo padrfes deste biotério, recebendo alimentacao regular de racao tipo labina®
e agua ad libitum. O local também dispunha de adequada iluminacéo.

Os animais(n=40) foram distribuidos em quatro grupos, sendo 10 em cada
grupo e assim denominados: Grupo sham; Grupo da celulose bacteriana(CB); Grupo
do silicone(Sil); Grupo da membrana bacteriana mais silicone(CB+Sil). Cada grupo foi
dividido em dois subgrupos de cinco animais cada, sendo 0s animais de cada
subgrupo operados e sacrificados num mesmo momento, de acordo com a data
estipulada. Aos quatro meses (20 ratas) e aos oito meses (20 ratas). As ratas de cada

subgrupo foram mantidas na mesma gaiola durante todo o experimento.

4.2 Procedimento cirurgico

Todos os procedimentos tiveram supervisao veterinaria, de acordo com normas
institucionais do Nucleo de Cirurgia Experimental (NCE), Departamento de Cirurgia,
Centro de Ciéncias da Saude - CCS, UFPE.

4.2.1 Anestesia

Os animais foram pesados antes do procedimento cirdrgico e adequadamente
identificados. O procedimento anestésico seguiu o protocolo estabelecido pelo Nucleo
de Cirurgia Experimental (NCE/UFPE): a anestesia foi feita utilizando-se de cloridrato
de cetamina(5mg/100g de peso animal), associado ao cloridrato de xilazina(2mg/100g
de peso animal). Dez minutos antes do inicio da anestesia, aplicou-se sulfato de

atropina por via intramuscular (0,04mg/100g de peso animal). O animal foi mantido
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oxigenado por mascara(0,5ml/min) durante todo o procedimento. Foi considerado

anestesiado o animal com respiragéo regular e com auséncia de reflexos e estimulos.

4.2.2 Técnica cirurgica

O ato operatorio foi realizado na sala de microcirurgia do NCE do Hospital das
Clinicas da UFPE. Os animais anestesiados e com tricotomia pronta, eram fixados a
mesa de cirurgia,em decubito dorsal, por meio de fios de algoddo amarrados as patas
abertas. A antissepsia abdominal foi realizada com solucédo de clorexidina, e em
seguida, colocado campo cirargico esterilizado. Procedia-se incisdo mediana
abdominal de £3 cm, indo até a sinfise pubiana. O acesso a cavidade abdominal dava-
se por disseccao dos planos anatbmicos sequenciais. Em nenhum momento se usou
termocautério. Os pontos sangrantes eram prontamente estancados com a leve
compressédo digital por alguns instantes. A bexiga e a uretra eram entdo expostas
(Figuras 2 e 3).

Quadrol. Grupos de estudo

Periodo de Observacdo | Denominagao | N° Procedimento

pés-operatorio

Sham 4 05 Manipulacdo cirargica sem colocacdo de
4 meses qgualquer material (sham).
CB4 05 Implante periuretral da membrana de Celulose
bacteriana
Sil4 05 Implante periuretral da fita de silicone
CB+Sil 4 05 Implante periuretral da membrana de celulose

bacteriana + fita de silicone

Sham 8 05 Manipulacdo cirargica sem colocacdo de
8 meses qualquer material (sham).
CB8 05 Implante periuretral da membrana de Celulose
bacteriana
Sil 8 05 Implante periuretral da fita de silicone
CB+Sil 8 05 Implante periuretral da membrana de celulose

bacteriana + fita de silicone
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Figura 2.Inciséo cutanea Figura 3.Abertura do peritdnio e
abdominal exposigdo da bexiga

Com uso da tesoura, um pequeno espaco suburetral (+ 5 mm) era criado, logo
abaixo do colo vesical, para dar passagem da fita de silicone e/ou a membrana de
celulose bacteriana. Os animais do grupo controle tiveram as uretras isoladas (com

pinca de disseccao) e em seguida, deixadas em seus leitos naturais (Figuras 4 e 5).

