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RESUMO

Lima, RS. Biopolimero de cana-de-agUcar como prétese endourologica: estudo experimental. [tese].
Recife: Universidade Federal de Pernambuco, 2014.

INTRODUCAO: Desde 2001 um grupo de pesquisadores da Universidade Federal de Pernambuco
vem estudando um polissacarideo produzido por sintese extracelular de bactéria (Zoogloea sp) sobre
o melago da cana-de-agucar. Apds estudos de biocompatibilidade este biopolimero de cana-de-aglcar
(BPCA) vem sendo utilizado na forma de membranas e gel em diferentes aplicacGes e regies
anatdmicas essencialmente em pesquisas com animais de experimentacdo € mais recentemente
aplicacdes clinicas como curativos na cirurgia de hipospadia. O presente estudo teve como objetivo
avaliar o comportamento deste biomaterial quando colocado em contato com a urina e o trato urinario
por tempo prolongado na perspectiva de confeccao de préteses endourologicas. Os biomateriais
atuais dos dispositivos mais utilizados (cateter uretral de Foley e stents ureterais) ndo se comportam
de maneira ideal, temalto custo e morbidade no que diz respeito & formacao de biofilme, incrustacao,
colonizagdo por microrganismos e infecgao.

MATERIAIS E METODOS: Foi realizado um estudo experimental com ratos Wistar totalizando 51
animais distribuidos em cinco grupos. Realizou-se a implantacdo de pequenos tubos na bexiga por
meio de laparotomia e os animais foram sacrificados apos 3-6 meses. Grupo 1 e 3, implantagdo de
tubos de BPCA com sacrificio ap6s periodo de 3 e 6 meses respectivamente. Grupos 2 e 4, implante
de tubos de poliuretano e sacrificio apds periodo de 3 e 6 meses respectivamente. No quinto grupo
nada foi implantado, mas foi realizado 0 mesmo procedimento cirtrgico: cistotomia e cistorrafia de
forma semelhante aos demais grupos. Este quinto grupo foi sacrificado ap6s seis meses. Os tubos
mediam de cinco mm de comprimento e tinham calibre de 6F. Foram construidos a partir de
membranas do BPCA. Para comparacéo utilizou-se seccdes de cinco mm de um stent ureteral de
poliuretano de 6F (Stent Ureteral Universa Cook Medical®. Foram analisados fendmenos
macroscopicos sofridos pelo tubo, a bexiga e seucontetdo. Asbexigas foram ressecadas e analisadas
histologicamente com preparagdes padrdes de hematoxilina-eosina. Amostras de urina foram
coletadas no momento do sacrificio para estudo microbiolégico e o material incrustado ou célculos
foram analizados quimicamente. As variaveis analisadas foram mudanga de cor do tubo, mudanca de
forma do tubo, presencga de material organico aderido ao tubo, incrustagéo sobre o tubo, presenca de
calculos e se havia alteragdes histolégicas como reagdo do urotélio e resposta inflamatéria na lamina
propria.

RESULTADOS: No periodo de trés meses houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos 1 e 2 na variavel mudanca de coloracdo dos tubos (7 de 8 e 0 de 10, respectivamente; p<0,05)
e na mudanca da forma do tubo (4 de 8 e 0 de 10, respectivamente; p<0,05). N&o houve diferenca
nas alteracdes histologicas, bem como em relagcdo a presenca de material orgénico, incrustagéo e
formacdo de calculos. No periodo de seis meses houve diferenga na mudanca de forma dos tubos nos
grupos 3 e 4 (10 de 12 e 0 de 9, respectivamente, p<0,05). Nao houve diferenca estatisticamente
significante quanto a mudanca de cor, material organico aderido, incrustacéo e formagéo de calculos.
Nas alterages histologicas o grupo 3 apresentou maior reacdo epitelial do que o grupo 4 com
diferenca estatisticamente significante (p<0,05). O grupo controle ndo apresentou célculos, nem
alteracdes histologicas importantes.

CONCLUSAOQ: O BPCA, no presente estudo, comportou-se de forma inferior ao material
comparado quando analisados alguns fendmenos macroscépicos e microscpicos em médio prazo
(alteragdes de cor, forma, reacao epitelial). Contudo, os resultados desfavoraveis ndo comprometem
a continuacao de pesquisas com este biomaterial.

Palavras-chave: Materiais Biocompativeis. Incrustagcdo Biologica. Stents. Ureteroscopia.



ABSTRACT

Lima, RS. Sugarcane biopolymer as endourological prosthesis: experimental study. [Thesis]. Recife:
Federal University of Pernambuco, 2014.

INTRODUCTION: Since 2001, a group of researchers from the Federal University of Pernambuco
has been studying a polysaccharide produced by extracellular synthesis of bacteria (Zoogloea sp) on
molasses from sugarcane. After biocompatibility studies this biopolymer has been used as
membranes and gels in different applications and anatomical regions, mainly in studies with
experimental animals and more recently, in clinical applications, such as curative surgery for
hypospadias. The present study aimed to evaluate the behavior of this biomaterial when placed in
contact with the urine and urinary tract for prolonged time. Current biomaterials of the most used
endourological devices (urethral Foley catheter and ureteral stents) do not behave ideally; they have
high cost and morbidity with respect to biofilm formation, colonization, encrustation e infection.

MATERIALS AND METHODS: An experimental study with 51 Wistar rats divided into 5 groups
was performed. Implantation of small tubes in the bladder was performed by laparotomy and animals
were sacrificed after 3-6 months. Group 1 and 3 had a biopolymer tube implantation for a period of
3 and 6 months, respectively. Groups 2 and 4 had a polyurethane tube implantation for period of 3
and 6 months, respectively. A fifth group had no material implanted, but the same surgical procedure
was performed: cystotomy and cistorraphy as it was done in others groups. This group was sacrificed
after 6 months. The tubes measured 5mm in length and 6F in caliber. They were built from sugarcane
membrane. To comparison it was used 5mm sections from a 6F polyurethane ureteral stent (Ureteral
Stent Universa Cook Medical®). Macroscopic phenomena on tubes, on bladder and his content were
analyzed. The bladders were resectedand analyzed histologically on hematoxylin-eosin preparations.
At sacrifice time urine samples were collected for microbiological study. Chemical analysis was
performed on encrustation burden and uroliths. Variables were analyzed: tube’s color change, tube’s
shape change, adhesion of organic material, macroscopic encrustation, uroliths formation and
histological changes on urothelium and/or infllmmatory response.

