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“Vocé nunca sabe que resultados virdo da sua agéo.
Mas se vocé néo fizer nada, ndo existirdo resultados.”

(Mahatma Gandhi)



Resumo

Introducgédo: A incontinéncia fecal é a perda indesejavel de flatos e fezes devido ao
déficit do controle esfincteriano, que resulta na diminuigdo da qualidade de vida e
gera grande impacto econdmico. A aplicagdo de um agente de preenchimento tem
sido uma opcao para o tratamento da incontinéncia leve a moderada quando as
condutas conservadoras forem ineficazes. Porém os agentes disponiveis na pratica
clinica sdo de alto custo e de baixa durabilidade. O gel de biopolimero de cana-de
agucar apresenta-se como uma possivel alternativa por ser biocompativel, seguro e
com baixo potencial de migracéo.

Objetivo: Avaliar o gel de biopolimero de cana-de agucar como agente de
preenchimento do anorreto de ratos submetidos a disfungao esfincteriana.

Materiais e Métodos: Realizou-se ensaio biolégico constituido por modelo
experimental induzido, de natureza cirurgica. Foram utilizados 45 ratos Wistar, de
ambos 0s géneros, alocados randomicamente em trés grupos de 15: Controle (GC),
esfincterectomia e aplicagdo de soro fisiolégico (GE+SF) e esfincterectomia e
aplicacao de gel biopolimero de cana-de-agucar (GE+BPCA). Todos os grupos
foram submetidos a manometria anorretal nos tempos DO (inicio das avaliagdes),
D15 (quinze dias apdés DO) e D45 (quarenta e cinco dias apés D0). Os grupos
GE+SF e GE+BPCA foram submetidos a esfincterectomia no tempo DO para induzir
queda dos niveis pressoricos de repouso da regidao anorretal induzindo disfungao
esfincteriana. No tempo D15 foi feita aplicagdo de 0,6ml de soro fisiolégico no
anorreto do GE+SF e de 0,6ml de gel de BPCA no anorreto do GE+BPCA. Sessenta
dias apds o inicio dos experimentos (D60) os ratos foram sacrificados e as pegas
anatbmicas foram pesadas e enviadas para estudo histolégico. Os dados foram
submetidos a analise estatistica e considerado significativos se p<0,05.

Resultados: No D15 o GC manteve a pressdo anorretal constante, o GE+SF
apresentou queda do nivel pressorico (GC#GE+SF, p<0,0001) e o GE+BPCA
também manteve a pressao anorretal constante, apesar do trauma esfincteriano
(GE+SF# GE+BPCA, p=0,0004 e GC#GE+BPCA, p=0,097). No D45 o GC manteve
a pressao anorretal de repouso constante, o GE+SF permaneceu com pressao
anorretal de repouso inferior aos outros dois grupos e o GE+BPCA apresentou
elevagdo significativa da pressdo anorretal. (GC#GE+SF, p=0,0003;
GE+SF#GE+BPCA, p=0,0002; CG#GE+BPCA, p=0,0198). Nao foi observado
processo inflamatério de reparacéo e remodelamento tecidual no GC e GE+SF. No
GE+BPCA, foi observado o implante estavel, homogéneo, apresentando integragao
ao tecido do hospedeiro, com neovascularizagao, presencga de fibroblastos, fibras
colagenas e células inflamatdrias incorporando sua matriz de forma centripeta.
Conclusao: O gel de biopolimero de cana-de agucar elevou 0s niveis pressoricos
de repouso da regido anorretal dos ratos submetidos a disfungéo esfincteriana. Esse
agente de preenchimento permaneceu no local do implante neovascularizado,
colonizado por células gigantes multinucleadas, fibroblastos e tecido conjuntivo
fibroso de sustentacgao.



Palavras-Chave: Incontinéncia fecal. Agente de preenchimento. Biopolimero de
cana-de-agucar. Celulose bacteriana. Manometria anorretal.



Abstract

Introduction: Fecal incontinence is the involuntary loss of flatus and stools as a
result of poor sphincter control, affecting quality of life and induction major economic
impact. Its treatment with bulking agents has been proposed as an option for mild to
moderate fecal incontinence when conservative approach is ineffective. However, the
current available bulking agents has high cost and low durability. The sugarcane
biopolymer gel presents itself as a possible alternative to be biocompatible, safe and
low migration potential.

Objective: To evaluate the sugarcane biopolymer gel as an anorectal bulking agent
of rats submitted to sphinteric dysfunction.

Materials and methods: A biologic assay, performed as an experimental induced
model through surgery. The study used 45 Wistar rats randomly divided equally into
three groups: 15 rats for control group (GC); 15 for sphincterectomy and injection of
physiological saline group (GE+SF); and 15 for sphincterectomy and injection of
sugarcane biopolymer gel group (GE+BPCA). All the rats in all the groups were
subjected to anorectal manometry at DO (first day, on the beginning of evaluations),
D15 (fifteen days after DO) and D45 (forty-five days after DO). The GE+SF and
GE+BPCA groups were subject to sphincterectomy at DO in order to reduce the anal
pressure at rest. At D15, 0,6ml of physiological saline was injected into the
anorectum of animals from GE+SF, whereas for GE+BPCA it was injected 0,6mL
sugarcane biopolymer gel. Sixty days after experiments has begun (D60) the rats
were sacrificed and their anatomical specimens were weighed and analysed.
Results: The manometry analyses at D15 demonstrated that GC maintained a
constant anorectal pressure as well as GE+BPCA, nevertheless the sphincter trauma
(GC#GE+BPCA, p=0,097), while GE+SF displayed decreased anorectal pressures
(GC#GE+SF, p<0,0001 and GE+SF#GE+BPCA, p=0,0004). At D45, GC remained
constant the anorectal pressures at rest, while anorectal pressures of GE+SF group
remained below the other's two groups. At same period, GE+BPCA presented a
significant increase of anorectal pressure at rest. (GC#GE+SF, p=0,0003;
GE+SF#GE+BPCA, p=0,0002; CG#GE+BPCA, p=0,0198). The histopathologic
evaluation for GC and GE+SF exhibited no inflammatory process for tissue repairing
or remodeling. For GE+BPCA the histopathologic evaluation exhibited the implant as
stable, homogeneous, integrated into the surrounding tissue with new blood vessels
and presence of fibroblasts, collagen fibers and inflammatory cells embedded in its
matrix in a centripetal distribution.

Conclusion: Therefore, we conclude that sugarcane biopolymer gel increased
anorectal pressures at rest in rats submitted to sphincterectomy. This bulking agent
remained at injection site and it was colonized by multinucleated giant cells,
fibroblasts and dense conjunctive tissue.

Key-words: Faecal incontinence. Bulking agent. Sugarcane biopolymer. Cellulosic
exopolysaccharide. Anorectal manometry.
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1 Introducao

1.1 Apresentacao do problema

Incontinéncia fecal é a incapacidade de impedir a eliminagdo de flatos ou
fezes em momentos e locais inapropriados devido a perda do controle esfincteriano.

Os portadores de incontinéncia fecal muitas vezes se recluem de sua vida
social e abandonam seus empregos com receio de passar por constrangimentos.
Consequentemente, adquirem problemas fisicos, econOmicos e psicossociais
afetando drasticamente a qualidade de vida.

Recentemente tém-se utilizado a injegcdo de agentes de preenchimento na
submucosa ou espaco interesfincteriano do canal anal, objetivando elevar a pressao
de oclusdo, aumentando a resisténcia a passagem das fezes e reduzindo perdas
fecais espontaneas. Os melhores resultados desse tratamento se observam nos
casos de defeitos do esfincter interno associado ou ndo a pequeno defeito do
esfincter externo’. S0 bem indicados em pacientes com escapes, incontinéncia
leve a moderada, que nao tiveram sucesso com tratamento medicamentoso. Pode
ser uma opgao nos casos de incontinéncia passiva grave que haja contraindicagao a
neuromodulacéo sacral’. O método ¢é indicado para reduzir a perda fecal e melhorar
a qualidade de vida dos pacientes através de um procedimento simples, ambulatorial
e com baixa morbidade.

Varias substancias tém sido utilizadas para esse fim, porém nenhuma delas
se enquadra como agente ideal de preenchimento que seria a droga com as
seguintes caracteristicas: biocompatibilidade, baixo potencial de migrag¢ao, baixo
custo, ndo alergénico, ndo carcinogénico, de facil administragcdo e com efeito de
preenchimento duravel.

A proposta desse estudo foi testar o gel de biopolimero de cana-de-agucar
como agente de preenchimento para o tratamento da incontinéncia fecal. Com esse
intuito foi avaliado o comportamento do gel BPCA na regido anorretal de ratos
submetidos a disfuncao esfincteriana através de manometria anorretal e estudo
histopatolégico de reacao local e estabilidade. Esse material apresenta-se como
uma possivel alternativa por ser biocompativel, seguro e com baixo potencial de

migragao.
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1.2 Justificativa do estudo

Testar o biopolimero de cana-de-agucar como agente de preenchimento para
o tratamento da incontinéncia fecal através de um modelo experimental de disfungao
esfincteriana em ratos, visto que os agentes utilizados na pratica clinica possuem

alto custo e nao sao eficazes por longo periodo.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo Geral

Avaliar o gel de biopolimero de cana-de-agucar como agente de

preenchimento do anorreto de ratos submetidos a disfungao esfincteriana.

1.3.2 Objetivos Especificos

+ Avaliar os niveis pressoéricos de repouso do anorreto através de um
mandmetro de mercurio, de trés grupos de ratos, controle (GC),
esfincterectomia e aplicagdo de soro fisioldgico (GE+SF) e esfincterectomia e
aplicagcao de biopolimero de cana-de agucar (GE+BPCA) em trés momentos
distintos:

DO- inicio das avaliagbes e momento da esfincterectomia dos grupos
(GE+SF) e (GE+BPCA);

D15- quinze dias apés DO e momento da aplicagdo de soro fisioldgico
(GE+SF) ou BPCA (GE+BPCA);

D45- quarenta e cinco dias apos DO;

% Fazer estudo descritivo histopatolégico sobre a estabilidade e
biocompatibilidade do gel de biopolimero de cana-de-agucar identificando a
presenca e densidade volumétrica de células gigantes multinucleadas, vasos

sanguineos, fibroblastos e colageno.
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2 Revisao da literatura

2.1 Incontinéncia fecal

Incontinéncia fecal € a perda involuntaria do conteudo retal. A prevaléncia
estimada é de 8,3% nos Estados Unidos e pode variar de 1,6% até 15,3%
dependendo principalmente da classificacdo da incontinéncia, da idade do paciente
e se 0 mesmo reside em alguma instituicdo. Acomete de forma similar ambos os

sexos.*®

Quando avaliado em casas de repouso, a prevaléncia aumenta
consideravelmente, podendo alcancar 50%.°

Essa afeccao determina um impacto devastador na qualidade de vida pois o
medo de perdas fecais involuntarias gera constrangimento, isolamento social e
mudanca comportamental.>”’

Trata-se de um sintoma comum, porém subnotificado, visto que muitos
pacientes acabam omitindo esta condicdo. A prevaléncia da incontinéncia fecal é
muitas vezes subestimada. ®°

O impacto econdmico dos pacientes portadores de incontinéncia fecal
também é importante, pois acarreta em altas taxas de desemprego, despesas em
fraldas, plugues anais, absorventes geriatricos, cremes protetores perianais,
tratamento psicoldgico, agentes constipantes, custos em admissdes de idosos em
asilos, limpeza de vestes, entre outros.'® Estima-se nos Estados Unidos um gasto
de 26 bilhdes por ano em cuidados de pacientes portadores de incontinéncia fecal e
urinaria."