Figura 4.Dissecc¢éo simples Figura 5.Dissecc¢éo de uretra.
de uretra Posicionamento das fitas
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As fitas de silicone e da membrana de celulose bacteriana foram padronizadas
em 3 mm de largura e 7-10 mm de comprimento, dependendo se eram usadas
isoladamente ou em conjunto. A membrana de celulose bacteriana foi enrolada em
torno da uretra e, por possuir autoadesividade, ndo houve necessidade de repara-la
com fio de sutura. Ao contrario, as fitas de silicone enroladas em torno da uretra, se
soltavam se néo fossem ancoradas com nylon 4-0. A parede abdominal era fechada
em dois planos com catgut cromado 4-0.Nao se fez antibioticoprofilaxia. A fitas de
silicone(Medicone, lote T69204), foram esterilizadas em o6xido de etileno. As fitas da
celulose bacteriana sdo acondicionadas em alcool isopropilico e depois esterilizadas
por radiacdo gama, no laboratério de Metrologia do Departamento de Energia Nuclear
da UFPE (Figura 6).

Figura 6.Membrana da celulose bacteriana em
sua embalagem

4.2.3 Cuidados pés-operatérios e sacrificio

No periodo pés-operatorio, os animais foram mantidos no biotério, nas mesmas
condi¢des anteriores, permitindo-se livre movimentagéo.

Metade dos animais de cada grupo, cinco ratas por grupo, foi sacrificada quatro
meses apos a cirurgia. A outra metade (20 ratas), em oitos meses apOs a cirurgia.

Obviamente, cada grupo de animais sacrificado em seu devido tempo. O protocolo de
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sacrificio segue o0 modelo adotado pelo NCE. Aos animais € administrado Tiopental
sédico por via peritonial, seguido por dose letal desse barbittrico por via intracardiaca.
Apos acesso longitudinal da cavidade abdominal, a bexiga e uretra eram retiradas em
bloco. As pecas retiradas foram fixadas em formol tamponado a 10%, antes de serem

enviadas para o patologista para confeccao das laminas.

4.3 Andlise histomorfométrica

O material de estudo foi enviado ao Servico de Anatomia Patol6gica do Hospital
das Clinicas da UFPE. O processo de preparo das laminas seguiu a rotina do servico.
O material enviado em formalina e incluido em parafina, foi cortado transversalmente
na regiao da uretralogo abaixo do colo vesical, sendo este segmento exposto ao alcool
etilico em concentracdes crescentes, diafanizado pelo xilol e impregnado com parafina
fundida a 56°C. Os fragmentos foram incluidos e orientados de tal maneira que
pudéssemos obter cortes transversais perpendiculares ao maior eixo da uretra. Cortes
de 5um foram obtidos por microtomia. As laminas foram coradas pela hematoxilina-
eosina(HE) e pelo tricromio de Massom(TM).

A avaliacdo das laminas e a captura das imagens foi feita com o microscopio
de campo claro e imunoflourescénciaAxiolmager. M2m/Zeiss, conectado a camera
digital AxioCamHRc/Zeiss, responsavel pela transferéncia das imagens para um

computador. A captura das imagens foi feita por meio do software ZEN-2012/Zeiss.

4.3.1 Medicao da espessura da parede da uretra

Para efetuar as medidas da parede uretral, esta foi dividida em 4 quadrantes,
obtendo-se a média de 20 mensuracfes em cada animal, efetuando-se 5 medicdes
em cada um dos quadrantes. As imagens foram capturadas em aumento de 5 x, em
laminas coradas pela HE. As medidas foram feitas por meio do programa Image J —
versaol,45(NationallnstituteofHealth,Dethesda, MD, USA). Para os diferentes grupos
estudados, a medida da espessura da parede uretral foi feita partindo-se da lamina
prépria, da zona em contato intimo com o urotélio, até a dltima camada muscular mais

externa.
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4.3.2 Densidade dos vasos sanguineos

A densidade dos vasos sanguineos foi feita de acordo com um método
previamente descrito para a quantificacdo da densidade e desenvolvimento de
microvasos em implantes in vivo (Melero-Martin et al., 2007)("). Assim, imagens de
cortes da parede do colo vesical foram coradas com HE e capturadas com aumento
de 400x e carregadas no Softwarimage J versdo 1,45. Uma area contigua de implante
de 10.000 umz foi entdo tracada usando-se o image J, e todos 0s vasos na regiao
limitada,contendo heméacias em sua luz, foram contados.

A densidade de vasos sanguineos foi determinada, dividindo-se o numero de
vasos pela area de implante, e o resultado final expresso como nimero de vasos/mmz.
Em amostras de regides normais da parede da uretra, a densidade de vasos foi
avaliada na lamina propria, definida como o tecido conjuntivo frouxo entre a membrana

basal urotelial e a por¢cédo interna da camada muscular.