RESULTS: In 3 months, comparing groups 1 and 2, BPCA tubes were more discolored (7 of 8 and
0 of 10, respectively, p <0.05) and shapeless (4 of 8 and 0 of 0, respectively, p<0.05). No difference
statistically significant was observed in histological changes, as well as for the presence of organic
material, encrustation and stone formation. In 6 months period, comparing groups 3 and 4, BPCA
tubes changed in shape (10 of 12 and 0 of 9, respectively, p<0.05). There was not statistically
significant difference in color change, adhesion of organic material, and uroliths formation. Group 3
showed higher epithelial reaction (epithelial hyperplasia) on histological analysis than group 4
(p<0,05). The control group showed no uroliths and major histologic changes.

CONCLUSION: Sugarcane biopolymer, in this study, presented inferior performance comparing to
polyurethane material evaluating some macroscopic and microscopic phenomena in medium term
(changes in color, shape, epithelial reaction). However, these results do not discourage future
researches in this field.

Key words: Biocompatible materials. Biofouling. Stents. Ureteroscopy.
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1 Introducéo

Desde o0 antigo Egito se tem referéncia do uso de catéteres urinarios para alivio da
retencdo urinaria. Inicialmente produzidos de papiro, foram se aperfeicoando através dos
tempos e ampliando suas aplicacdes!. E creditado a Erasistratus, um fisiologista e anatomista
grego no século 3 a.C. o primeiro uso do termo catéter, apés utilizagdo de um tubo metélico
para tratar retencdo urinaria?.

Houve um grande avanco com a descoberta da borracha natural, quando os catéteres
comecaram a se tornar flexiveis, mas ainda instaveis com as mudancas de temperatura. A
industrializacdo trouxe aborracha vulcanizada, estavel em diferentes temperaturas e flexivel,
por meio dos trabalhos de Charles Goodyear no século XVII. No século XX, proliferaram
materiais sintéticos (borrachas sintéticas) e se diversificou o uso dos catéteres para diferentes
regides anatdmicas e aplicacGes. Naurologia: catéter uretral de Foley, catéter de nefrostomia
e stent ureteral, stent uretral, etc. Pela frequéncia de uso e por muitas vezes precisar
permanecer implantado por longos periodos os stent ureteral e o catéter uretral de Foley sdo
os dispositivos mais estudados. 3-°

Neste estudo iremos utilizar a palavra stent quando nos referirmos ao stent ureteral.
Existem outras denominagdes como catéter duplo j, mais utilizado em nosso meio, e double
pigtail. A palavra “stent” j& aparece nos dicionarios de lingua portuguesa como substantivo,
mas tem sua origem como eponimo. 67

Um biomaterial é definido como qualquer substdncia, natural ou sintética, que usada
no tratamento de um paciente faz interface com qualquer tecido. 8

Atualmente, existem Varios tipos de biomateriais para confeccdo de catéteres
urinarios: latex (polisopreno), polietileno, polivinilclorido (PVC), poliuretano, silicone e
varios outros. Recentemente houve a introducdo de biomateriais biodegradaveis, de mucosa
intestinal suina e de tecido autlogo. 4

Apesar do biomaterial ideal para dispositivos endourolégicos ainda ndo ter sido
descoberto, algumas caracteristicas desse produto seriam: °

e capacidade de resistir a formacdo de biofilme e infec¢do;
e capacidade de resistir a incrustacao;

e ser biologicamente inerte;

e ter estabilidade quimica em contato com urina;

e de facil implantacdo e retirada;
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e ndo Ser propenso a migracao;
e permitir 6timo fluxo;

e ser passivel de esterilizagdo;
o durdvel;

e radiopaco

e (e bhaixo custo

A biocompatibilidade tem sido conceituada como estado “utdopico” onde um
biomaterial apresente interface com um meio fisiologico, sem trazer efeitos colaterais a este
meio, nem o meio, ao material. Apesar de todos os avancos, ainda ndo se encontrou o
biomaterial ideal para confeccdo de catéteres urinarios, sendo a incrustagcdo o principal
problema no uso destes dispositivos em contato com a urinas.

Na América do Norte, mais de 100 milhdes de dispositivos urinarios entre catéteres
de Foley, stents ureterais e préteses penianas sdo implantados a cada ano, trazendo imensa
morbidade e custo. 1°

Nos Estados Unidos ocorrem cerca de dois milhdes de infecgdes nosocomiais
anualmente sendo 40% relacionadas ao trato urindrio e 60% destas relacionadas a catéteres
urinarios implantados. 11

O catéter uretral € uma estrutura tubular e serd funcional enquanto sua luz se mantiver
patente. A obstrucdo ocorre quando a incrustacdo se desenvolve no limen do catéter.
Catéteres uretrais de Foley de longa permanéncia desenvolvem blogueio em 48% dos casos;
e 37% desenvolvem bypassing, ou seja, passagem de urina ao redor do catéter. Isso resulta
em dor e incontinéncia. Apesar de existirem alternativas menos danosas, como a
permanéncia do catéter por via supra pubica ou o cateterismo intermitente, pacientes com
catéteres de longa permanéncia por via uretral ainda é uma modalidade muito comum. 12

Pacientes com catéter de Foley implantado vao desenvolver infeccdo em 100% dos
casos num periodo de 30 dias. O catéter implantado torna o tratamento mais dificil e precisa
ser trocado. Pode haver evolugdo para septicemia, com aumento de trés vezes na mortalidade.
Outra complicacdo relacionada aos catéteres uretrais de latex é a alergia, geralmente a
proteinas da borracha natural. Pode se manifestar com sintomas menores, como irritacdes na
pele, rash, espirros e coriza, mas com a continuagdo da exposicdo podem ocorrer choques

anafilaticos. 13
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Varias complicagdes tém sido relatadas ao uso dos stents ureterais. Estes dispositivos
tem seu protdtipo num catéter de silicone proposto na década de 60 (com nome de splint
ureteral) e em 1978 aparecem as primeiras publicacbes com as nomenclaturas de catéter
ureteral double j e pigtail. 14-18

Quando um stent ureteral incrusta, sua disfuncdo pode levar a hidronefrose e dor. Se
prolongada, a disfuncdo pode haver dano renal irreversivel, e se concomitante houver
pielonefrite e sepse, o0 dano renal acontece com muito mais rapidez. Evidéncias recentes
demonstram que no funcionamento de um stent ureteral o fluxo se d& predominantemente
pelo entorno do catéter em dois tercos e apenas um terco pela luz. Se grosseiramente
incrustado, sua remogdo torna-se um problema, sendo necessario tratamento em centros
especializados com diferentes técnicas cirdrgicas. 1°

Um estudo analisou 141 stents ureterais ja utilizados removidos de pacientes e
encontrou 46,8% de bloqueio completo da luz. Este estudo também constatou que a
incrustacdo acontece em 6% dos stents se eles ficam menos de seis semanas implantados e
aumenta para 76%, se ficam implantados por mais de 12 semanas??. Outro estudo mostrou
taxa de 58% de incrustacdo em 40 stents usados??.