O processo de evacuacdo e continéncia envolve uma interacdo complexa
entre componentes sensoriais, a musculatura do assoalho pélvico e a regiao
anorretal. A integridade da musculatura esfincteriana anal, dos musculos do
assoalho pélvico, dos mamilos hemorroidarios, da inervagao pélvica, do sistema
nervoso central, a consisténcia das fezes, o tempo de transito intestinal e a
capacidade, sensibilidade e complacéncia retal sao fatores importantes para
preservacdo da continéncia.'®'® O complexo esfincteriano é composto por dois tipos
musculares. O esfincter anal interno é formado por musculatura lisa que possui
atividade tonica involuntaria responsavel por até 80% da pressdao de repouso do

canal anal, representa uma barreira a perda de flatos e fezes. O esfincter anal
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externo é formado por musculatura estriada e atua por contracdo voluntaria
auxiliando a manutencdo da continéncia. O musculo estriado puboretal pertence a
musculatura do assoalho pélvico e mantém atividade contrati em repouso
promovendo angulagdo anorretal de aproximadamente 90 graus, fortalecendo a
barreira a perda fecal. Essa angulagdo se torna mais aguda durante a contragao
voluntaria. Quando o material fecal preenche a ampola retal, promove sua distensao
e ocasiona uma diminuicdo reflexa da pressdo anal de repouso que permite a
chegada das fezes ao anoderma sensitivo capaz em distinguir se o conteudo retal é
composto por gas, fezes liquidas ou sdélidas. Se essa sensibilidade acontece em
momento inapropriado para deposi¢ao, ocorre uma inibicdo simpatica reflexa da
musculatura lisa retal associada a contragao voluntaria da musculatura esfincteriana
externa e puborretal. Nesse mecanismo de postergar a evacuagao € importante uma
complacéncia retal adequada para armazenamento do conteudo fecal. A integridade
dos coxins vasculares anais auxiliam no selamento do canal anal. O nervo pudendo
€ responsavel por funcido sensitiva e motora, seu bloqueio diminui a sensibilidade
perineal e promove enfraquecimento da musculatura esfincteriana. O sistema
nervoso central também deve estar preservado para o controle sensitivo e motor da
regido anorretal.™

Os mecanismos fisiopatologicos da incontinéncia fecal estdo listadas na

tabela 1, modificada por Rao.™
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Tabela 1: Mecanismos fisiopatolégicos da incontinéncia fecal.

Categoria

Causa

Mecanismo de

incontinéncia

Estrutura Anatomica

Musculatura esfincteriana

Reto

Musculatura Puboretal

Nervo pudendo

Sistema Nervoso Central

Medula Espinhal
Sistema Nervoso Autbnomo

Caracteristicas das fezes

Diarréia

Constipacéao

Injuria Obstétrica,
Cirurgias Orificiais
Drogas miorrelaxantes
Neuropatia

Proctite infecciosa, Proctite
actinica, DI, SCI, Prolapso
Ressecgodes cirurgicas

Descenso perineal, Idade
Trauma

Injuria cirargica ou
obstétrica,

Descenso perineal,
Esforco excessivo

Injuria/ cirurgia da medula
espinhal, Injuria encefalica,
Esclerose Multipla,
Diabetes, AVE

Infecgao, DII, SCI, Drogas,
Doencga metabdlica/
disabsortiva, Intolerancia
alimentar.

Dissinergia da evacuacgao ,
Drogas

Fraqueza muscular

Perda da sensibilidade
do anoderma

Perda da complacéncia ,
Perda da sensibilidade ,
Hipersensibilidade

Angulo retoanal obtuso
Fraqueza muscular

Fraqueza muscular
Perda sensorial
Reflexo débil

Perda da sensibilidade
Reflexos débeis
Miopatia secundaria

Urgéncia

Retencao fecal com
evacuacao por
transbordamento
Perda da sensibilidade
retal

DII- Doenga inflamatdria intestinal, SCI- Sindrome do Cdlon irritavel, AVE- Acidente Vascular

Encefalico.
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A investigacao detalhada do fator ou fatores que propiciaram a incontinéncia
fecal e a classificagdo da gravidade da incontinéncia fecal (Tabela 2) sé&o
fundamentais para direcionar o tratamento ideal de cada paciente individualmente,
assim como prever resultados. O tratamento deve ser iniciado com medidas
conservadoras como mudanca dietética, medicacdes antidiarreicas e biofeedback

(treinamento fisioterapico do assoalho pélvico).®

Tabela 2: indice de Incontinéncia Fecal da Cleveland Clinic Florida

Tipo de incontinéncia Freqiiéncia
Nunca Atéuma Entreumavez Entreumavez  Maisdeuma
vez a0 més por semana aodiae vezaodia
€ uma ou mais Uma ou mais

VezZesaomeés  vezes porsemana

Sélidos 0 1 2 3 4
Liquidos 0 1 2 3 4
Gases 0 1 2 3 4
Uso de protetores de roupa 0 1 2 3 4
Alteragdo do estilo de vida 0 1 2 3 4

0 = continéncia normal; 20 ~ incontinéncia completa.

Apods a faléncia do tratamento conservador deve-se considerar o tratamento
com agente de preenchimento, pois tem a vantagem de poder ser realizado em
carater ambulatorial, ter baixa morbidade, ser um método simplista, minimamente
invasivo, podendo ser repetido se necessario.!” Esse tratamento aumenta a barreira
as perdas fecais, melhorando a qualidade de vida de pacientes portadores de
incontinéncia fecal,'®

durabilidade.

porém na pratica clinica sdo materiais de alto custo e pouca

2.2 Agentes de preenchimento

O tratamento da incontinéncia fecal com agentes de preenchimento é
realizado injetando-se um material biocompativel na submucosa ou no espago
interesfincteriano do canal anal com a proposta de aumentar o volume perianal,
aproximando a mucosa dessa regido, permitindo seu selamento. O efeito desse
tratamento no ponto de vista manométrico pode ser de aumento da pressao anal de

1,19,20

repouso , aumento do comprimento da zona de alta pressao e aprimoramento

no indice de assimetria do canal anal, diminuindo dessa forma, episddios de

incontinéncia fecal.?’
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A terapia com agente de preenchimento em canal anal foi realizada pela
primeira vez por Shafic que em 1993 publicou o uso de politetrafluoroetileno
(Teflon®) em 11 pacientes portadores de incontinéncia fecal para flatos e fezes
liguidas. Foi injetado 5ml em dois pontos da submucosa retal, acima da linha
pectinea. Os pacientes foram avaliados por 24 meses e categorizados em escores
conforme os sintomas apds o tratamento: 1, curado (completa continéncia); 2,
melhor (continéncia para fezes liquidas e n&o para flatos) e 3, sem melhora. Ao final
da avaliagdo, 63,6% dos pacientes eram do escore 1 e 36,4% do escore 2. Nao
houve paciente no escore 3 e nem complicagdes relacionadas ao procedimento.??

Shafic em 1995 publicou aplicagédo de 40ml de gordura autdloga proveniente
da parede abdominal na submucosa retal de 14 pacientes com incontinéncia fecal
para flatos e fezes liquidas. A aplicagao foi feita em duas posi¢des, no quadrante
lateral direito e esquerdo do paciente. Os pacientes foram categorizados em escores
conforme os sintomas apds tratamento: 1, curado (completa continéncia); 2, melhor
(continéncia para fezes liquidas e nao para flatos); 3 sem melhora, e foram avaliados
por manometria anorretal antes e apos tratamento. Todos ficaram continentes nos
dois a trés meses poés injecdo. Aos 14 meses, trés pacientes apresentavam escore
1. Sete pacientes apresentaram escore 2 e foram submetidos a nova injegao seis
meses apos a primeira aplicacdo fazendo-os atingir o escore 1,que permaneceu 10
a 18 meses apos segunda intervencgdo. Quatro pacientes que estavam no escore 3
foram submetidos a aplicagbes subsequentes. Dois atingiram escore 1, que
permaneceu 10 a 16 meses apds segunda injegao e dois atingiram escore 1 apds
terceira injecdo, que permaneceu 6 a 8 meses apos segunda inje¢cdo. A melhora
clinica foi acompanhada de elevacdo nas pressdes anorretais de repouso e
contracdo. Nao houve complicacdes relacionadas ao procedimento
Nesse estudo o autor faz referéncia ao seu trabalho em 1993 com
politetrafluoroetileno alertando seu potencial de complicagdes como formacao de
granuloma e migragao de particulas.?

C. Bernardi, Favetta e Pescatori em 1998 publicaram um relato de caso de
uma paciente com incontinéncia fecal tipo escape por lesdo anterior e parcial do
esfincter externo pds-parto vaginal que se beneficiou com uso de 70ml de gordura
autéloga injetada na submucosa retal, apresentando aumento da pressdo de
repouso do canal anal como também completa continéncia em oito meses de

avaliagao. Foi necessario reaplicagao do agente em quatro meses. '
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Em 1998, Kumar, Benson e Bland publicaram o uso de colageno de
gluteraldeido (Contingen®) em 17 pacientes com lesdo do esfincter interno que
foram avaliados clinicamente, com fisiologia e ultrassonografia anorretal antes e
apos tratamento. Os pacientes foram acompanhados por quatro a 12 meses (média
de oito meses). Apds a aplicagdo, 11 pacientes obtiveram melhora sintomatica
importante. A manometria anorretal evidenciou aumento dos niveis pressoricos
médios de repouso e contragdo voluntaria.?*

Bioplastique®, um material a base de silicone, foi utilizado em 10 pacientes
com defeitos do esfincter anal interno. Os pacientes foram avaliados clinicamente,
por fisiologia e ultrassonografia anorretal, antes, seis semanas e seis meses apos
tratamento. Em seis semanas de aplicacdo, seis pacientes obtiveram melhora
importante, um paciente apresentou boa resposta apds reaplicacdo e trés nao
apresentaram resposta ao tratamento. Seis meses apds tratamento, apenas dois
pacientes ainda mantinham melhora clinica significativa. De seis pacientes que
fizeram estudo ultrassonografico anorretal, cinco apresentavam o silicone no local
injetado. Um apresentou extravasamento visivel do silicone aplicado. As pressoes
anorretais de repouso e contragédo nao tiveram alteragao significativa nos valores pré
e pos aplicagdo do silicone.?®

Em 2002, foi publicado por Kenefick e colaboradores a aplicagao de silicone
em seis pacientes com incontinéncia fecal para fezes liquidas e sélidas relacionados
a um disturbio do esfincter interno. Esse estudo mostrou bons resultados em relacéo
ao escore de incontinéncia fecal e de qualidade de vida em cinco pacientes num
periodo de 18 meses. Além disso, testes manométricos identificaram aumento da
pressao média de repouso e de contragdo voluntaria, porém esse ultimo nao foi
estatisticamente significante.