4.3.3 Resposta Inflamatoria

A avaliagdo microscopica buscou registrar a presenca de neutrofilos,
linfoplasmacitos, células gigantes multinucleadas(CGMN) e infiltrado granulomatoso,
a partir da coloracdo com HE, em uma analise semiquantitativa. A intensidade da
reacdo inflamatéria foi graduada como ausente, leve, moderada e grave. Essa
graduacdo foi pautada no usando-se o critério a sequir’®:

0- Ausente, com menos de 5% da area examinada;

1- Leve, reagdo envolvendo entre 5-25% da area examinada;

2- Moderada, comprometendo entre 25-70%;

3

grave, reacdo comprometendo mais de 70% de area examinada.
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4.3.4 Deposicao de Colageno

A observacao tissular obtida pela coloracdo com o Tricromio de Masson,
proporcionou a analise da concentracdo de fibras colagenas presentes na area do
tecido periuretral envolvida pelos implantes. A intensidade de colageno foi avaliada
semi-quantitativamente e teve como base 0s mesmos critérios para andlise da

resposta inflamatoria.

4.4 Andlise estatistica

As variaveis continuas paramétricas(espessura do urotélio e da parede uretral)
foram comparadas usando o Teste t, enquanto que as ndo-paramétricas (densidade
de vasos sanguineos), pelo teste de Mann-Whitney.Os escores de adesividade e
integracao tissular,deposicao de colageno e resposta inflamatéria foram comparados
usando o Teste de Qui-Quadrado de Pearson. A significancia estatistica foi
considerada quando p<0.05. Os testes estatisticos foram realizados usando-se
oGraphPadPrism 5.0 program® (GraphPad Software Inc., USA).

4.5 Consideracdes éticas

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
em Animais do Centro de Ciéncias Biologicas/UFPE, conforme documento de n°
23076020552/2012-06(ANEXO A).
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5 RESULTADOS

Algumas intercorréncias cirurgicas foram registradas durante ou imediatamente
apos o procedimento: um dos animais do grupo da CB teve a bexiga lesada durante
sua dissecc¢dao cirargica, e como nao pode ser reparada,foi sacrificado. Dois animais
do Grupo do silicone foram a ébito no periodo pos-anestésico imediato.

No pos-operatorio tardio foram registrados quatro Obitos: Trés ratas do grupo
do silicone morreram no periodo entre um e trés meses de pos-operatério. Um animal
do grupo sham, morreu perto de completar oito meses, dias antes da data de seu
sacrificio. A necropsia ndo revelou anormalidades, em nenhum deles, no sitio
cirargico, ndo sendo possivel identificar a causa da morte. Neste sentido, optou-se
pela substituicdo dos animais, para recompor a populacéo de estudo.Nas disseccdes
para retirada do bloco bexiga/uretra, notou-se maior aderéncia aos tecidos adjacentes,
inclusive com migracgao epiploica mais presente, nas ratas dos grupos do silicone. Os

animais do grupo sham foram os que apresentaram menor aderéncia.

5.1 Espessura da parede da uretra

A parede uretral, medida da lamina propria ao limite externo da camada
muscular, mostrou no periodo mais longo de observacdo (8 meses), aumento
estatisticamente significativo no grupo da CB, em relacdo ao grupo do silicone
isolado(p=0,0245) e ao grupo do duplo implante (p=0,0020). O epitélio uretral
respondeu de forma similar aos dois grupos de materiais, quando aplicados
isoladamente, na observagcdo de 4 meses. Aos 8meses, houve reducdo de sua
espessura no grupo da CB e no grupo do duplo implante, em relagdo ao grupo onde
o silicone foi empregado isoladamente (Tabela 1, Figuras 7 a 9).As fitas de silicone
foram dissolvidas pelo xilol, na diafanizagao. A area destacada é a area ocupada pela

fita de silicone
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Tabela1. Espessura da Parede da Uretra.

Sham Celulose Bacteriana Silicone CB + Sil.
(CB) (Sil).
Espessura da 4 meses 8 meses 4 meses 8 meses 4 meses 8 meses 4 meses 8 meses
Parede
Uretral n=05 n=05 n=05 n=05 n=05 n=05 n=05 n=05
(mm)
Parede 0,40+-0,07  0,51+-0,15 0,51+-0,08  0,53+0,10 0,58+0,12 0,41+0,10 0,50+0,14 0,370,11
P valor D=0,0020
b=0,02449
parede F=0,0414
Epitélio
(Urotélio) 0,041+0,003 0,045+0,001 0,041+0,003 0,030+0,0012p 0,034+0,002 0,051+0,002 0,024+0,00149.ef 0,033+0,0034ef
rotélio
ap=0,0001 dP=0,0009 dP=0,3446
p valor (urotélio) b=0,058 bP<0,0001 SP=0,0103 ¢P=0,0020
fP=0,0037 fP=0,0108