Uma das piores complicagbes existentes neste contexto € o stent ureteral que foi
implantado e esquecido. Todas as complicagdes acima relatadas estardo mais pronunciadas
e geralmente ficam retidos com grande volume de calculos principalmente na porcéo vesical.

22 As figuras 1,2 e 3 ilustram tais situacoes.
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Figura 1 - Radiografia simples da regido pélvica com seta apontando grande célculo
na por¢do vesical de umstent ureteral. Fonte: Gorman SP, Tunney MM. J Biomater
Appl 1997; 12; 138p.%

Figura 2 - Uro-Tomografia com reconstrucéo em 3 dimensdes mostrando excrecdo normal a
esquerdae presenca de stent ureteral incrustado em sua porc¢éo renal, ureteral distal e
vesical. Neste ponto encontra-se também fraturado. Ha urete rohidronefrose associada. Fonte:
Singh, D., Goel, A., Ahmed, N., & Singh, B. P. Reminder of important clinical lesson:
Forgotten stent leading to complex panurinary stone: single-sitting endourologic
manage ment. 2011;BMJcasereports?
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Figura 3 — Porgdo vesical de stent ureteral incrustado. Fonte: Keane, P. F. et al. BJU,
689p>*

O biopolimero da cana-de-agucar (BPCA) é um polissacarideo obtido por sintese
bacteriana (Zooglea sp.) a partir de melaco de cana-de-agucar. Sua estrutura quimica pura é
formada 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%). 2°

Desde 2001, o Nucleo de Cirurgia Experimental da UFPE vem desenvolvendo uma
série de ensaios quimicos com o objetivo de adequar o biopolimero, em estado de pureza,
para diversas aplicacbes biomeédicas. Até o momento, o0s estudos experimentais realizados
com o biopolimero da cana-de-agUcar obtiveram resultados satisfatorios. O biopolimero da
cana-de-acUcar aplicado em diferentes regibes anatbmicas em animais de experimentacdo
com bom desempenho tanto em se tratando de biocompatibilidade como substituto de
diferentes tecidos. Mais recentemente ja existem aplicacdes clinicas deste biomaterial
publicadas que impulsiona a continuagdo das pesquisas, aprofundamento e diversificacéo
dos temas ja estudados. 26-4°

E neste contexto que o presente estudo foi planejado. Avaliar o comportamento do

biopolimero de cana-de-agUcar em contato com a urina e o trato urinario, pois este aspecto
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ainda ndo foi estudado e os biomateriais de uso corrente ainda ndo atendem as demandas
como exposto acima, na perspectiva de saber se este biomaterial tem potencial para

construcdo de proteses endourologicas.
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2 Objetivos

2.1 Geral

O presente estudo teve por objetivo avaliar a desempenho do biopolimero de cana-
de-acucar em contato com urina (livre na luz wvesical), em modelo in vivo, fazendo

comparacdo com biomaterial ja utilizado na clinica.

2.2 Especificos

e Avaliar os fendmenos macroscopicos que sofreram os biomateriais implantados, a
bexiga e seu conteldo.
e Avaliar histologicamente a parede da bexiga (com énfase na mucosa e lamina

propria) dos animais nos quais foram implantados os biomateriais.
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3 Literatura

3.1 Biopolimero de Cana-de-AcuUcar

Um dos primeiros trabalhos publicados utilizou membranas de biopolimero de cana-
de-agucar como curativos em feridas cutaneas de animais domésticos, atendidos no Hospital
Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco. N&o houve dano as feridas.
Observou-se um aumento do tecido de granulagdo, controle de infeccdo e diminuicdo do

tempo de cicatrizagdo das feridas. 26

O BPCA foi submetido a testes de citotoxicidade utilizando macréfagos alveolares,
comparando com dois materiais ja usados: o PTFE® (politetrafluoretileno) e telas de
polipropileno. Foi determinado indice de adesividade, concentragdo de Oxido nitrico e
percentual de viabilidade celular através de ensaio do MTT. Os trés testes aplicados
demonstraram baixa citotoxicidade do biopolimero de cana-de-agUcar, semelhante aos

materiais ja usados na clinica, o que permitiu sua aplicacdo experimental com seguranca. 27

O implante de membranas de BPCA em peritbnio parietal de ratos foi avaliado
através de alguns fenbmenos macroscopicos comparando com implantes de tela de
polipropileno. Os fendmenos pesquisados foram aderéncias, colecdes, exsudato livre,

fistulas e sinais flogisticos. Né&o houve diferencas entre os dois materiais. 28

Membranas de BPCA foram testadas do ponto de vista biomecanico avaliando a forca
maxima de tensdo e deformacdo. Os testes foram realizados antes e depois de implante em
subcutaneo de ratos por 180 dias. Havia um tipo de membrana com perfuraces. Os melhores
resultados foram para as membranas ndo perfuradas e naquelas que estiveram implantadas
por 180 dias. 2° Outro estudo avaliando também propriedade fisica, carga de ruptura, ap6s
implante em defeitos produzidos em parede abdominal. Foi estudado o BPCA e PTFE. Os
animais foram sacrificados com 14, 28 e 60 dias. O PTFE apresentou melhor resisténcia a
ruptura que o BPCA nos trés momentos estudados. Histologicamente o BPCA se integrou

melhor ao tecido sem resposta inflamatéria diferentemente do PTFE. 20
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Membranas timpanicas de Chinchilla laniger foram enxertadas com enxerto livre de
BPCA para reparo de perfuragdes cronicas, comparando com fascia autologa. Realizaram
exames clinicos (otomicroscopia) semanais (oito semanas) e ao final, analise histolgica. O
biopolimero mostrou-se semelhante a fascia autdloga como enxerto livre no tratamento de

perfuragdes cronicas de membrana timpanicas de Chinchilla laniger. 3!