Estudo com uso de particulas de carbono pirolitico (Durasphere®) foi
publicado em 2003 por Davis, Kumar e Poloniecki que as administrou na submucosa
anorretal de 18 pacientes com incontinéncia fecal tipo escape. Foi injetado em média
1,28ml em quatro pontos da regidao anorretal. Os pacientes foram avaliados antes,
trés, seis e 12 meses apods tratamento e submetidos a estudo de fisiologia anorretal,
ultrassom anorretal, escore de gravidade da incontinéncia fecal da Cleveland Clinic,
escore de satisfagao individual utilizando escala visual e escore de qualidade de vida
pela escala de Rockwood. Como resultado, houve melhora no escore de

incontinéncia fecal, de qualidade de vida e de satisfacao individual com o tratamento
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efetuado. Os pacientes apresentaram elevacdo das pressdes de repouso do canal
anal nos primeiros trés meses apos tratamento, mas que nido permaneceu no
periodo de 12 meses. Houve melhora na sensibilidade retal porém nido houve
mudanca nos valores pressoricos de contragdo voluntaria esfincteriana.?

Outros estudos com agentes de preenchimento podem ser visualizados na
tabela abaixo que foi modificada da revisdo sistematica realizada por Luo e
colaboradores (tabela 3). Nessa revisao foi observado que todos os estudos eram
série de casos, exceto o de Siproudhis (2007). Todos reportaram melhora no escore
de incontinéncia fecal. Efeitos adversos foram prurido anal (n=13), dor durante a
aplicagao (n=13), proctalgia moderada (n=8), inflamacgao local (n=6), infec¢ao que
(n=1),

vazamento do material injetado (n=1), migracdo do agente de preenchimento

necessitou de drenagem dor persistente (n=1), sangramento (n=1),

(n=14).%°

Tabela 3: Agentes de preechimento no tratamento de incontinéncia fecal
(discriminando volume injetado, escala de gravidade de incontinéncia fecal e tempo
de evolugao)

Autor n Agente de Volume (CCF-FI) CCF-Fl p6s Tempo Valor p
preenchimento injetado pré tratamento de
Mi tratamento Evolugéao
variagao meses
Ezio (2004) 24 Coaptite 3-4 830 260 11.9 0.0002
Stojkovic 73 Contingen 5 10 (6-16) p 6 (3-10) 12(9-16) <0.001
(2006)
Aigner 11 Durasphere NE 120 70 3 <0.05
(2007)
Altomare 33 Durasphere 8.8 120 8u 20.8 <0.001
(2008) (2-19) p
Davis 18 Durasphere 1.28 11.89+5.1 8.07x3.67 0 12 0.002
(2003) (0.5-3) o0 o]
IruKulla 21  Durasphere NE 135 8(0-14) u 6 0.025
(2006) (6-17)
Farmer 21 EVOH 6-9 11 (7-15) 0 6.2 (0-15) 6 <0.001
(2005)
de la 20 PTQ 7.5 13.5£530 5.06+5.08 6 <0.001
Portilla 9.416.9 24 0.127
(2006)
Gaj (2007) 16 PTQ 7.5 107 p 64 12 0.001
(101-119)* (61-94)* p
Jorge 12 PTQ 2.5-7.5 16.4151 0 8.2+46 0 1.5 <0.05
(2004)
Lindsey 10 PTQ 15 1414436 0 7.9t4.010c NE 0.004
(2004)
Sorensen 35 PTQ 5-7.5 1270 1040 12.9 0.01
(2008) (6-18) (2-17) (3-22)
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Autor n Agente de Volume (CCF-FI) CCF-Fl p6s Tempo Valor p
preenchimento injetado pré tratamento de
Mi tratamento Evolugao
variagao meses
Siproudhis 22 PTQ 7.5 1380 1170 3 0.001
(2007)
22 Placebo 1460 1140 3 0.001
Tjandra 42 PTQ guiado USG 10 145y 5(2-13) p 6 <0.001
(2004) (10-20) 3(1-12) p 12 <0.001
40 PTQsem USG 145y 8(2-12) p 6 <0.001
(11-20) 11(2-12) p 12 0.05

CCFI= Indice de incontinéncia fecal da Cleveland Clinic Flérida;*MAS= Indice de incontinéncia da
American Medical Systems; NE=Nao especificado; USG=ultrassonografia; y = mediana; o = média e
desvio padrao

Uma revisao sistematica realizada por Vaizey e Kamm em 2005 sobre as

complicagbes e efeitos indesejaveis relacionados a aplicagdo de agentes de

preenchimento para o tratamento da incontinéncia fecal esta esquematizada na

tabela 4 %’

Tabela 4: Revisdo sistematica de complicacbes relacionadas ao tratamento com
agentes de preechimento

Agente de preenchimento

Complicagoes e Efeitos Indesejaveis

Politetrafluoroetileno

(Politef®)

Gordura autdloga

Colageno de gluteraldeido
(Contingen®)

Silicone (PTQ® e

Bioplastique®)

Particulas de carbono
pirolitico Durasphere®

Formacéao de granulomas tipo corpo
estranho;

Fibrose apds aplicacao;

Migracéo de particulas menores a
distancia;

Baixa durabilidade.

Embolia pulmonar multipla;
Acidente Vascular Cerebral;
Resultados Ruins.

Antigénico em mais de 5% dos
pacientes;

Baixa durabilidade;

Potencial de transmissao de doencas.

Potencial de migragéo de particulas
menores com possibilade de formacéao
de granulomas;

Alta viscosidade determina resisténcia a
aplicacéo.

Migracéao para linfonodos locais e a
distancia;

Alta viscosidade determina resisténcia a
aplicacao .
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A ultima revisdo sistematica sobre tratamento da incontinéncia fecal com
agentes de preenchimento foi realizada por Maeda e colaboradores em 2014. Foram
selecionados cinco trabalhos controlados e randomizados incluindo um total de 382
pacientes. Foram avaliados os agentes: hidrogel de policrilamida (Bulkamid®),
colageno derivado de derme de suino (Permacol®), elastbmero de
polidimetilsiloxano, biomaterial de silicone (PTQ®), particulas de carbono pirolitico
(Durasphere®) e dextrandbmero em &cido hialurénico (NASHA Dx®). No estudo
realizado por Graf (2011) os pacientes submetidos a aplicagdo de NASHA Dx
tiveram reducgédo significativa nos episddios de incontinéncia fecal e melhora
significativa da qualidade de vida quando comparados ao grupo “Sham”. Tjandra
(2009) comparou aplicagdo de PTQ® com Durasphere® e observaram que ambos
tiveram melhora nos escores de incontinéncia fecal e qualidade de vida, porém os
resultados do PTQ® foram superiores, apesar de ter apresentado mais efeitos
adversos. Os trabalhos apresentaram complicagdes vinculadas ao procedimento de
pouca gravidade, curta duragdo e de resolugao espontadnea. Apenas um estudo
(Graf 2011) apresentou resposta sustentada a aplicagdo do agente de
preenchimento NASHA Dx® num periodo de 12 meses. Todos outros trabalhos

apresentam melhora sintomatica ao tratamento por curto periodo de tempo.?®

2.3 Biopolimero de cana-de-agucar

Os biomateriais tém sido alvo de grande interesse na engenharia de tecidos e
medicina regenerativa, tendo papel importante como estrutura de modelos
tridimensionais de proteses e como matriz extracelular sintética com propdsito de
regeneracgao tecidual. Os polimeros sédo particularmente atrativos por apresentarem
uma composicao que permite flexibilidade estrutural na confeccao de materiais
especificos.?

O pesquisador Francisco de Assis Dutra Melo da Divisdo de Industria da
Estacdo Experimental de Cana-de Acgucar de Carpina da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (EECA-UFRPE) identificou e isolou uma bactéria produtora de
exopolissacarideo. Posteriormente essa bactéria foi classificada como Zooglea sp.no

Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) pelo
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Professor José Otamar. A estrutura quimica desse biopolimero é constituida por
diferentes monossacarideos: glicose 87,57%, xilose 8,58%, ribose 1,68%, acido
glicurénico 0,83%, manose 0,82%, arabinose 0,37%, galactose 0,13%, ramnose
0,01% e fucose 0,01%.*

Ap0ds ser purificado e processado o biopolimero de cana -de -agucar, mostrou
ser um composto homogéneo, estavel, com baixa citotoxicidade, alta
biocompatibilidade, elasticidade, resistente a tracdo e flexivel, podendo ser
modelado em diferentes formas.*'

O Biopolimero de cana-de-agucar (BPCA) foi usado na area de saude pela
primeira vez por Coelho e colaboradores para a cicatrizagao de feridas cutdneas em
animais demonstrando aumento no tecido de granulagdo, controle da infecgdo e
diminuicdo do tempo de cicatrizacdo.*

Em 2005, Lima e colaboradores constataram a capacidade do biopolimero em
substituir tecidos biolégicos com boa tolerabilidade e pequeno grau de reagao
inflamatoria.®

Estudos subsequentes demonstraram o biopolimero de cana-de- acucar
como substituto de enxerto na miringoplastia®* ,como enxerto vascular®® no
tratamento de incontinéncia urinaria através de sling™®, realizacéo de uretroplastia®’,
reconstituicdo da tunica albuginea®® e curativo apoés tratamento cirdrgico de
hipospadia®*

Em 2015, Lima e colaboradores fizeram um estudo do efeito do BPCA como
agente de preenchimento destinado ao tratamento de refluxo vesicoureteral. Nesse
estudo, injetaram-se 0,2 ml de BPCA no lado esquerdo da bexiga e 0,2ml de
dextrandmero em 4&cido hialurénico a fim de comparar histologicamente as duas
substancias em trés dias, 90 dias e 11 meses apds a aplicagdo. Em trés dias, ambas
substancias apresentavam-se estruturalmente homogéneas. Em 90 dias, o BPCA
manteve-se homogéneo no tecido, porém o dextranémero nao foi detectavel, apenas
acido hialurénico. Em 11 meses, havia uma area extensa com implante de BPCA
estruturalmente homogéneo e presenga de grande numero de células
multinucleadas gigantes, além de neovascularizagdo, dentro e perifericamente ao

implante. O outro agente nao estava mais presente nesse periodo.*
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2.4 Manometria anorretal

A primeira medida de pressao em um ser vivo foi realizada por Harvey que
publicou em 1628 a pressao arterial de um cavalo com um tubo de vidro aberto em
posicao vertical, ligado a carétida do animal. A manometria dos vasos sanguineos foi
realizada posteriormente por Poiseille que utilizou sistema de tubos comunicantes
conectados de um lado o vaso sanguineo e de outro uma coluna de mercurio,
fazendo assim, uma leitura direta dos niveis de pressdo. Em 1847, Carl Ludwig
aperfeicoou o sistema de leitura de pressao, introduzindo uma bdia conectada a uma
pena inscritora, sobre o nivel da coluna de mercurio. Essa pena inscrevia as
variacbes das pressdes. Esse sistema foi o primeiro método grafico em fisiologia, o
quimografo, utilizado por mais de 100 anos. Em 1883 foi publicado o primeiro exame
manomeétrico feito no homem por Hugo Von Kronecker e Samuel J Meltzer. Foi
usado finos baldes de borracha montados na extremidade de sondas que estavam
conectados a um quimografo para o registro de pressdes gastroesofagicas. Em 1950
os manémetros tinham transdutores e registradores elétricos de pressao de forma
que a variagao de pressao do 6rgao gerava uma corrente elétrica que conduzia a um
poligrafo, portanto as oscilacbes elétricas eram decorrentes das oscilagbes
pressoéricas captadas. Na década de 1980, iniciou o sistema de registro
computadorizado das pressodes intraluminares apos terem sido captados pelo
transdutor e poligrafo.*’