Valores expressos em média+DP; (*) Teste t de Student, considerado significativa se p<0.05, para 2Celulosebacteriana#Sham; PCelulosebacteriana#Silicone; ¢Silicone#Sham;
dCelulosebacteriana#CB+Sil.; eSiliconeZCB+Sil; {CB+Sil.#Sham.
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Figura 7. Parede uretral: CB 8 meses (coloragdo HE: magnificagcao 5x)

Figura 8. Parede uretral:gruposilicone 8 meses (coloracdo HE: magnificacéo 5x)
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Figura 9. Parede uretral: CB + silicone 8 meses (coloracdo HE: magnificacdo 5x). A fita de celulose

bacteriana promoveu a fixagéo da fita de silicone, permitindo o corte

5.2 Densidade dos vasos sanguineos

Observou-se moderada (444+57mm? aos 4 meses) e intensa (493+132 mm?
aos 8 meses) vasculogénese no implante isolado da celulose bacteriana, com
caracteristica neovascularizagao da regiao periférica em diregdo a central (centripeta)
do material remanescente, quando comparado ao grupo que recebeu o silicone (4
meses: 53+34mm?; 8 meses: 160+55mm?), e também no grupo do duplo implante (8
meses: 104+43mm?2. O grupo do silicone isolado apresentou timida vasculogénese em

comparagao aos outros grupos, na observagao mais longa (Tabela 2).
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Tabela 2. Densidade de Vasos Sanguineos na area do implante.

Densidade de Sham Celulose Bacteriana Silicone CB + Sil.

Vasos (CB) (Sil.)

Sanguineos na

i do Imol 4 meses 8 meses

area do Implante 4 meses 8 meses 4 meses 8 meses 4 meses 8 meses

(mm?) CB Sil. CB Sil.

n=05 n=05 n=05 n=05 n=05 n=05 n=05 n=05
Vasculogénese
190+36 227+43 444+572b 493+132° 53+34 160+55¢ 576+126" | 68x379ef | 248+102f 104+43def
40,0079 40,0357
0,0357

p valor 20 0159 b0,0571 €0,0286 f0,0159 €0,0357 f0,0159 €0,0159

’ '0,0032 '0,0317

Valores expressos em médiatDP; (*)Mann Whitney test, considerado significativa se p<0.05, para
cSilicone#Sham; 9Celulosebacteriana#CB+Sil.; ¢Silicone#CB+Sil; f{CB+Sil.#Sham.NA= N&o se Aplica.

para?Celulosebacteriana#Sham; PCelulosebacteriana#Silicone;
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5.3 Resposta inflamatoria

Infiltrados inflamatérios apresentavam-se em sua maioria mais presentes na
periferia em relacdo a por¢ao central do implante de celulose bacteriana (80% das
amostras classificadas como grau 2, aos 4 meses), com nodulos linfaticos, sem haver,
no entanto, confluéncia entre os mesmos. Aos 8 meses, a resposta inflamatéria foi
menos intensa (100% das amostras classificadas como grau 1).

Os tecidos limitados internamente pelo silicone (com 4 ou 8 meses de
observagéo), representados pelos tecidos conjuntivos e parede da uretra,
apresentaram células inflamatdrias infiltradas e dispersas, apresentando, em sua
maioria, escore 0 (67% aos 4 meses e 100% aos 8 meses).

Nos grupos que recebeu a celulose bacteriana mais o silicone, observou-se

entre estes materiais, formacéo intensa de CGMN.

Tabela 3. Resposta inflamatdria por grupo

Celulose .
Silicone
Sham Bacteriana ) CB + Sil.
(Sil.)
(CB)
Escores
(%) 4 8 4 8 4 8 4 meses 8 meses
meses meses meses meses meses meses CB Sil. CB Sil.
n=05 n=05 n=05 n=05 n=05 n=05 n=05 n=05 n=05 n=05
0 100 100 0 0 67 100 0 25 0 100
1 0 0 20 100 33 0 25 0 20 0
80 0 0 0 75 0 80
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0