Um estudo experimental utilizou o BPCA em arterioplastias femorais em caes,
comparando com o material ja usado na clinica, o e-PTFE. Os animais foram seguidos
clinicamente na primeira semana (avaliagio dos pulsos femorais, avaliagio da marcha,
presenca de tumor pulsatil, hemorragia, infeccdo). Apo6s 180 dias foram submetidos a
dopplerfluxometria, arteriografia transoperatoria e sacrificados com anterior retirada de
material para histologia. Todos os animais sobreviveram aos 180 dias. Nenhuma
intercorréncia foi observada na primeira semana. A resposta inflamatoria encontrada foi
semelhante para os dois materiais testados. O biopolimero mostrou-se um substituto
adequado quando utilizado sob a forma de remendos em artérias femorais de cdes. Estudo
semelhante avaliou patchs em veias femorais de cdes. Também os resultados foram
semelhantes ao PTFE, ndo houve infeccdo, ruptura e formacdo de pseudoaneurisma.
Histologicamente a resposta inflamatéria foi semelhante apenas com mais fibroblastos no
grupo de PTFE. 3233 Um estudo semelhante também em cées avaliou o BPCA em \eias
femorais comparando também com o PTFE. N&o houve complicagbes maiores como
infeccdo do enxerto, ruptura, pseudoaneurisma ou trombose. A resposta inflamatoria foi

semelhante em ambos os grupos com invaséo de fibroblastos nos patchs de PTFE. 34

O BPCA foi implantado na orelha média de ratos em forma de fita de 3xlmm em
comparacdo com fascia autdloga apos perfuracdo timpéanica na porgdo tensa rente a mucosa
daorelha. As orelhas com BPCA apresentaram maior reacdo inflamatoria, compradas ascom
fascia autdloga o que diminuiu progressivamente a cada tempo de sacrificio (4, 8,12
semanas). A fascia foi totalmente reabsorvida por provavel necrose. E as alteracdes locais

sobre a membrana timpanica foram semelhantes. 3°

O implante de gel de BPCA em submucosa de bexiga de coelhos por técnica aberta
em comparagdo com biomaterial ja utilizado na clinica como agente injetavel para refluxo

vesico-ureteral e incontinéncia urinaria (Deflux®) foi avaliado com trés dias e apods trés
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meses. Havia poucas alteracdes aos trés dias, mas em trés meses o BPCA apresentava-se em
feixes, permeado de coldgeno e neovascularizagdo de forma diferente do outro material que

estava livre de células e homogéneo. 36

Um fio cirdrgico composto de BPCA foi testado em bexiga de ratos Wistar utilizando
uma avaliacdo histomorfométrica da bexiga comparando com poliglactina 910. Encontrou-
se uma boa integracdo do material a bexiga dos ratos, com menor taxa de absorcdo em relagdo
ao outro fio e maior resposta inflamatdria inicial com resultados semelhantes apds oito

semanas. 37

Em forma de gel, o BPCA foi testado na reparacdo de feridas feitas de maneira
controlada em joelho de coelhos e ndo houve diferenca em relacdo as feridas que cicatrizaram

de forma espontanea tanto do ponto de vista macroscépico como histolégico. 3839

Outro estudo também utilizando o BPCA em estado fisico de gel, preencheu a bolsa
escleral de olhos eviscerados de coelhos e encontrou bons resultados de biocompatibilidade

e integracdo as orbitas destes animais. “4°

Uma avaliagdo do BPCA como matriz para células tronco mesenquimais de cordao
umbilical foi conduzido. Utilizou-se a espectroscopia de impedancia e microscopia
eletrbnica para avaliacdo e este biomaterial mostrou resultados promissores, com boa adesdo

a superficie do BPCA o que é condicdo para potencial crescimento e proliferacdo. 4!

Na forma de gel o BPCA foi utilizado na reparacdo de defeitos em cranios de ratos.
O BPCA mostrou-se ser excelente carreador de proteinas morfogenéticas na reparagdo de
tais defeitos. 42

Um estudo clinico comparando dois tipos de curativos para poOs-operatorio em
cirurgia de correcdo de hipospadia. Um curativo de BPCA e outro comercialmente ja
utilizado de poliuretano (Tegaderm®). Eram dois grupos de 30 pacientes. Com o curativo de
BPCA nédo houve reagéo local, 2m dois pacientes se desprenderam. Teve a vantagem de ser
possivel alavagem 3-4 vezes ao dia com curativo in situ e ele se desprendia espontaneame nte

apds 10-14 dias. No outro grupo houve edema importante em dois casos. 43
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O BPCA foi utilizado emforma de esponja hemostatica para trauma renal num estudo
em coelhos comparando com outro biomaterial de uso clinico (SURGIFOAM®). O grupo
controle apresentou-se com maior reacdo inflamatoria e aderéncias. Ndohouve complicagdes
sérias no que diz respeito a biocompatibilidade, hemorragia, hematoma, fistula ou célculos
em ambos os grupos. A esponja de BPCA comportou-se de forma adequada para hemostasia

e reconstrucdo de unidades renais controladamente traumatizadas. 44

Alguns outros estudos foram realizados com publicacbes locais através de teses e
congressos com utilizagdo do BPCA em varias aplicagBes como por exemplo, em prega vocal

de coelhos, sling em ratas, tinica albuginea em pénis de cées, dura-mater de ratos.45-48-

3.2 Biocompatibilidade, biofilme, incrustagdo, biomateriais e direcionamento das

pesquisas para dispositivos urinarios.