A Manometria anorretal permite uma avaliagdo objetiva do complexo
esfincteriano e tem sido um método de grande importancia para quantificar a fungao
esfincteriana em pacientes portadores de incontinéncia fecal.** Os parametros
avaliados na manometria anorretal sao:

Pressao anal de repouso, que avalia a funcdo do esfincter anal interno
responsavel pelo tonus de repouso em 55 a 80%, determinando uma barreira a
perda de flatos e fezes. Sintomas de incontinéncia fecal passiva pode ser
correlacionado com ténus anal de repouso reduzido e esta associado a fraqueza ou
degeneragao do esfincter anal interno;

Comprimento do canal anal funcional, que é a area que a pressao anal de
repouso excede em pelo menos 5SmmHg a pressao intra retal. Pode estar reduzido
em pacientes portadores de incontinéncia fecal;

Pressao anal de contracao, em que o paciente deve contrair por 30s o
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maximo que conseguir. Dessa forma & possivel avaliar o controle voluntario sobre a
musculatura estriada do anorreto. Sintomas de urgéncia fecal esta correlacionado a
pressdes de contragcao baixas devido a fraqueza do esfincter externo e musculatura
puborretal;

Manobra de esforgo evacuatério, ¢ a manobra que simula evacuacéo. E
responsavel por analisar a coordenacao funcional do reto e anus, com elevagao da
pressao intrarretal a manobra de Valsalva associada a queda das pressdes do canal
anal;

Reflexo de tosse, € solicitado que o paciente tussa para avaliar a presenca
do reflexo de elevacao da pressao anorretal durante o aumento abrupto da presséao
intraabdominal. Esse reflexo € um importante mecanismo de continéncia. Auséncia
ou atenuacgdo desse reflexo € observado em pacientes com sintomas de urgéncia
fecal;

Reflexo inibitério retoanal € um reflexo intramural mediado pelo plexo
mioentérico e modulado pela medula espinhal em que o aumento da pressao
intrarretal estimula o relaxamento do esfincter interno do anus. Isso permite que o
conteudo fecal chegue até os receptores de contato da mucosa do canal anal,
responsavel pela discriminacdo entre flatos, fezes liquidas e fezes sodlidas. Nesse
teste é inserido um baldo intrarretal onde é inserido 50ml de liquido ou ar para
avaliar o subsequente relaxamento do canal anal. Esse reflexo esta abolido em
pacientes com doencgas no plexo mioentérico como a Doenga de Hirschsprung e em
pacientes com defeitos do arco reflexo sacral tanto por lesbes na medula espinhal
como dos nervos pudendos. Esses pacientes geralmente apresentam urgéncia fecal
e tem sintomas de neuropatia pudenda ou sindrome da cauda equina,;

Assimetria do canal anal, avalia a assimetria do canal anal determinada
pelas acdes dos musculos esfincterianos. Defeitos esfincterianos podem alterar os
valores de assimetria;

Sensibilidade retal, avalia a sensibilidade retal ao preenchimento
progressivo de liquido em um baldo intrarretal. A primeira sensagao é o volume
minimo que o paciente percebe a presenca do baldo. O volume subsequente em
que o paciente reporta desconforto € também quantificado, caracterizado pelo
desejo em evacuar, outro parametro estudado;

Complacéncia retal é avaliado pela insuflagdo intermitente do baldo

intrarretal. O balédo insuflado aumenta a presséao intrarretal inicialmente seguido de



31

gradual declineo pressérico, demonstrando acomodacéo retal ao volume inserido. A
complacéncia € calculada pelo volume do baldo maximo tolerado pelo paciente
dividido pela pressao final intrarretal. Decréscimo da complacéncia retal pode ser
observado em pacientes com inflamacéo retal, isquemia crdnica, radioterapia e pode
contribuir em sintomas de incontinéncia fecal.*®

Existem uma variedade de aparelhos, de escalas e métodos para avaliagao
manomeétrica da regido anorretal, dos mais simples aos mais sofisticados, porém
capazes de forma semelhante a quantificar as alteragdes pressoricas.*>*°

Uma das principais avaliagoes realizadas pelo manémetro é a pressao anal
de repouso, que demonstra a tonicidade esfincteriana e é o pardmetro mais

fidedigno de sua fung&o.*®

2.5 Modelo animal

Em pesquisas com animais de laboratério recomenda-se o0 emprego de
animais menos desenvolvidos filogeneticamente e que possam ser obtidos em
numero suficiente, com maior facilidade. Esses principios sdo responsaveis por
serem os roedores, em especial os ratos, os animais empregados rotineiramente na
maioria dos trabalhos cientificos. Alguns preceitos devem ser observados para a
escolha do modelo animal, como a facilidade da alimentagcdo, do manuseio, da
execugao do procedimento técnico e o custo operacional. 4

O canal anal do rato mede 2 a 3mm de espessura e é envolto pelo esfincter
interno e externo do anus. Assim como em humanos, o esfincter interno € composto
por tecido muscular liso e é resultado de um espessamento da camada circular
interna situada na parede do trato digestivo. No rato, esse esfincter termina 0,1mm
proximal ao orificio anal. O esfincter externo, que circunda o esfincter interno, é
composto por musculatura estriada e voluntaria.*®4°

Existem modelos distintos de disfuncao esfincteriana assim como modelos de
agentes de preenchimento em ratos:

Kang (2008) reproduziu um modelo de incontinéncia fecal em ratos através de
crioinjuria, realizada pelo contato de uma haste de aluminio resfriada em nitrogénio
com o esfincter anal por 30 segundos. Posteriormente aplicou no anorreto 30ul de

solugdo com células tronco derivada do tecido muscular autélogo em trés pontos do
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anorreto. Nesse estudo, 15 ratos foram alocados em trés grupos: grupo controle
(n=5), grupo submetido a crioinjuria (n=5) e grupo submetido a crioinjuria e aplicagao
de células tronco (n=5). Uma semana ap6s a aplicagédo, o complexo esfincteriano foi
ressecado para testar sua forca ténsil através de um transdutor de forca. O modelo
de crioinjuria apresentou redugao significativa na amplitude de contragcdo maxima do
esfincter anal. A aplicagdo das células tronco nao resultou em aumento significativo
da contragao esfincteriana.>®

Zutshi (2009) estudou os efeitos eletromiograficos e manométricos apds leséao
direta e indireta dos esfincteres anais de ratos. Nesse experimento foi utilizado 45
ratos alocados em trés grupos: controle (n=15), esfincterotomia anal (n=15) e
transecg¢do do nervo pudendo (n=15). Foi observado alteragbes eletromiograficas
significativas no grupo submetido a transecgéao bilateral do nervo pudendo e redugao
significativa na pressao anal de repouso no grupo submetido a esfincterotomia.”

Yamaguchi (2013) estudou um modelo em ratos de disfungao esfincteriana
anal sustentada por longo periodo. Utilizou 20 ratos alocados em dois grupos: o
grupo “sham” (n=10) e o grupo que foi submetido a resseccdo do complexo
esfincteriano da hemicircunferéncia esquerda (n=10). Os grupos tiveram avaliagao
manomeétrica da pressao anal de repouso no pré- operatério € no primeiro, sétimo,
décimo quarto e vigésimo oitavo dia pds operatério. O modelo de ressecgao
esfincteriana exibiu disfuncao esfincteriana por um més com queda da pressao anal
de repouso sustentada.>?

Elzayat (2007) avaliou estabilidade volumétrica e reagao tecidual histolégica
de dois agentes de preenchimento aplicados em ratos: o dextranédmero em acido
hialurénico e o colageno. Foram utilizados 57 ratos alocados em trés grupos:
controle (n=9), injecao de colageno (n=24), injecao de dextrandmero (n=24). Os
agentes foram injetados na dose de 3,5ml no subcutaneo da regido abdominal.
Foram avaliados histopatolégicamente nos tempos : um més, seis meses e 12
meses apos aplicagao, sendo oito animais sacrificados por tempo no grupo implante
e trés animais sacrificados por tempo no grupo controle. No grupo dextranémero
houve um aumento do volume no primeiro e sexto més com redugao significativa em
12 meses (- 20%) do volume inicial. O colageno apresentou declineo no primeiro e
sexto més e em 12 meses estava com um decréscimo acentuado de volume em
relacdo ao inicial (-40%). Em relac@o a avaliagao histologica, o grau de fibroblastos

foram semelhantes no primeiro més entre os agentes. Porém houve diferenca
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estatistica entre os agentes em seis e doze meses, sendo o colageno o que
apresentou decréscimo mais acentuado de fibroblastos. A reagao inflamatéria foi
semelhante em todos os tempos entre os agentes. O colageno apresentou maior
quantidade de células inflamatérias na periferia do implante e em tamanho reduzido
em seu centro. O dextrandmero apresentou células inflamatérias e fibroblastos
dentro do implante. Células gigantes multinucleadas foram observadas em maior
quantidade no dextranédmero que no colageno. Em 12 meses o dextranédmero
apresentava degeneragao de microesferas, pequena quantidade de células
inflamatdrias e fibrose. Colageno apresentou reducéo do implante e auséncia de

reacdo inflamatéria.>®
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3 Materiais e métodos

3.1 Local de estudo

Os experimentos foram realizados no Nucleo de Cirurgia Experimental do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco.
3.2 Tipo de Estudo

Ensaio bioldgico constituido por modelo experimental induzido, de natureza

cirurgica.
3.3 Caracterizagao da amostra
3.3.1 Tamanho da amostra
O Tamanho da amostra foi obtido por meio de inferéncia quantitativa, sendo
considerado como desfecho a diferenca de pressdo em um estudo piloto, o que

permitiu uma estimativa de 15 animais por grupo. O valor do n foi determinado

segundo a formula:

n= (Sa’*+Sb?)X[(Zq+Zg)/d]?

Onde, Sa e Sb representam o desvio padrao de cada grupo, senda “a” o
controle e “b” o tratado com biopolimero; zq2= valor do erro a, usualmente 1,96 (5%);
Zg= valor do erro B, usualmente 0,84 (20%); e, d= diferenga minima entre as médias

de cada grupo.

Logo,

n= (2+4)°x[(1,96+0,84)/3,5]
n=12,




35

3.3.2 Ensaio Controlado Aleatorio

Trata-se de uma abordagem capaz de minimizar a influéncia de fatores de
confusao sobre as relacdes de causa-efeito e baseia-se na comparacao entre duas
ou mais intervencgoes, as quais sdo controladas pelos pesquisadores e aplicadas de
forma aleatéria a uma determinada amostra.

Os animais que constituiram a amostra do estudo foram numerados
previamente e sorteados para definirem os grupos de estudo. Foi utilizado o
programa Research Randomizer (Version 4.0, 2013), para randomizagdo dos

animais por grupo.