40,0044 20,0143
p valor f0,0076 <0.0001 10,0078 f<0.0001
0,0154 ©0,0455

Valores expressos em n(%); (*) Teste de qui-quadrado, considerado significativa se p<0.05,
para®Celulosebacteriana#Sham;  °Celulosebacteriana#Silicone;  °Silicone#Sham;  94Celulosebacteriana#CB+Sil.;
eSilicone#CB+Sil; {CB+Sil.#Sham
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Figura 10.CB 8 meses: Reacdo inflamatdria e vasculogénese
(Coloracdo HE: magnificacdo 20x)
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Figura 11. Silicone 8 meses: Reacao inflamatdria e vasculogénese
(Coloracdo HE: magnificagéo 20x)
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5.4 Deposicao de colageno/fibrinogénese

Nos animais que receberam a celulose bacteriana foi possivel observar material
remanescente, mesmo aos 8 meses,na area central do implante.Nas regides mais
periféricas, principalmente a periuretral, houve formagdo Moderada (aos 4 meses) e
Intensa (aos 8 meses) de células gigantes multinucleadas (CGMN) e vasos de
pequeno a médio calibre. Nos grupos que receberam o silicone, observou-se
formacdo de capsula fibrosa com presenca de CGMN somente aos 4
meses.Histologicamente, foi vista uma maior deposigao de colageno (fibras colagenas
maduras delgadas) no grupo com celulose bacteriana, quando comparado ao grupo
que recebeu silicone. Havia também, presenca intensa nao quantificada de
fibroblastos principalmente na regido mais adjacente a celulose bacteriana

remanescente e, leve na capsula fibrosa que envolvera implante de silicone.

Tabela 4. Deposigao de Colageno na regiao periuretral.

Celulose Silicone
Sham Bacteriana (Sil) CB + Sil.
(CB) '
Deposicéo
de 4 8 4 8 4 8 4 meses 8 meses
Colageno | Meses | meses | meses | meses | meses | meses
Periuretral cB SIL cB Sl
L%
(%) n=05 n=05 n=05 N=05 n=05 | n=05 n=05 n=05 n=05 n=05
0 0 0 0 0 0 0 100 0
1 NA NA 100 0 0 0 100 0 0 0
2 0 100 0 0 0 0 0 0
3 0 0 100 100 0 100 0 100
20,0044 | 20,0143 ; ¢ ¢ .
p valor b0.0154 | b0.0455 0,0076 | '<0.0001 | '0,0078 | '<0.0001

Valores expressos em n(%); (*) Teste de qui-quadrado, considerado significativa se p<0.05, para®Celulosebacteriana#Sham;
bCelulosebacteriana#Silicone; ¢Silicone#Sham; 9CelulosebacterianaZCB+Sil.; ¢Silicone#CB+Sil; f{CB+Sil.ZSham. NA= Nao

se Aplica.
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Figura 12. CB 8 meses:Distribuigcdo do colageno
(Coloracao HE: magnificagéo 20x)
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6 DISCUSSAO

Biomaterial € qualquer substancia natural ou sintética com capacidade para
integrar-se ao tecido receptor, atendendo a um determinado propdsito terapéutico. A
procura pelo biomaterial ideal ainda permanece uma lacuna nas pesquisas médicas.
O éxito dessa busca passa pelo equacionamento de predicados essenciais ao seu
sucesso como ferramenta biotecnologica de substituicdo funcional ou anatémica de
um tecido ou 6rgéo,ja referidos anteriormente. E o mais interessante de todos os preé-
requisitos, que tenha baixo custo de produgdo®®78,

Os biopolimeros, naturais ou sintéticos, sdo materiais produzidos a partir de
fontes renovaveis. No topo das pesquisas biomédicas, estdo os polimeros obtidos por
acdo de microrganismos(geralmente bactérias), resultantes da liberacéo e aglutinacao
de suas unidades primarias, os mandmeros’. Os biopolimeros tém mostrado
enormes potencialidades biomecanicas, referendadas em variadas aplicacdes
clinicas. Como exemplo, o colageno, um biopolimero natural(dito assim por existir
naturalmente, e pertencente & mesma categoria dos acidos nucléicos, proteinas, etc.),
desponta como um biomaterial bastante utilizado em intervencdes médicas,
notabilizando-se segundo os preceitos de biocompatibilidade, biodegradabilidade e
baixa antigenicidade, mas de elevado custo de producdo®7:60:64,