Num estado de absoluta biocompatibilidade de proteses no trato urinario, o
biomaterial ndo afeta o urotélio nem o urotélio e a urina o biomaterial. Apesar do
desenvolvimento de melhores materiais para proteses do trato urindrio esse estado ndo foi
atingido. Biocompatibilidade é um processo complexo e depende de varias propriedades
fisicas e quimicas como a composicdo do material, substancias que podem ser misturadas
durante a fabricagdo, capacidade de ser hidrofilico, a carga da superficie, a resisténcia a
tracdo, o coeficiente de atrito, etc. O trato urindrio representa um verdadeiro desafio para 0s
fabricantes de catéteres e no desenvolvimento de materiais e dispositivos que possam resistir
a colonizacdo bacteriana e manter a drenagem da urina de forma eficaz. O processo de
fabricacdo pode resultar em superficies &speras, especialmente em torno das regides dos
orificios, tornando assim estes dispositivos wulnerdveis a colonizacdo e infeccdo por
bactérias. 4°

E bem conhecida a habilidade de uropatogenos aderirem ao urotélio ou na superficie
de endoproteses como evento importante na patogénese da infeccdo do trato urindrio. Em
poucas horas as bactérias podem se agregar, se multiplicar e formar matrizes de biofilme
que, uma vez cercadas de glicocalix denso, podem tornar-se resistentes aos antimicrobianos
e constituir um reservatorio de microrganismos viaveis. A formacdo de biofilme € uma parte
natural do ciclo de vida de microrganismos e € uma estratégia importante que os ajuda a

sobreviver. 490 fato de microrganismos desenvolverem biofilmes em proteses implantadas
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no corpo e simplesmente uma extensdo do seu habitat natural na tentativa de aderir as
superficies, o que de certa forma explica porque é tao dificil de controlar este processo. Além
disso, a maioria dos organismos que colonizam os dispositivos se origina a partir da pele e
do trato gastrintestinal e sdo, portanto bem adaptados para lidar com o sistema imune. A
bactéria que ndo € capaz de aderir e se multiplicar € lavada pela urina e ndo causa infeccéo.
InfeccOes relacionadas ao biofilme sdo a principal causa de falha do dispositivo, apesar de
muita pesquisa voltada para a sua prevencdo e erradicagdo. 24

Uma explicacdo fisico-quimica para elucidar todo mecanismo de tais incrustagdes ou
inibir a infeccdo dos biomateriais ainda nédo esta disponivel. 51

Experimentos mostram que todos os catéteres disponiveis sdo wulneraveis a

incrustagdo. 1955253

Uma forma didatica de entender a formacdo do biofilme e incrustacdo segue: Vide

também figura 4.

» Adsorcédo de proteinas sobre asuperficie do biomaterial. Este processo € influenciado
por forcas eletrostaticas e polaridade, temperatura e composicdo da urina.

» Formacdo de um filme orgénico por deposicdo de eletrolitos e moléculas organicas
sobre o substrato organico.

» Inicio de adesdo de bactérias (processo reversivel). Envolve interacdes hidrofilicas,
forcas eletrostéticas e mecanismos termodindmicos.

» Crescimento bacteriano, colonizacdo e formacdo de biofilme (irreversivel). Ha
producdo de uréase.

» Elevacdo do pH urinario e do biofilme devido a hidrélise da uréia e liberacdo de ions
amonia e hidroxila.

» Atracdo de célcio e magnésio para dentro da matriz de biofilme. Em pH alcalino a
solubilidade da estruvita e da hidroxiapatita diminui.

» Estabilizagdo do calcio e do fosfato-amoniaco-magnesiano dentro da matriz de
biofilme, formando cristais.

» Mais formacédo de cristais e colonizacdo bacteriana leva a maior formacéo de biofilme

e mais agregacdo de incrustagdo. 545°
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Figura 4 - Desenho esquematico da formagédo biofilme e incrustacdo sobre um catéter
urindrio. A enzima urease produzida por bactérias desdobra a uréia em amonia e ion
hidroxila, aumentando o pH e causando a precipitacdo do célcio e magnésio em cristais
de fosfato de célcio e fosfato amoniaco magnesiano. Fonte: Esquema baseado no texto
de Sofer M, Denstedt JD. Current Opinion in Urology 2000, 10:563+569°4

O aparelho urindrio normal tem uma série de mecanismos de defesa para se proteger
contra a infec¢do, incluindo a lavagem regular do trato urindrio com urina estéril, a presenca
de bactérias benéficas, tais como os lactobacilos, que impedem a colonizagdo por bactéria
patogénica além do préprio tecido epitelial conhecido como o urotélio. A falha de qualquer
uma desses mecanismos de defesa do hospedeiro através de envelhecimento, processos
patoldgicos ou a insercdo de um dispositivo médico vai resultar em um individuo mais
susceptivel & colonizagdo e infec¢do por bactérias patogénicas. Este fato é bem demonstrado
com o catéter de Foley, que é usado para drenar a urina da bexiga. O uso de um catéter
prejudica o enchimento e o esvaziamento ciclico que normalmente assegura que todas as
bactérias contaminantes da urina sejam lavadas para fora. A presenca do baldo para manter
o catéter no lugar adequado e os orificios acima do baldo fazem estagnar cerca de 10 ml de
urina gque atua como fonte de nutrientes para organismos contaminantes e permite 0 seu
crescimento e proliferagéo. 4

O risco de infeccdo associada ao uso de catéter urinario de Foley aumenta em 5-8%
por dia e mais de 90% dos pacientes submetidos a cateterizacdo por longo periodo ird

desenvolver bacteridria dentro de quatro semanas, apesar de sistemas de drenagem fechados.
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A associacdo entre infeccdo urinaria e formacdo de calculos foi reconhecida desde o final do
século 17.56

Estudo in vitro encontrou vantagem em insuflar o baldo do cateter de Foley com
triclosano, que se difundia através do silicone e fazia efeito antisséptico diminuindo a carga
bacteriana contra diferentes patégenos®’. Outro estudo in vitro também encontrou
superioridade de catéteres de Foley 100% silicone tratados com triclosano e de latex

revestido com hidrogel e tratado também com triclosano®®.

Andlise da composicdo da incrustacdo em 10 pacientes e com quatro diferentes tipos
de catéter de Foley mostrou a presenca do mineral estruvita (NHsMgPO4 '6H20 — ortofosfato

amoniaco magnesiano hexahidratado) em todas as amostras®®.

A hidroxiapatita (fosfato de célcio) aparece como segundo cristal mais comum em
incrustacdes e calculos associados a cateteres urinarios®®.