3.3.3 Desenho de Estudo

Quarenta e cinco ratos albinos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem
Wistar, de ambos os géneros, provenientes do biotério José Paulino do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco foram

numerados e alocados de forma aleatdria em trés grupos:

¢ Grupo GC - Grupo controle, composto por 15 ratos. Na posi¢cao de decubito
dorsal, foram avaliadas as pressdes anorretais de repouso com mandmetro
nos tempos DO (inicio das avaliagbes), D15 (quinze dias apos DO0) e D45
(quarenta e cinco dias ap6s DO0). No D60 (sessenta dias apds DO) os ratos
foram sacrificados e espécimes cirurgicos foram obtidos para pesar e enviar

para estudo histoldgico.

¢ Grupo GE+SF - Grupo experimental, composto por 15 ratos. Na posicao de
decubito dorsal, foram avaliadas as pressdes anorretais de repouso com
manémetro nos tempos DO antes e apds serem submetidos a
esfincterectomia, D15 antes e apds aplicagao de 0,2 ml de solugcéo de soro
fisiolégico, em cada um de trés pontos do anoreto, nos quadrantes lateral
esquerdo, mediano posterior e lateral direito, e no D45. No D60 os ratos

foram sacrificados e espécimes cirurgicos foram obtidos para pesar e enviar
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para estudo histoldgico.

s Grupo GE+BPCA - Grupo experimental, composto por 15 ratos. . Na
posicdo de decubito dorsal, foram avaliadas as pressdes anorretais de
repouso com mandmetro nos tempos DO antes e apds serem submetidos a
esfincterectomia, D15 antes e apds aplicagao de 0,2 ml de gel de BPCA, em
cada um de trés pontos do anoreto, nos quadrantes lateral esquerdo,
mediano posterior e lateral direito, e no D45. No D60 os ratos foram
sacrificados e espécimes cirurgicos foram obtidos para pesar e enviar para

estudo histolégico.

3.3.3.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos ratos albinos (Rattus norvegicus albinus), da linhagem

Wistar, de ambos os géneros, pesando entre 220 a 450g que nao possuiam defeito

da anatomia anorretal.

3.3.3.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos os ratos que tiveram medidas incompletas por

superficializagcado da anestesia ou doenca.

3.4. Procedimentos Técnicos

3.4.1. A anestesia

Os animais foram pesados e o procedimento anestésico foi feito como

descrito a seguir: Utilizou-se uma solugdo anestésica composta pelas drogas

cloridrato de cetamina (5mg/100g de peso do animal) e cloridrato de xilazina

(2mg/100g de peso do animal). Dez minutos antes do inicio da anestesia foi aplicado

sulfato de atropina por via intramuscular (0,44mg/Kg). Os animais foram mantidos
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com mascara de oxigénio (0,5 ml/min) durante todo o procedimento.
Foi considerado anestesiado o animal com respiragao regular e com auséncia

de reflexos a estimulos como o cérneo-palpebral e podal.
3.4.2 Acirurgia
Os ratos foram posicionados em decubito dorsal na mesa cirurgica (figura 1),

realizando-se assepsia e antissepsia do campo operatério e posicionando-se

campos estéreis.

-

Figura 1: Anatomia anal do rato antes do procedimento cirurgico. Regido anal em forma de fenda
transversal

Nos grupos GE+SF e GE+BPCA foi realizado uma resseccao esfincteriana
conforme modelo sugerido por Izumi Yamaguchi no artigo “A novel animal model of
long term sustainable anal sphincter dysfunction”.? Nesse modelo é feito uma
incisdo semi-circular na hemicircunferéncia esquerda que inicia no quadrante
mediano anterior (as 12h) e finaliza no quadrante mediano posterior (as 6h)
removendo dessa forma os esfincteres interno e externo, incluindo margem anal,
gordura subcutanea até alcancar a mucosa retal (figuras 2, 3 e 4).

O fechamento da ferida foi realizado com fio de sutura catgut cromado 000

em pontos separados.
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Figura 2: Esfincter interno e externo do canal anal do rato. Os esfincteres estdo tracionados pela
pinca Kelly curva

Figura 3: Anatomia do canal anal do rato apds ressecgéo esfincteriana esquerda. Ressecgdo da
hemicircunferéncia esquerda do complexo esfincteriano onde se observa o reto e gordura isquiorretal
ao afastar a pele coma pinga.



39

Figura 4: Anatomia do canal anal do rato no pés operatério (esquerda) e em foto ampliada (direita).

Apds quinze dias da ressecgéao esfincteriana, momento que se percebe perda
do formato caracteristico em fenda da regido anal (figura 5), foi realizado aplicagao
de soro fisiolégico (se GE+SF) ou biopolimero de cana-de-agucar (se GE+BPCA)
sob visdo direta do canal anal com auxilio de um otoscépio (figura 6). O soro
fisiolégico e o gel de BPCA foram injetados com agulha de insulina na regiao
perianal, 0,5cm da margem anal, até 1cm de profundidade, acompanhando o trajeto
do anorreto. O volume da solugdo aplicado foi de 0,2ml em cada um dos trés

quadrantes: lateral esquerdo, mediano posterior e lateral direito.

Figura 5: Anatomia do canal anal no décimo quinto dia pos operatério. Perda do aspecto em fenda
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do canal anal

Figura 6: Aplicacao de Biopolimero de cana-de-acucar sob visado direta do canal anal.

3.4.3 Confecgao do biopolimero de cana-de-agucar

O gel de BPCA foi produzido e fornecido pelo grupo de pesquisa Biopolimero
de Cana-de-Agucar. A produgdo desse material foi desenvolvido na Estagao
Experimental de Cana-de-Agucar de Carpina da Universidade Federal Rural de
Pernambuco-UFRPE. O gel foi fornecido em seringas para aplicagdo direta
embaladas em papel grau cirurgico e esterelizadas em radiagdo gama no laboratério

de Metrologia do Departamento de Energia Nuclear da UFPE.
3.4.4 Parametros Avaliados
3.4.4.1 Avaliagao manométrica
Em todos os grupos (GC, GE+SF,GE+BPCA) foram mensurados a pressao

de repouso da regido anorretal meio de um mandmetro de mercurio. Dez minutos

antes da mensuragao, os ratos foram submetidos a uma lavagem retal com 1,5ml
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solucgéo fisiolégica para retirar possiveis residuos no local estudado correspondente
a dois centimetros do anorreto a partir da borda anal.

O manbémetro de mercurio em U possui uma das extremidades aberta e a
outra acoplada a uma sonda Nelaton numero 10F que possui em sua extremidade
uma torneira de trés vias. Uma das vias dessa torneira foi conectada a uma sonda
Nelaton 6F cuja extremidade possui um balonete expansivel de latex graduado em
4cm de extensdo e apresentando 1,7cm de didmetro, confeccionada por luva de
latex Sensimax® numero 6,5. Na outra via da torneira foi acoplada uma seringa de
1ml para introdugdo gradual de agua no balonete (figura 7). Foi identificado a

variagao do ponto zero do mercurio a cada 0,1 ml de agua introduzida no balonete.

Figura 7: Rato com baldo no canal anal no tempo de aferigdo do volume maximo da resisténcia de
expansao do esfincter anal.

Para calibragcdo do manémetro é colocado agua em todo o circuito acima da
coluna do mercurio. O manémetro é colocado de forma que a altura das colunas U
de mercurio figuem equivalentes e que fiqguem na altura do canal anal onde ficara o
balonete. Este € o ponto zero do sistema.

A determinagao volumétrica e de oscilacdo do ponto zero do manbémetro
determina a pressao anorretal de repouso. Foi considerado o valor da altura da

coluna mercurio e realizado uma curva de nivel pressérico para cada 0,1ml de agua
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introduzida no balonete, no intervalo de 0 a 1ml. Cada afericao foi realizada por trés
vezes e foi considerada a média pressorica por volume para cada rato e
posteriormente foi calculado a média pressoérica por volume por grupo. (GC, GE+SF
e GE+BPCA) nos trés tempos de afericdo (D0, D15 e D45).

3.4.4.2 Analise Histopatolégica

3.4.4.2.1 Coleta e Fixagao Do Material

No 60° dia do inicio do experimento foi feita a eutanasia dos ratos através da
administragao por via intracardiaca de dose letal de tiopental sédico na dose de
150mg/Kg. Posteriormente realizou-se tricotomia do segmento a ser ressecado para
ser enviado para estudo histoldgico.

As pecas cirurgicas que compreendiam o anorreto e estruturas adjacentes
foram retiradas de maneira uniforme. A regido caudal foi ressecada na regido
perianal a 0,5cm distal do canal. A regidao proximal foi seccionada a 2,5cm da
distancia mais caudal. As estruturas laterais foram retiradas em bloco no limite da

pelve do rato (figura 8). Todas pegas foram pesadas numa balang¢a de precisao.

Figura 8: Confecgao da pega anatdémica compreendendo anorreto e estruturas adjacentes.
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Em seguida as pegas foram colocadas sobre um papel grau cirurgico e uma
sonda de nelaton 4F foi introduzida dentro anoreto, todos fixados com fio de sutura
nylon 000 (figura 9). Essa estrutura foi imersa imediatamente em solugdo de Formol
a 10%.

Figura 9: Pega anatdmica fixada em papel grau cirdrgico e suturada a este com fio de sutura nylon
000. Pode-se observar também a sonda e a identificagao de areas de interesse no papel.

Apds um periodo de 24 horas imerso em formol, as pegas foram seccionadas
em cortes transversais perpendiculares ao maior eixo do reto e canal anal (figura
10). O material foi desidratado em alcool etilico em concentragdes crescentes,
diafanizado em xilol e incluido em parafina liquida. Cortes de 5 ym foram montados
em laminas e corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e pela técnica de

Tricrdbmio de Massom (TM).



44

Figura 10: Pecga anatdmica seccionada em cortes transversais perpendiculares ao maior eixo do reto
e canal anal

3.44.2.2 Avaliagdo da densidade volumétrica de vasos sanguineos e
populagao celular

Foram realizadas secgbes de cada espécime de forma aleatdria. Para cada
seccdo um total de quinze campos aleatérios foram avaliados. A densidade
volumétrica de vasos sanguineos e populagdo celular, que representa o volume
relativo que essas estruturas ocupam no tecido, foi calculada usando um sistema de
grade teste M42 (figura 11) que é projetado na imagem por meio do software Imaje

J. A densidade volumétrica foi calculada de acordo com a féormula:

Vv=Pp/Pt

Onde Vv é a densidade volumétrica, Pp € o numero de pontos obtidos a partir
da contagem dos pontos e Pt € o numero de pontos do sistema de grade teste
utilizado. Os resultados de Vv foram expressos em (%). A captura das imagens foi
feita com o microscépio de campo claro e imunofluorescéncia AXIO
Imager.M2m/Zeiss conectado a camera digital AxioCam HRc/Zeiss. Essa camera é
responsavel pela transferéncia das imagens para um computador utilizando-se o
Software ZEN-2012/Zeiss através de objetiva de 400x.
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Figura 11: Sistema de grade teste M42. A linha curta “d” calibra o sistema teste e as extremidades
sao consideradas test-points (Pp). Todas linhas curtas sao test-line (Lt) e a test-area (Ar) esta dentro
do tracejado. As estruturas que alcangam a area tracejada ndo sao contabilizadas para evitar
superestimacao.