Um novo polimero, tendo como substrato o0 melago da cana-de-acucar, matéria-
prima abundante, barata e renovavel, foi desenvolvido na Estacdo Experimental de
Cana-de-acucar da UFRPE, em Carpina- PE. Este material, ao passar por todo um
processo purificacdo e aperfeicoamentos, resulta em uma membrana versétil e
resistente, muito bem avaliada em testes biomecanicos e de biocompatibilidade®®:8,
tendo seu uso liberado para ensaios experimentais, estima¢do necessaria para sua
aplicabilidade clinica, como de fato ja ocorreu*. Outra vantagem a ela imputada, esta
no baixo custo de processamento®67,

No presente estudo, utilizamos a celulose bacteriana como envoltério de
reforco uretral, em ratas, avaliando sua integracéo e remodelagéo ao tecido receptor.
A relevancia dessa fase de estudo, reside na possibilidade de sua utilizacdo em
humanos, com 0 mesmo propdsito, por ocasido da colocacdo de um dispositivo anti-
incontinéncia urinaria. Pautamos por avaliar a eficacia da celulose bacteriana como

reforco da estrutura uretral, quantificando a altura de sua parede.A confirmacéo da
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biocompatibilidade ao material de experimento, foi aferida pela densidade da
vasculogénese, reacao inflamatoria e deposi¢do de colageno(fibrinogénese).

Nosso primeiro passo, foi mensurar as camadas da parede uretral, do modelo
animal, nos dois periodos temporais. Verificou-se que nos animais sacrificados aos 4
meses, ndo houve diferenca estatistica da espessura da camada urotelial, entre 0os
grupos da CB e do silicone isolado. O grupo sham reproduziu comportamento similar.
Essa tendéncia ndo se confirmou aos oito meses do sacrificio. Nesse tempo, houve
reducdo da espessuraurotelial nos animais do grupo da CB e do grupo do duplo
implante, em relag@o ao grupo com implante isolado de silicone, como também ao do
grupo sham. Ha uma referencia, na qual seus autores, empregando retalho de
submucosa intestinal suina(SIS) como reparo de fistula uretral induzida em coelhos,
constataram plena cicatrizacdo do trajeto fistuloso, porém sem detalhar as etapas
desse processo, e suas repercussdes sobre as camadas da uretra®2. Também, é
conceitual que, o silicone, por provocar reacao tissular inflamatéria consideravelmente
intensa®, possa ter contribuido com producdo de fatores de crescimento celular,
influenciando na resposta da mucosa uretral dos animais do grupo em que foi
empregado isoladamente.

A reducéo da espessuraurotelial nos animais do grupo da CB + silicone, na
observacdo mais longa, pode ser aclarada pelo fato de que, a CB, por ter sido
interposta entre a fita de silicone e a uretra, tenha criado uma barreira atenuante da
reacao inflamatéria do hospedeiro ao silicone. A parede uretral, agora medida da
lamina propria ao limite externo da camada muscular, apresentou comportamento
bastante distinto. Na avaliagdo aos oito meses, periodo em que os resultados dos
grupos estudados estdo mais consolidados, observou-se ganho estrutural significativo
nos animais do grupo da CB isolada, quando comparado ao grupo do
silicone(p=0,0249) e ao grupo do duplo implante(p=0,0020). Margreiter e
colaboradores®, relataram resposta similar, ao utilizar o SIS como envoltério uretral,
simultaneamente a colocagdo do esfincter artificial. A andlise histopatolégica do
material periuretral em um paciente que teve esse artefato explantado aos trés meses
do implante mostrou tecido conectivo remodelado e com baixa celularidade
inflamatoria, fortalecendo a ideia de que essa matriz pode servir de suporte para
surgimento de um novo tecido.

A vasculogénese mostrou-se consideravelmente presente no grupo da CB, em

comparagcdo com 0s grupos onde o silicone foi empregado, nos dois periodos de
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sacrificio, 0 mesmo acontecendo em rela¢éo ao grupo sham, ressaltando-se que essa
observacdo foi mais presente aos 8 meses. Silveira™, utilizando telas de CB na
correcdo de falha musculo-aponeurética aguda induzida em ratos, constatou resposta
semelhante, com o diferencial de que, a vasculogénese foi mais evidente com telas
multiperfuradas, em relagdo a forma compacta, sugerindo que a porosidade do
material empregado provavelmente interferiu nesse processo.Para Anderson®®, o
depdsito consistente e ndo vascularizado de camada de colageno € evidéncia de
provavel encapsulamento do material implantado. Ainda segundo o autor, a
regeneracao tissular (fase produtivo-reparativa) se revela pela presenca de
vascularizacdo(neoangiogénese) e remodelacdo fibrotica da  estrutura
parenquimatosa de um 6rgdo ou tecido injuriados. Quando algum material é
implantado em um tecido vascularizado, 0 organismo receptor pode responder com
reacdo de corpo estranho, ndo producédo de neovasos e com formacgdo de capsula
fibrética no local do implante, ou apresentar um desenho histopatoldgico
favoravelmente oposto, condicdo essa essencial para a integracéo e incorporacéo do
material implantado ao hospedeiro>°:69,