Em avaliacGes de superficie de materiais incrustados aestruvita aparece como cristais

grandes em forma de Y enquanto o fosfato de célcio pode aparecer tanto em cristais de
hidroxiapatita com aspecto amorfo®?.

Varias teorias tém sido sugeridas para explicar porque um material é menos propenso
a incrustacdo do que outro. Dois estudos sugerem que a morfologia da superficie, por
exemplo, de um catéter de silicone tem maior resisténcia a incrustacdo pois é lisa e ndo
pegajosa, 0 que reduz a adsorcdo de incrustacbes sobre o catéter. As irregularidades da
superficie podem atuar como sitios de nucleacdo para o crescimento de cristais e colonizac¢édo
bacteriana, e que incrustacdo € mais provavel no aspero do que em superficies lisas.62:62.64

Alguns estudos focam em testar inibidores da urease para na intencdo de inibir o

processo de incrustagao®®.

Existe alguma susceptibilidade individual. Alguns trabalhos dividiram pacientes que
viviam cronicamente com catéter uretral de Foley implantado em duas categorias: “blockers”
e “nonblockers”. Descobriram que os primeiros excretam urina mais alcalina, sem achar

relacdo entre a composicdo da urina ou a composicdo do material incrustado. ©6:67

Avaliando estas duas categorias de pacientes com catéter de Foley (“blockers” e

“nonblockers”) um estudo encontrou também maior pH urinario nos primeiros, assim como
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a maioria dos calculos eram de estruvita ou hidroxiapatita. J& os pacientes com melhor

evolugdo tinham menor pH e incrustacdo e calculos principalmente por oxalato de calcio®®.

Estudos in vitro j& testaram a possibilidade de solu¢bes acidas aplicadas para lavar

estes catéteres in situ para dissolver o material incrustado com resultado satisfatorio®®.

Desde sua introducdo na pratica uroldgica na década de 1970 os stents ureterais se
tornaram fundamentais e largamente utilizados em obstrucGes ureterais por calculo ou ap6s
cirurgia para litiase ureteral ou renal prevenir obstrucdo por edema ou fragmentos residuais
e prevencdo de estenoses tardias, nas estenoses ureterais, nas estenoses de juncdo pielo-
ureteral, na fibrose retroperitonial na desobstrucdo ureteral em tumores retroperitoniais ou
pélvicos. Sdo mantidos em posicdo correta pelo seu desenho que incorpora a ideia das
extremidades enroladas com uma memoria fisica. Disponiveis em diferentes formas e
tamanhos para dar conforto ao paciente. 7©

Uma variedade de polimeros tem sido testada na confeccdo de stents ureterais.
Poliuretano e poliuretano modificado, silicone, polisobutileno, &cido polilatico, acido
poliglicolico, poliéster, poliestireno, polimetilacrilato e outros. Atualmente o poliuretano é o
biomaterial mais utilizado’t. A Figura 5 representa de forma esquematica a evolugéo

historica recente destes biomateriais para confeccdo de stents ureterais através do tempo.

Alto coeficiente de Instavel em urina, Tende a incrustrar,
atrito fratura precoce adesdo de bactérias e
proteinas, menor
tempo de implantacdo

Silicone Polietileno Paliuretano Novos polimeros,

revestimentos,

stents metalicos

Figura 5 - Evolucéo histdrica dos biomateriais usados na confec¢do dos stents ureterais.
Adaptado de Venkatesan, N., Shroff, S., Jayachandran, K., & Doble, M. Polymers as
ureteral stents. Journal of Endourology, 2010, 24(2), 191-19872

O poliuretano é um membro de uma classe genérica de polimeros de condensacéo.

Embora altamente versatil e de baixo custo em comparacdo com outros, poliuretano causa
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maior ulceracdo e erosdo ureteral. Silicone, composto por de silicio e oxigénio, € o atual
padrdo-ouro com respeito a compatibilidade com os tecidos, devido a seu potencial ndo
toxico. Silitek® é um copolimero com base no silicone. C - Flex é um copolimero em bloco
de estireno / etileno / butileno com silicone e Percuflex® é um copolimero de bloco olefinico.
Tecoflex®, por outro lado, é um termoplastico alifitico e ndo € um polimero a base de
silicone . Cada um desses biomateriais tem suas particularides e tem sido amplamente

utilizados com sucesso no trato urinario.’2

Os biomateriais metalicos que sdo usados atualmente para implante tanto na uretra
como no ureter sdo compostos de titanio ou de uma superliga de niquel /titanio (nitinol). Um
estudo avaliando este material como stent uretral houve migracdo do stent, ndo remocdo do
stent, acUmulo de tecido de granulagdo em ambas as extremidades do stent, levando 0s

autores a concluir que algumas modificacGes de projeto seriam necessarias’s.

Dos biomateriais biodegradados para confeccdo de stents ureterais e uretrais o
copolimero de &cido L-latico e acido glicolico na razdo molar de 80:20, teve boa adaptagéo

ao urotélio, ndo incrustrou e foi quase totalmente degradado em 3 meses’.

Inicialmente em modelos suinos e em estudos em fase Il um stent ureteral que se
degrada com o tempo vem sendo testado com resultados satisfatorios. Noventa por cento dos
stents eliminados em 8 dias e 89% de satisfagio dos pacientes. Desenvolvido por

Boston/Microinvasive tem nome de TUDS (temporary ureteral drainage stent). 7577

O desenvolvimento de stents através da engenharia de tecidos esta em fase bem
inicial. A utilizacdo de tecido autdlogo teria a vantagem da biocompatibilidade inerente.
Alguns estudos utilizam matrizes de polimeros como molde para semear células como
condrécitos e células uroteliais para revestirem esses moldes na perspectiva de confeccionar

stent ureteral e até reconstrugdo ureteral. 7879

Existem pesquisas que focam no estudo do filme de macromoléculas (proteinas,
lipideos e polissacarideos) que constituem a matriz na formacdo de um célculo ou na
incrustacdo, tentando entender quais macromoléculas participam deste processo, se existem
diferengas na composicdes desses constituintes na urina ou da preferéncia na aderéncias de
diferentes biomaterias a essas macromoléculas. Também a relacdo destas macromoléculas

com a microbiologia. Este aspecto da génese acontece numa fase anterior a formacdo de
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cristais e varias proteinas tém sido estudadas neste processo: albumina, ol-microglobulina,