3.4.2.2.3 Analise semiquantitativa de produgao de colageno

Para avaliar a presenga de colageno nas laminas, procedeu-se a analise
semiquantitativa estimando-se de maneira sistematizada as quantidades recém-
formadas de colageno. As laminas foram portanto classificadas em quatro graus
(GO, GI, Gll e Glll), com base no percentual sobre o qual o novo colageno
organizado se formara. A analise semiquantitativa foi realizada em concordancia

com a técnica classica de morfometria quantitativa.®**? (tabela 5).
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Tabela 5: Classificacdo para analise semiquantitativa da proliferacao fibroblastica e
producao de colageno

Proliferacao

‘ Colageno

Grau fibroblastica i
(% da lamina)
(%lamina)

Grau 0 0a5% 0ab5%
Grau | 5a25% 5a25%
Grau ll 25 a 50% 25 a 50%
Grau llI Mais de 50% Mais de 50%

3.5 Procedimentos Estatisticos

Os dados obtidos foram organizados em planilhas (Microsoft® Excel® for
Mac® 2011, versédo 14.4.9) para condugéo das analises (Graphpad prism®, versao
4.0).

A analise de variancia (ANOVA) foi usada para tratamento das variaveis
continuas que se ajustavam a uma curva normal (paramétricas) e foram comparadas
através do teste t de Student. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Mann-
Whitney foi usado para a andlise de dados nao-paramétricos. Para a analise de
proporgdes e percentagens, utilizou-se o teste do Qui-quadrado de Pearson.

Com o objetivo de avaliar o efeito independente do implante de biopolimero
como agente de preenchimento sobre o tecido do hospedeiro (parametros
pressoricos e histoldgicos), procedeu-se a analise de covariancia (tipo Ill) na qual se
introduziram como cofatores: o peso do animal no dia da cirurgia (DO), o peso do
animal no dia da eutanasia (D60) e o peso da pega anatdmica. A significancia foi
avaliada pelo teste F, para o calculo do coeficiente de determinacao (R2).

Em todas as situacbes, a probabilidade maxima de erro aceitavel para
rejeicao da hipotese nula foi de cinco por cento (p<0,05), considerando a margem de

seguranga de 95%.
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3.6 Procedimentos éticos
3.6.1 Aprovagao pelo comité de ética do CCS

Os procedimentos seguiram as normas de experimentagao animal pela LEI
N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008 e pelas normas internacionais
estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory
Animals. Foi avaliado e aprovado pelo protocolo 23076.018170/2013 dia 22/07/2014.

3.6.2 Protecao dos animais envolvidos no estudo

Os ratos envolvidos no estudo foram mantidos de acordo com as diretrizes da
Comissdo de Etica em Experimentacdo em animais. Permaneceram em gaiolas
coletivas inicialmente e individuais posteriormente aos procedimentos. Foram
colocados no biotério de experimentagcdo do Nucleo de Cirurgia Experimental do
Departamento de Cirurgia do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE). O ambiente é climatizado, com a temperatura entre 22°C e
24°C, com exaustdo e ciclo claro e escuro de 12 horas. Os animais foram
alimentados com racdo Labina® e agua mineral ad libitum. Durante todo o
experimento ficaram sob os cuidados e condutas orientadas por médicos

veterinarios.
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4 Resultados

4.1 Avaliagao de resultados
Dentre os 45 animais incluidos na pesquisa, 11 foram excluidos ou perdidos
(tabela 4).

Tabela 6: Perdas e exclusdes do estudo

Grupo n Excluidos ou Motivo n final Género
Perdidos

GC 15 3 2 Morreram 12 7 machos
1 medida incompleta 5 fémeas

GE+SF 15 4 2 Morreram 11 4 machos
2 Medida incompleta 7 fémeas

GE+BPCA 15 4 2 Morreram 11 5 machos
2 Medida incompleta 6 fémeas

4.2 Resultados manomeétricos

Nao foram observadas diferencas estatisticas entre as médias de peso dos
animais (p=0,1829) e entre o peso das pecgas anatdmicas (p=0,5709). As médias das
pressdes anorretais, dos pesos dos animais e dos pesos das pecas anatdbmicas dos

trés grupos nos tempos DO, D15 e D45 estao na tabela 5.

Tabela 7: Médias pressoricas e ponderais em funcao da pressao anorretal

observada.
GC GE+SF GE+BPCA

Grupos
Variaveis DO D15 DO D15

DO D15 D45 D60 AE _DE Al DI D45 D60 AE DE Al DI D45 D60
Pressao
anorretal 9,4 9,2 10,2 106 102 98 87 9,9 - 11,5 102 98 99 11,7
(mmHg)
Peso (g) 310,3 3228 337,1 3443 275.8 2782 294,0 296,7 262,6 269,6 2941 305,3

Peso da peca
anatémica (g)

2,9

2,4

Notas: GC= Grupo Controle; GE+SF= Grupo Esfincterectomia com administracdo de Soro
Fisiolégico (SF); GE+BPCA= Grupo Esfincterectomia e administracao de Biopolimero de Cana de
Acgucar (BPCA); AE = Antes da esfincterectomia; DE= depois da esfincterectomia; Ai= antes da
injecdo; DI= apds injegcao; DO=primeiro dia de analise; D15=quinze dias apdés a primeira
analise;D45=quarenta e cinco dias apds primeira analise; D60=sessenta dias apds primeira analise.

2,6
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As médias das pressdes de cada grupo nos tempos DO, D15 e D45 nos
intervalos de 0 a 1.0ml de volume no baldo, estdo dispostas na tabela 6.

Tabela 8: Médias presséricas anorretais por volume de agua inserida no balao.

Pressiao (mmHg)

Grupo GC GE+SF GE+BPCA
V°|';‘m~e N ) D5 D45 DO DI5 D45 DO D15 D45
alao p-valor
0 3,6 3,3 3,6 3,8 3,3 3,6 4,0 3,5 4,0 02279
01 4,8 4,7 4,8 5,2 4,5 51 5,2 4,9 54 03339
0,2 6,2 6,0 6,5 6,4 5,8 6,3 6,4 6,3 7,3 01477
0.3 0,3334°
0,0219”
75 7.2 7.8 7.7 6,8 7.8 7.6 7.6 9,0 0,0573°
0,4 8,6 8,5 9,4 9,1 7.9 9,3 9,2 8,9 10,9 0,0717
0,5 9,6 9,7 108 10,4 9,0 10,5 10,5 10,3 12,2 0,0695
0,6 0,0982°
0,0840°
10,8 10,8 12,0 11,7 10,0 116 118 115 13,7 0,0005°
0,7 0,1089°
0,0453"
11,8 11,9 13,1 13,1 10,8 12,7 12,6 12,6 15,1 0,0011°
0,8 0,1787°
0,0092”
12,9 125 142 139 11,8 13,5 14,1 13,6 16,2 0,0007°
0,9 0,1308"
0,0077”
13,4 13,3 14,7 150 12,6 143 150 144 17,3 0,0005°
1,0 0,8811%
0,0060"
14,4 139 150 16,0 13,4 14,8 16,1 15,3 18,1 0,0695°
MédiatDP 9,4 9,3 10,2 10,2 8,7 9,9 10,2 9,9 11,7
= +36 3,6 4.1 +4.1 +33 3.8 4.1 +4.0 +4.8

Notas: GC= Grupo Controle; GE+SF= Grupo Esfincterectomia com administragdo de Soro Fisiolégico
(SF); GE+BPCA= Grupo Esfincterectomia e administragcdo de Biopolimero de Cana de Acgucar
(BPCA). DO = logo pos-esfincterectomia; D15 =p0ds injecao. ANOVA seguida de Teste t de student. a,
se GE+SF vs. GC; b, se GE+BPCA vs. GC; ¢, se GE+SF vs. GE+BPCA , para *p<0,05.

Os graficos seguintes (figuras 12, 13 e 14) mostram a variagao de pressao
por volume, nos diferentes tempos e nos trés grupos estudados.
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Pressao por Volume no DO
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Figura 12: Curva Volume do baldo versus Presséo anorretal no tempo DO (inicio das avaliagbes) nos
trés grupos estudados. Note-se que os grupos GE+SF e GE+BPCA foram mensurados poés
esfincterectomia. (GC= Grupo Controle; GE+SF= Grupo Esfincterectomia com administragdo de Soro
Fisiolégico (SF); GE+BPCA= Grupo Esfincterectomia e administracdo de Biopolimero de Cana de
Acucar (BPCA). DO= logo pds-esfincterectomia)

Pressao por Volume no D15

Pressao ppor volume

He
e

6,0

4,0

2,0

0,0

0,2

0,4 0,6 0,8

Volume no Balao

+ PD15-Cont.
= PD15-SF
PD15-BPCA

Figura 13: Curva Volume do baldo versus Pressao anorretal no tempo D15 (15 dias apds o inicio das
avaliagdes) nos trés grupos estudados. Nota-se que as medidas nos grupos GE+SF e GE+BPCA
foram mensurados pds injegao das substancias correspondentes.
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Figura 14: Curva Volume do balao versus Pressao anorretal no tempo D45 (45 dias apds o inicio das
avaliagdes) nos trés grupos estudados .

A diferengca entre as médias de pressao por grupo, considerando os trés
principais tempos de analise (D0, D15 e D45) pode ser visualizada na Tabela 9. A
diferenca entre D15-DO0 revelou que no GC houve uma reducgao correspondente a -
0,2mmHg na média de pressdao, enquanto que no GE+SF foi de -1,5mmHg
(p<0,0001); no GE+BPCA foi -0,3mmHg, sendo estatisticamente diferente do
GE+SF (p=0,0004), mas nao do GC (p=0,0997). A diferenca entre D45-DO0 foi GC,
0,8mmHg, GE+SF -0,3mmHg e GE+BPCA= 1,5mmHg, sendo estaticamente
significativo entre os grupos GC versus GE+SF (p=0,0003), GC versus GE+BPCA
(p= 0,0198) e entre GE+SF versus GE+BPCA (p=0,0002). O grafico da figura 15
mostra a variacao na diferenga de pressao por volume.
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Tabela 9: Médias das diferengas presséricas anorretais em mmHg e volume de
agua infundido no balao.

Diferenga de Pressdao (mmHg)

Grupo GC GE+SF GE+BPCA
Volumeno s ng  paspo D15-D0  D45-D0  D15-DO D45-D0
Balao (ml)

0 0,3 0,0 0,5 0,2 0,5 0,0
0,1 0,0 0,1 0,6 -0,1 0,3 0,2
0,2 0,2 0,3 0,6 -0,1 0,0 0,9
0,3 0,3 0,3 0,8 0,1 -0,1 1,4
0,4 -0,1 0,8 A2 0,2 0,3 1,7
0,5 0,0 1,2 1.4 0,1 0,2 1,7
0,6 0,0 1,2 A7 -0,1 0,3 1,9
0,7 0,1 1,3 2,2 0,4 -0,1 2,5
0,8 0,4 1,3 2,1 0,4 0,5 2,1
0,9 -0,1 1,3 2.4 0,8 0,6 2,3
1,0 0,5 0,6 26 A2 0,8 2,0
MédiatDP  -0,2¢0,2  0,8+0,5  -1,5%¢0,8  -0,3%0,4  -0,3%0,3 1,5%0,8

Notas: Os dados sdo média ou médiazDP; GC= Grupo Controle; GE+SF= Grupo Esfincterectomia
com administracao de Soro Fisiolégico (SF); GE+BPCA= Grupo Esfincterectomia e administragao de
Biopolimero de Cana de Agucar (BPCA). DO pés esfincterectomia e D15 pds injecao. Teste de
Kruskal-Wallis seguido de Mann-Whitney.