Concomitantemente, o aporte de colageno no sitio de implante da CB, variou
de leve a moderado, nas avaliagdes temporais, com presenca de vasos de pequeno
e médio calibres. Vale assinalar que, aos oito meses, ainda se encontrou membrana
remanescente, com presenca intensa(nao quantificada) de fibroblastos. Nos grupos
nos quais se empregou silicone, houve marcante deposicédo de colageno, nas duas
afericdes, com formacdo de capsula fibrosa ja aos quatro meses. Diante desses
registros, podemos consentir que houve histocompatibilidade entre a CB e o
organismo receptor e a ndo toxicidade da mesma, confirmando citacdes prévias®8l.
As etapas de consolidacdo da biocompatibilidade, passam primeiramente pelo
recrutamento de células inflamatoérias no local do implante, condigdo presumidamente
necessaria a formacdo de novos vasos e, com isso, garantir 0 aporte nutritivo
indispensavel a sobrevivéncia e transformacdo do material implantado®®>°. Nesse
contexto, é importante que a celularidade inflamatéria seja gradativamente substituida
por fibroblastos, com consequente producéo equilibrada de colageno, sem tendéncia
ao encapsulamento, iniciando-se a plataforma para surgimento de uma nova estrutura
tissular®°863, Em nossos animais, com o emprego isolado da membrana celulésica,
esse material estimulou o aporte de fibroblastos ao redor do implante, com deposicao

de colageno maduro, sem evidencia de formac&o capsular, cursando com nitida
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vasculogénese, cenario ndo observado com o emprego do silicone. Essa mesma CB,
usada como modelo de slingsub-uretral, em ratas, reproduziu desenho histopatologico
semelhante, sendo interpretado pelo seu autor, como comprobatorio de sua
assimilagéo pelo organismo hospedeiro’®. Em outros ensaios com o uso da CB, seus
resultados d&o suporte aos relatados acima, para os quais essa membrana estimula
reacao inflamatoria ,a qual vai diminuindo com o decorrer do seguimento, concorrendo
para o engajamento de fibroblastos e producdo de coladgeno, como também,
estimulando a vasculogénese no local do implante8.70.74.76,

A aceitacdo e incorporacdo de um material implantado, depende do tipo de
reacdo inflamatdria a ser depreendida pelo tecido hospedeiro®85%6°. O comportamento
da reacao inflamatoria ird determinar a aceitacao ou a rejeicao do artefato implantado.
Esses eventos sdo: fase inflamatoria(aguda/cronica), fase proliferativa e fase de
deposicao de colageno. A extensdo de cada uma dessas fases, sofrera influencia de
fatores intervenientes, tais como, imunogenicidade do tecido receptor, contaminacéo
bacteriana local e a inverossimilhanca da biocompatibilidade do material
empregado®®°, A fase inflamatdria inicia-se com a formacédo de coagulo e migracédo
de polimorfonucleares(PMN). Aqui, substancias citoplasmaticas liberadas de células
lisadas, agirdo como mediadores da cascata inflamatoria, concorrendo com a
proliferacdo local de mondcitos e linfécitos. Os mondcitos se fundirdo, originando os
macrofagos, células gigantes responsaveis pela “limpeza’fagocitaria da ferida. Por
sua vez, linfécitos e plasmécitos irdo desencadear a resposta imunogénica,
caracterizando a fase cronica da inflamacéo.Esses eventos projetardo variaveis que
irdo determinar a biosseguranca do dispositivo implantado,podendo evoluir, ora com
predominancia de células gigantes, excessiva granulacdo e encapsulamento do
material, ora garantindo condicbes opimas para a sobrevivéncia do implante,
refletidas principalmente na producédo harmoniosa de colageno, vasculogénese, até
sua plena incorporacédo pelo hospedeiro®®°°. Em nosso ensaio, a fase aguda da
resposta inflamatéria ao implante da CB néao foi priorizada, haja vista esse contexto ja
se encontrar convenientemente retratado em outras publicac6es®®:68.6%.76 Qutrossim,
como o nosso foco em utiliza-la como revestimento uretral, verificando sua aceitacao
e integracdo ao tecido receptor, exigiria um periodo de observacédo mais longo para
confirmacdo desses questionamentos. Nossos dados s&o de que a reacgéo
inflamatoria decaiu de predominantemente moderada para leve, entre os periodos de