B-2 microglobulina e proteina de Tamm-Horsfall. 8°

Também existe evidéncia que a composicdo do material incrustado em stents
ureterais € um bom preditor da composicdo de célculos em pacientes operados por litiase,
sejam calculos a base de calcio ou acido Urico. O oxalato de célcio é o principal constituinte
de incrustacdes em formadores de calculo.81:82

Portar um stent ureteral pode ser morbido sem incluir os problemas relacionados a
formacdo de incrustacdo, danos ao urotélio e infeccdo. Sintomas com polacitria, disdria,
hematUria, urgéncia, dor lombar podem surgir. Algumas abordagens foram tentadas para dar
conforto aos pacientes com stents ureterais implantados. Do ponto de vista do design, da
arquitetura, da estrutura, varias linhas de pesquisa se apresentam na literatura também com
intencdo de melhorar a interacdo com a urina e urotélio e principalmente dar conforto ao
paciente, facilitar implantagcdo e remocdo e melhorar drenagem. Pode-se citar stents em
espiral, extremidades mais delgadas e menos enroladas (para melhorar conforto na porcéao
vesical), extremidades com magnetismo (para efetuar a retirada principalmente em criangas
sem a necessidade de anestesia apenas introduzindo um guia também magnético na bexiga),
etc.83'87

Avanco mesmo houve no que diz respeito a farmacoterapia com uso de alfa-blogueadores

orais como alfuzosina e tansulosina em aliviar os sintomas®8®.

Do ponto de vista de revestimento dos dispositivos urinarios uma grande variedade
de agentes para revestir as superficies de dispositivos uroldgicos estd sendo testados. Tanto
para melhorar a interagdo com a urina e urotélio como liberadores de substancias como
antimicrobianos, inibidores de urease ou anti-inflamatérios. Um revestimento de superficie
que foi muito estudado em urologia foi para o revestimento do catéter de Foley com prata.
Os hidrogéis sdo os revestimentos mais comumente usados para os dispositivos do trato
urinario. Os hidrogéis sédo compostos de um polimero hidrofilico que permite que a agua
fique presa na estrutura quimica. Isto reduz o coeficiente de atrito do material e melhora a
biocompatibilidade, reduzindo a irritacdo e a adesdo celular por atrito na interface com o
tecido. Além disso, hd alguma evidéncia de que os revestimentos de hidrogel reduzem

incrustacdo. 89-95
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Outras substancias tém sido utilizadas para revestir a superficie de stents como
glicosaminoglicanos (polisulfato de pentosan, heparina), inibidores de urease, enzimas que
degradam oxalato, antimicrobianos. Todos estes artificios tém seu fundamento no

entendimento do mecanismo de formagdo do biofilme, colonizacdo microbioldgica e
incrustacdo, tentando inibir este processo atuando em diferentes etapas. 96-98

Estudo interessante e com bons resultados foi de um stent ureteral com um anti-
inflamatdrio carregado na sua superficie para liberacdo quando implantado. Foi utilizado o
cetocoralaco. Resultados satisfatorios em relacdo ao desconforto e dor principalmente em
homens, com menor utilizacdo de analgesia oral. °°

Pesquisa e desenvolvimento sdo essenciais para superar muitas das complicacdes
associadas com dispositivos uroldgicas atuais. A morbidade para os pacientes e 0s custos
para os sistemas de salde que resultam da utilizacdo de cateteres urindrios de longo prazo

sd0 inaceitaveis. 4°
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4 Materiais e Métodos

4.1 Tipo de estudo

Estudo experimental com as amostras alocadas em grupos de forma aleatoria.

4.2 Locais de estudo

As etapas experimentais ocorreram no Nucleo de Cirurgia Experimental do

Departamento de Cirurgia, do Centro de Ciéncias da Saude — CCS/UFPE, na sala de
microcirurgia e biotério de experimentacdo e no Servico de Patologia do Hospital das
Clinicas UFPE. Esterilizacdo por raios gama no Departamento de Energia Nuclear da UFPE.
Anélise microbioldgica e fisico-quimica realizada no Laboratério Paulo Miranda —
laboratorio privado, Caruaru-PE. Andlise quimica no Centro Regional de Ciéncias Nucleares

do Nordeste CRCN-NE, 6rgdo do Ministério de Ciéncia, Tecnologia e Inovacéo, Recife-PE.
4.3 Selecédo e tamanho da amostra

Foram utilizados no estudo 51 ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus),
machos, adultos, procedentes do Biotério de Nutricdo e transferidos para o Biotério de
Experimentacdo do Nucleo de Cirurgia Experimental, ambos da Universidade Federal de

Pernambuco. Foram distribuidos da seguinte forma:

e Grupo 1 - 10 animais operados e tubos de BPCA implantados. Sacrificados ap6s 3
meses.

e Grupo 2 —10 animais operados e tubos de Duplo J implantados. Sacrificados ap6s 3
meses.

e Grupo 3 - 13animais operados e implantados com tubos de BPCA. Sacrificados apds
6 meses.

e Grupo 4 - 9animais operados e implantados com tubos de Duplo J. Sacrificados apds
6 meses.

e Grupo controle — 9 animais operados sem implante. Sacrificados apds 6 meses.
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4.4 Procedimentos técnicos

Os animais passaram periodo de 6 meses de adaptacdo, crescimento e
desenvolvimento, na perspectiva de terem uma anatomia mais favoravel para as intervencdes
cirirgicas. Ficaram em gaiolas coletivas nesse periodo com, no maximo, quatro animais,
com piso maravalha, com controle de temperatura e umidade, ciclo dia-noite artificialmente
estabelecidos em 12 por 12 horas, livre acesso a dgua potavel e racdo Labina® ad libitum.

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.

Como material para implantacdo na bexiga dos ratos foram usados pequenos tubos
de 5 mm de comprimento com 6F de diametro externo, confeccionados artesanalmente a
partir de membranas de biopolimero de cana-de-acUcar (figura 6). Para comparacao utilizo u-
se seccOes transversais de 5mm de stents ureterais de poliuretano 6F (Stent Ureteral
Universa, Handle Cook®), produto de muito utilizado na clinica para implantacao e
drenagem por 6 meses, figura 6. Foram utilizadas duas unidades adquiridas com

recursos proprios.