Diferenca de Pressao entre os Tempos de Estudo

3,0

2,0

1,0 _
B Controle
- BSF

0,0' .. o

0O BPCA

-1,0 1

Diferenga de Pressdao (mmHg)

-2,0

-3,0
D15-D0 D45-D0

Figura 15: Curva de diferenga da pressao anorretal para os trés grupos estudados entre os tempos
D15-D0 e D45-DO.
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4.3 Resultados Histopatolégicos

Nos grupos GC e GE+SF ndo foi possivel identificar alteracdes

histologicas.(figura 16)

v
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Figura 16: Analise Histopatolégica do anorreto sem anormalidades.Observado nos grupos controle e
esfinterectomia com aplicagéo de soro fisiolégico. A=mucosa, B=submucosa, C=camada muscular,
D=tecido adiposo peri-retal. Aumento de 50x

No grupo GE+BPCA o implante apresentava-se homogéneo e localizado
adjacentemente a ultima camada muscular da parede anorretal, inserido e envolvido
por uma fina camada em feixes curtos, sugestivos de tecido fibroso, assim como

também elementos de natureza vascular atravessando-a (Figura 17 )
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Figura 17: Gel de biopolimero externamente a camada muscular do anorreto coradas em HE.
Localizagdo do BPCA (setas) visualizado em luz branca (esquerda) e em luz polarizada (direita) onde
observa-se a presenga residual de biopolimero no interior do implante.

Observou-se na area do implante formagao inicial de células gigantes
multinucleadas que se estendem desde a periferia até o centro dos implantes. Sua
presenca pode ser classificada prevalentemente como leve, com densidade

volumétrica média de 9,5%.(figura18)

Figura 18 Representagao histolégica em HE do implante de biopolimero de cana-de agucar
permeado por leve infiltrado inflamatério linfomononuclear contendo macroéfagos (seta amarela) e
células gigantes do tipo corpo estranho (seta vermelha). Identificam-se fibroblastos (seta azul).
Aumento de 400x

A neovascularizagdo se comporta de forma homogénea com vasos presentes
desde a periferia até o centro dos implantes e possui uma densidade volumétrica
média de 4,5 %. Observou-se vasos externos inserindo-se no implante e penetrando

dentro de sua area.(Figura 19)
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Figura 19 Representagao Histologica em HE do implante de biopolimero de cana-
de-aglcar permeado por numerosos vasos (setas verdes) e fibroblastos (seta azul). Aumento de 400x

Através da coloragao de tricromio de Massom péde-se observar deposi¢cao
de colageno com fibras maduras formando o envoltério do implante assim como em
regides periféricas e centrais dentro deste (Figura 20). Pdde ser visualizado o trajeto
de fibras maduras que partem da periferia ao centro do biopolimero. A presenca de
colageno na area do implante foi classificada como Grau 0 (0 a 5%) e Grau | (5 a
25%)

Figura 20: Representagdo Histolégica em TM do implante de biopolimero de cana-de-agucar

permeado de fibras colagenas (setas vermelhas). Aumento de 400x
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A densidade volumétrica de fibroblastos e células inflamatdrias na area do
biopolimero foi de 5,3% e 4,5% respectivamente, ambos distribuidos

homogeneamente em sua area desde as margens até o centro. (Figura 20)

Figura 21 Representacgao histologica em HE do implante de biopolimero de cana de agucar
permeado por leve infiltrado inflamatério linfomononuclear (setas amarelas) com células gigantes do
tipo corpo estranho (setas vermelhas) e numerosos vasos (setas azuis).
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5 Discussao

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a o gel de biopolimero de cana-de-
agucar como agente de preenchimento do anorreto de ratos submetidos a disfungao

esfinctérica.
5.1 Justificativa do estudo: A busca do agente ideal.

A incontinéncia fecal é a perda indesejavel de flatos e fezes em momentos
inapropriados. E um disturbio que determina impacto negativo na qualidade de

5,7,16 10,11

vida e gera grande impacto econémico ', porém € um sintoma subnotificado e

sua prevaléncia é alta porém subestimada.*®%° Existem varios fatores que podem

contribuir para o aparecimento desse disturbio'*"°

e por isso € importante
determinar comorbidades, uso de medicagdes, historia de trauma perineal, cirurgias
anorretais, partos vaginais e uso de férceps. Exame fisico detalhado, estudo
manomeétrico, imagem da integridade do complexo esfincteriano e do assoalho
pélvico além do estudo da preservacado da inervagao muitas vezes sao necessarios
para a escolha do tratamento ideal conforme orientado pelos autores J.Van
Koughnett e S. Wexner em 2013."

O tratamento inicial deve ser com medidas conservadoras como dietas,
medicag¢des constipantes, determinacdo de um ritual para esvaziamento retal e
exercicios perineais como recomenda uma diretriz na Inglaterra denominada NICE
(National Institute for Clinical Excel- lence) para o tratamento da incontinéncia
fecal.®®

No momento que essas medidas se tornam insuficientes, o tratamento com
agente de preenchimento mostra-se uma indicagao, principalmente nos casos de
graus de incontinéncia fecal leve a moderada, pois € um procedimento minimamente
invasivo, ambulatorial € com baixas taxas de complicacdes.' Seu uso é certamente
uma opgao mais simples e segura que os tratamentos cirurgicos disponiveis como
realizagcao de esfincteroplastia, implante de marcapasso com estimulacdo do nervo
sacral, criagdo de um esfincter confeccionado por plastica muscular, colocacao de
um esfincter anal artificial e colostomia, apesar de que cada caso deve ser avaliado
individualmente. Muller em 2005, fez uma reviséo sobre as opgdes cirurgicas para o

tratamento da incontinéncia fecal e concluiu que a cirurgia deve ser o ultimo recurso
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a ser adotado, enfatizando que os resultados acabam deteriorando com o tempo
além de serem de alta complexidade e apresentarem alto indice de complicaces.®
O uso de agente de preenchimento foi originalmente descrito para o
tratamento da incontinéncia urinaria de estresse, que ocorre quando a pressao
intravesical excede a pressdo de fechamento uretral, tornando-a deficiente.®’ A
melhora funcional da incontinéncia urinaria através de um procedimento
minimamente invasivo gerou interesse em utiliza-la para o tratamento da
incontinéncia fecal. Os pacientes que apresentam disfung¢ao do esfincter anal interno
sdo 0s que mais se beneficiam com esse tipo de tratamento segundo Kenefick e
colaboradores (2002)' e Watson, Koshy e Sagar (2012).2 O mecanismo de agdo é
aumentar os coxins do canal anal promovendo o selamento do lumen nessa
localizacdo ou preencher defeitos do esfinter interno proporcionando a simetria do

canal anal.?’!

Varios tipos de substancias foram testadas em busca do agente ideal'®?%22%
que consiste em um material biocompativel, ndo imunogénico, nao carcinogénico,
nao alergénico, com particulas maiores de 80uym de didmetro para evitar migragéo,
que seja facil de injetar, de baixo custo e que reproduza resultados duradores
conforme ressaltado por Vaizey em sua revisdo em 2005.2 As drogas mais
modernas e seguras como particulas de carbono pirolitico, dextranédmero em acido
hialurénico e silicone (PTQ) apresentam desvantagens de ter pouco tempo de
duracdo e alto custo.?® Portanto permanence a necessidade em buscar um agente
biocompativel, com baixa toxicidade, que n&do apresente migracdo ou degradagao
tecidual e que tenha efeito por longo tempo.

O Biopolimero de cana-de acucar € um polimero sintético, que foi
desenvolvido na Estacdo Experimental de Cana-de Acgucar de Carpina, campus
avancado da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFPRE) através da
sintese bacteriana a partir do melaco de cana-de-agucar. Consta de um material
hidrofilico, com alta cristanilidade, alto grau de polimerizagdo, com grande forga
ténsil e resisténcia a ruptura conforme descrito por Paterson-Beedle em 2002.%° A
partir dai, varios estudos com o uso do biopolimero como implantes foram
realizados, mostrando que consta de um material biocompativel, com baixa
toxicidade, bacteriostatico, ndo imunogénico e tem a proposta de ter um custo mais
acessivel devido a disponibilidade da matéria-prima na regifo.>'°

Um trabalho particularmente interessante por similaridade ao presente estudo
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foi realizado por Lima (2015) que ultilizou o BPCA como agente de preenchimento
intravesical em coelhos para tratamento de refluxo vesicoureteral. Nesse estudo, o
BPCA foi comparado ao dextrandmero e acido hialurdénico (Deflux®), substancia
muito utilizada como agente de preenchimento para incontinéncia fecal e urinaria.
Foi injetado 0,2ml de BPCA no lado esquerdo da bexiga e 0,2ml de Deflux® no lado
direito. Os animais foram sacrificados em trés dias, noventa dias e onze meses apos
apliagdo dos agentes. No terceiro més o dextranbmero ndo era mais detectavel
enquanto o BPCA permaneceu homogéneo, estavel, com células multinucleadas
gigantes e células vasculares, dentro e na periferia do implante até o periodo de
onze meses. Esse comportamento do BPCA em detrimento ao dextranédmero remete
uma perspectiva que ele seria um agente de preenchimento de maior durabilidade.
Outros estudos sobre uso do dextranbmero em ratos comprovaram o
decréscimo do volume desse material ao longo do tempo. M. Alkan em 2007
observou que o volume do implante de dextranédmero na parede vesical reduziu em
23% no periodo de doze meses®?, E. Elzayat em 2008 comparou o volume de dois
agentes de preenchimento na regido subcutadnea da parede abdominal, o colageno e
o dextrandbmero em acido hialurdnico, nos periodos de um, seis € 12 meses. O
volume do dextranédmero decresceu em 20% e o colageno em 40% do volume inicial

num periodo de doze meses.*

5.2 Metodologia e delineamento do estudo

Para avaliar o gel de BPCA como agente de preenchimento do anorreto dos
ratos com disfungdo esfincteriana, foi escolhido obter dados objetivos através da
manometria anorretal, exame de grande importancia para quantificar a fungdo da

musculatura esfincteriana,*'*4®

e avaliagao histologica.

Esse estudo foi um ensaio bioldgico, constituido de modelo experimental
induzido, de natureza cirurgica, caracterizado por uma amostra de 45 ratos alocados
de forma aleatdéria em trés grupos de 15: o grupo controle, o grupo esfincterectomia
com aplicagao de soro fisioldégico (GE+SF) e o grupo esfincterectomia com aplicagao
de BPCA (GE+BPCA).

Para garantir que os ratos mantivessem a pressao do canal anal baixa,
determinando um modelo de disfungao esfincteriana adequado, foi reproduzido a

resseccao cirurgica em bloco da hemicircunferéncia esquerda do canal anal,
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conforme sugerido por Yamaguchi em 2013. Apds essa ressecgao os ratos
mantiveram disfungéo esfincteriana por quarenta e cinco dias, periodo mais longo do
que o estudo de Yamaguchi.®?> Assim como o estudo de Yamaguchi, foi observado
que os ratos do grupo controle e da ressecgado esfincteriana apresentaram um
aumento discreto da pressao anorretal com o passar do tempo e que parece ser um
evento esperado no desenvolvimento estrutural de ratos saudaveis. Isso deve ser
ocasionado pela abundancia muscular ao redor do céccix, segundo Yamaguchi.