sacrificio, no grupo da CB isolada, embora exibisse celularidade composta por CGMN
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e presenca de material celuldésico residual aos 8 meses. O comportamento
inflamatdrio decorrente do implante de membrana celulésica mostrou-se uniforme em
outros experimentos, e pode ser resumido da seguinte forma. Inicialmente, nota-se
uma resposta inflamatoria local mais intensa, a qual vai dessorando-se com o tempo,
com ativa afluéncia de fibroblastos e aporte de colageno®:%86° Em um ensaio em
modelo animal, Marques e colaboradores’, avaliando o emprego da CB como
remendo arterial em cées, sugerem que a presenca rara de macréfagos no sitio do
implante,confirma o baixo teor antigénico desse material.No nosso estudo, o grupo do
silicone isolado, mostrou aos dois tempos de sacrificio, perfil inflamatério menos
intenso, comparado com o grupo da CB, embora tenha sido detectada cépsula
fibrética envolvendo esse material, aos 4 meses. O grupo do duplo implante evoluiu
com intensa infiltracdo de CGMN no tecido de entremeio uretra/silicone. O emprego
de silicone como material de implante € motivo de controvérsias. Por ser notadamente
reativo, induzindo, com relativa frequéncia, reacdo de corpo estranho e
encapsulamento,teve sua utilizacdo, comosling uretral, caido em desuso®2,
Entretanto, esse comportamento tem sido detalhadamente relatado quando esse
material € empregado na intimidade do tecido hospedeiro, caso do sling,
diferentemente da maneira como foi utilizado no presente estudo, quando, ao ser
ancorado em torno da uretra, o faz como uma circunferéncia imperfeita.

Até que se alcance o estagio da chamada “cura fisiolégica perfeita” da
incontinéncia urinaria, termo criado por Imamura e colaboradores®, ha um longo
caminho a ser percorrido. Esses autores, relataram a reconstituicdo de esfincteres
urinérios intencionalmente lesados, em coelhos, com o implante de células-tronco
autdlogas. As abordagens terapéuticas atuais, buscam meios mais seguros e com
menores taxas de complicacdes, com a utilizacdo dos dispositivos anti-incontinéncia
urinaria. Nossa impressao, quando nos debrucamos sobre os dados reproduzidos em
Nnosso experimento, € a de que a membrana celulésica respondeu favoravelmente,
segundo os parametros de deposi¢do de colageno, vasculogénese e espessamento
da parede uretral, em modelo animal. A resposta inflamatdria, inicialmente com
infiltrado inflamatério mais consistente, inclusive com presenca de alguns linfonodos,
mostrou recuo desse padrao em observacdo mais longa, ndo afetando a proposta do
estudo. Houve integracdo da CB ao tecido receptor, com promoc¢ao de remodelagao
tissular e fortalecimento da arquitetura uretral. Por conseguinte, entendemos que a

membrana celulésica da cana-de-aclUcar pode ser uma opcéo plausivel de reforco
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uretral, concomitantemente com o uso de dispositivo anti-incontinéncia urinaria em

humanos.
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7 CONCLUSAO

Membranas de celulose bacteriana aderem e integram-se ao tecido periuretral,

induzindo remodelacéo tecidual e fortalecimento uretral, em ratas.
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Recife, 24 de outubro de 2012.
Oficio n® 492/12

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof®. Danielly Carla Leal de Lima

Nucleo de Cirurgia Experimental- CCS

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.020552/201 2-06

Os membros da Comissao de Etica no Uso de Animais do Cen'ro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) ava' o seu projeto de
pesquisa intitulado, «Analise comparativa da qualidade e indice de esrosio do esfincter
artificial uretral de biopolimero da cana-de-agtcar em relagdo a fita d- silicone™.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colécin Trasileiro para
Experimentag&o Animal e com as normas internacionais estabelecidas pe’ ° ' ~npal Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sao adotzdas  mo critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especi~imen'2 a Lei 11.794
de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais p~ra ¢ s cientificos e
didaticos. '

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos e-pe’ =ntais a serem
realizados.
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