Nao existe volume padrdo de agente de preenchimento em humanos e ela
varia muito entre os trabalhos como observamos na tabela 3, baseada na revisao
sistematica realizada por Luo®®. Fizemos um volume de 0,2ml em trés pontos do
anorreto que fosse capaz de resultar em alteracdo manométrica.

Com o intuito de avaliar as mudangas pressoricas anorretais de repouso
antes e apos resseccgao esfincteriana, antes e apés a aplicacdo do SF ou BPCA, foi
feito um modelo de manémetro simples mas que foi capaz de avaliar as diferencas
de pressdo em repouso entre os grupos de ratos e entre os diferentes tempos. A
utilizacdo do mandmetro de mercurio acoplado a uma sonda com baldo em sua
extremidade foi utilizada nesse estudo porque o material estava disponivel no NCE,
€ seguro e de baixo custo. Esse tipo de manémetro foi demonstrado ser capaz de
avaliar a pressdo do canal anal de humanos conforme publicado por O. Giinal em
2007. Nesse trabalho foi utilizado uma sonda de Sengstaken-Blakemore acoplado a
um mandmetro de mercurio que o autor usou para avaliar a pressao do canal anal
de repouso e de contragao voluntaria em cinquenta individuos. Trinta e cinco eram
portadores de fissura anal e foram avaliados com esse sistema de manometria no
pré operatdrio e no segundo e vigésimo dia pds operatério de esfincterotomia lateral
esquerda. Quinze foram caracterizados como controle. Nesse estudo foi possivel
concluir que esse método de aferir a pressdo do canal anal em humanos foi factivel,

facil, de baixo custo e reproduzivel.**

M. el-Shafie em 1972 ja tinha desenvolvido um
mandémetro em U acoplado a um cateter de polietileno com baldes de latex em sua
extremidade para avaliagao da pressao dos esfincteres internos e externos durante
a distensdo do reto para avaliagao do reflexo inibitério reto-anal em criancas com
suspeita de Doenca de Hirshprung. O sistema foi testado em cinquenta e dois
pacientes e foi comparado a avaliagdo manomeétrica com transdutor elétrico em
todos os casos. Pode-se concluir que esse método de aferigao refletiu corretamente

os resultados graficos.45 Dessa forma, o sistema utilizado pelo presente estudo pode
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reproduzir com fidelidade as mudancas pressoricas relacionadas a esfincterectomia
e a aplicacao perianal de BPCA.

Naturalmente foi necessario avaliar em igual periodo os dois outros grupos,
controle e esfinterectomia com aplicacdo de SF para permitir maior controle e reduzir

possiveis viés.

5.3 Avaliagao dos Resultados

Nesse estudo, foi feita avaliagao das pressdes anorretais de quarenta e cinco
ratos, porém apos exclusdes e perdas de 11 animais, foram analisados trinta e
quatro ratos nos tempos DO, D15 e D45. Cinco ratos, um do GC, dois do GE+SF e
dois do GE+BPCA nao puderam ter suas pressdes avaliadas em um dos periodos
devido a superficializacdo da anestesia e impossibilidade em dar continuidade a
avaliagdo manométrica naquele momento, foram portanto excluidos do trabalho.
Houve seis mortes durante os experimentos, dois ratos de cada grupo. Pode-se
observar que foi um fendbmeno aleatério, ocorrendo em numero semelhante em
todos os grupos. Um rato do grupo GE+SF no décimo sexto dia apods
esfincterectomia apresentou infecgdo respiratéria com quadro de dispnéia,
taquipnéia, ronco e secre¢cao nasal. Foi iniciado antibidticoterapia conforme
orientacao veterinaria porém evoluiu a 6bito apds seis horas. Os outros seis ratos
tiveram Obito horas apds serem submetidos a dosagem extra de anestésico
imediatamente antes ou durante as avaliagdes, fato que concluimos que a morte foi
relacionada a superdosagem anestésica. Essa observagao fez com que evitassemos
a reaplicagdo de anestésico nos ratos subsequentes quando necessario, dando
preferéncia em suspender a avaliacdao. Todos ratos que morreram foram submetidos
a autopsia para investigacdao de um fator causador, porém néo foram observados
alteragdes morfoldgicas que justificassem.

A amostra foi homogénea pois todos os ratos estavam na fase adulta de
desenvolvimento, apresentando pesos corporeos (p=0,1829) e de pega anatdbmica
(p=0,5709) semelhantes.

A aplicacdo de BPCA nao resultou em complicagdes locais como reacao
corpo estranho, abscesso ou necrose da regido anorretal.

Para a avaliagao da pressao anorretal criamos uma curva de nivel pressorica

medindo 10 pontos com intervalos de 0,1ml cada até 1,0ml. Foi realizada a afericao
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trés vezes por periodo em cada rato e foi considerada a média das pressdes em
cada volume. Os dados foram avaliados por volume visto que a média das pressoes
nao foram representativas pela variagdo ampla das pressdes a cada volume.

A pressao anorretal aferida em milimetros de mercurio foi aumentando a
medida que foi introduzido 0,1ml de agua no baldo. Essa é a presséao intraluminal
gerada pela resisténcia do canal anal a expansao volumétrica do baldo. Foi possivel
observar nos graficos de dispersdao o comportamento pressoérico entre os grupos. As
pressdes do grupo controle mantiveram constante em todos os tempos. O grupo que
foi submetido a esfincterectomia e aplicagao de SF apresentou queda na curva de
pressdo ao final do estudo e, de forma contraria, o grupo que foi submetido a
esfincterectomia e apliacdo de BPCA evoluiu com um aumento discrepante nos
niveis pressoricos no final do estudo.

Essa mudanga de comportamento pressérico entre os grupos pode ser
facilmente identificada quando obtemos a diferencga pressorica entre os tempos D15
e DO (D15-DO0) e entre os tempos D45 e DO (D45-DO0) dispostos na tabela 9 e no
grafico de barras da figura 15, tornando a avaliagcéo estatistica mais sensivel. A
analise dos dados da média da diferenca pressorica entre D15 e DO mostraram que
no GC foi -0,2mmHg e no GE+SF foi -1,5mmHg, sendo estatisticamente significante
(GC#GE+SF, p<0,0001). Isso demonstra que o modelo de disfungao esfincteriana foi
adequado. No GE+BPCA, a média da diferencga pressoérica entre D15 e DO foi de -
0,3mmhg, tendo comportamento igual ao grupo controle (GE+ BPCA#GC, p=0,0997)
e diferente do GE+SF (GE+BPCA#GE+SF, p=0,0004). Isso ocorreu porque a
aplicagao do BPCA no D15 resultou em elevacao pressoérica anoretal que permitiu a
manutengdo do nivel pressorico, igualmente ao controle, mesmo tendo sido
submetido a esfinterectomia. Quando analisamos as diferengas pressoricas entre os
tempos D45 e DO (D45-D0), o GC foi 0,8mmHg, o GE+SF foi -0,3mmHg e o
GE+BPCA foi 1,5mmHg, sendo todas as diferengas com significancia estatistica (
GC#GE+SF, p=0,0003; GC#GE+BPCA, p=0,0198; GE+SF#GE+PBCA, p=0,0002).
Portanto, o GC manteve seus niveis pressoéricos, o GE+SF apresenta queda da
pressao anorretal e o GE+BPCA apresenta elevagao importante dos niveis
pressoricos, superando a pressdo do GC demonstrando que o BPCA elevou os
niveis de pressio anorretal nos ratos submetidos a esfincterectomia.

Durante a avaliacdo histolpatolégica do GC e GE+SF, nao foi observado

inducdo de processo inflamatoério de reparagao e remodelamento no D60 e portanto
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nao foi visualizado qualquer alteragao tecidual. Portanto o estudo anatomopatoldgico
de analise e quantificacao celular foi considerado nulo de evidéncias.

No GE+BPCA o biopolimero se comporta como um material homogéneo,
envolto por uma fina camada em feixes curtos de tecido conjuntivo fibroso,
permeavel a entrada de vasos sanguineos, colageno e outros tipos celulares. O
BPCA injetado permaneceu no local que foi administrado, permanecendo-se estavel
e apresentando integragdo ao tecido do hospedeiro, possibilitando seu efeito de
preenchimento. Foi possivel observar a migracdo de células gigantes
multinucleadas, células inflamatdrias, fibroblastos, fibras colagenas bem formadas e
vasos sanguineos da parte externa do implante para parte interna, de forma que os
processos biolégicos aconteceram de forma centripeta.

Outros estudos também demonstraram que o BPCA induz a neoformacéao de
vasos e de matriz extracelular no implante: Silva em 2006 utilizou uma membrana de
BPCA para tratamento de perfuragao cronica da membrana timpanica em Chinchilla
laniger e observou que esse material serviu como um condutor para formacao de
elementos responsaveis pela cicatrizagdo da membrana®; Quando o BPCA foi
utilizado para remendo de arterioplastia em caes por Lamartine em 2007, foi
observado processo inflamatorio crénico e fibrose na superficie do BPCA. Nao
houve processo degenerativo da prétese ou calcificacdo apds 180 dias>’; O trabalho
de Silva em 2015 que comparou BPCA ao dextrandmero em acido hialurénico na
bexiga de coelhos observou que o biopolimero permanecia na area injetada e tinha
sua estrutura invadida por células e vasos que permaneceram até o periodo de 11
meses em contraste ao dextrandmero em acido hialurbnico que nao apresentava
infiltrado celular e ja apresentava dispersao da massa polimérica em noventa dias.*
Portanto as caracteristicas de estabilidade, durabilidade, integracdo ao tecido de
hospedeiro e incorporagdo de células inflamatérias, colageno, fibroblastos e vasos
sanguineos que formam um arcabougo para manutengdo do volume do implante
demonstram que o biopolimero de cana-de-agucar tem propriedades de um agente

de preenchimento ideal.
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6 Perspectivas

Esse estudo é pioneiro na avaliagio do BPCA como agente de
preenchimento anorretal para o tratamento da disfungao esfincteriana em ratos.

O BPCA ja foi comprovado em diversos estudos ser um material homogéneo,
resistente, biocompativel, ndo citotéxico, ndo imunogénico, e que persiste por longo
periodo nos tecidos. Nesse estudo foi possivel observar que esse material injetado
no anorreto de ratos resultou no aumento de pressao anorretal de repouso
apresentando resultado satisfatorio em seu efeito de preenchimento. Além disso,
seria um material de menor custo devido a disponibilidade da cana-de agucar em
nosso meio. Tais dados sdo importantes para consolidar a possibilidade do uso do
BPCA como agente de preenchimento a ser utilizado em um protocolo clinico para o

tratamento da incontinéncia fecal.
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7 Conclusao

K/
£ %4

X/
L X4

O gel de biopolimero de cana-de-agucar elevou os niveis pressoéricos

de repouso da regido anorretal dos ratos submetidos a disfungéo
esfincteriana.

O gel de biopolimero de cana-de-agucar permaneceu no local do
implante  neovascularizado, colonizado por células gigantes

multinucleadas, fibroblastos e com neoformacao de tecido fibroso de
sustentacao.
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