Figura 6 - Tubo de BPCA, & esquerda. Tubo de Duplo J, a direita. Fonte: Do autor

Todos os tubos foram esterilizados com radiagcdo gama (y) no Departamento de
Energia Nuclear da UFPE. Os cinco grupos de animais foram submetidos aos mesmos

procedimentos de anestesia, intervencdo cirurgica, cuidados pds-operatorios e



35

sacrificio, diferindo exclusivamente no material implantado na bexiga. O controle
também foi submetido as mesmas intervenc¢des diferindo a ndo implantacao de
material na bexiga. Apenas a cistotomia e sintese da mesma forma dos demais.

O estudo foi dividido em duas etapas: a primeira etapa consistiu na realizacdo de uma
laparotomia mediana, com cistotomia e implantacdo na luz da bexiga livre dos materiais
propostos. Na segunda etapa, apos periodo de 3 a 6 meses dependendo do grupo os animais
retornaram a sala de experimentos e foram sacrificados para a resseccdo da bexiga e
recuperacao do material implantado e do seu conteido para analise. No total foram realizados
98 experimentos, sendo 42 cirurgias para implantacdo dos materiais, 9 cirurgias no grupo

controle sem implantacdo, 46 cirurgias na ocasidao do sacrificio e uma necropsia.

4.4.1 Anestesia

Antes da anestesia 0s animais foram pesados e identificados numericamente. Apds
jejum de 12 horas, os animais foram pré-medicados com sulfato de atropina, na dose de
0,44mg/100g por via subcutanea e anestesiados com uma mistura de xilazina 2% e ketamina
5% na proporcao de 1:1, na dose de 0,2 ml para cada 100g de peso por via intramuscular.

Durante 0 ato cirdrgico recebiam oxigénio suplementar.

4.4.2 Técnica cirurgica

O animal era colocado na mesa cirlrgica em decuUbito dorsal, apos tricotomia dos pelos
da regido abdominal, submetido a antissepsia com Povidine®. Apos aposicdo de campo
estéril incisdo infra-umbilical de 4cm e dissec¢do romba até a cavidade peritonial. A bexiga
era identificada e reparada com ponto de poliglactina 910 (Vicryl 6-0®) na cupula. Incisdo
de cerca de 6-7mm era realizada na clpula e introducdo do tubo sob visdo direta como ilustra
a Figura 7. Rafia da cupula com sutura continua com o mesmo fio como ilustra a Figura 8.
Toalete de alguma urina na cavidade peritonial e fechamento em 2 planos com pontos
separados de cat gut cromado 4-0 (aponeurose e pele). Aplicava-se sobre a ferida ja suturada

pequena quantidade de Povidine® degermante.
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Figura 7- Tempo cirurgico de implantac¢io de tubo de BPCA na luz da bexiga

S ~

Figura 8 - Sintese da bexiga com Vicryl® 6-0
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4.4.3 Cuidados p0s-operatorios

Os animais eram encaminhados para as gaiolas individuais com decubito
levemente elevado, permanecendo aquecidos sob fonte luminosa nas primeiras horas do
pOs-operatdrio. Na primeira semana receberam avaliacdo diaria e apos o oitavo dia, avaliagcdo
semanal. A avaliagdo consistiu na observacdo do nivel de vigilia do animal, sua atividade
motora, ingestdo alimentar e hidrica, o estado da ferida cirrgica quanto a cicatrizacdo e a

existéncia de sangramentos, hematomas, deiscéncia e infecgdo.

4.4.4 Eutanasia dos animais

Por ocasido do sacrificio, os animais foram pesados novamente e receberam dose letal
de anestésico intraperitoneal. Depois de anestesiados, eram colocados sobre amesa cirdrgica
em declbito dorsal, submetido a procedimento de antissepsia e assepsia, e através de
laparotomia eu U invertido era realizado inventario da cavidade peritoneal. A bexiga era
puncionada e aspirada para coleta de urina para avaliagdo microbioldgica com seringa estéril
de 1ml. Em seguida era procedido com dissec¢do da bexiga e cistectomia. A bexiga era aberta
no sentido longitudinal com introducdo de tesoura através da uretra. Verificada sua aparéncia
macroscépica e do seu contetdo, (tubos, calculos, incrustacdes, material organico) e o
material recuperado era acondicionado em tubo seco e estéril. A figura 9 ilustra momento

antes da cistectomia com tubo de BPCA visto por transparéncia.
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Figura 9 - Visualizacdo do tubo de BPCA por transparéncia da parede vesical no

momento do sacrificio.

4.4.5 Andlise histoldgica

As bexigas abertas foram posicionadas sobre pedaco de papel vegetal para impedir
contracdo do tecido que era delgado e facilmente se dobrava. Em seguida foram colocadas
em formalina a 10%, tamponada. O material (bexiga) coletado foi preparado em parafina
para posterior preparacdo de laminas para andlise histologica, com coloracdo em

Hematoxilina e Eosina. A avaliacdo histopatologica foi realizada por um Gnico patologista.

4.4.6 Analise microbiol6gica

As amostras de urina foram semeadas em meio MacConkey e &gar sangue rico (meio
de Casoy com 5% de sangue de carneiro desfibrinado) a 35°C por 18 a 24 horas em aerofilia,
sendo feita a leitura apds 24 horas. Os meios utilizados permitem a identificacdo de bactérias
gram-positivas e gram-negativas, realizada em nivel de género e espécie através de provas

bioquimicas.
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4.4.7 Anélise quimica

O material incrustado e célculos passaram por andlise fisico-quimica qualitativa pelo
teste Céalculo Renal - Bioclin® registro Anvisa 10269360091.

Os elementos quimicos do material de incrustacdo e célculos recuperados no
sacrificio também foram analisados por espectrémetro de fluorescéncia de raios x por energia
dispersiva — EDX720, Shimadzu®.

4.5 Procedimentos analiticos

A amostra foi caracterizada com peso em gramas no momento da primeira cirurgia.

Os fendbmenos macroscépicos constituiram 5 varidveis categoricas: mudanca de
coloracdo do tubo, mudanca de forma, presenca de material orgénico, incrustacdo e formacéo
de célculos. Essas variaveis foram expressas em forma de frequéncia (propor¢do) em cada
grupo. A avaliacdo histoldgica também se deu sob a forma de categorias se havia ou nao

alteracOes histoldgicas.

4.6 Andlise estatistica

Foi calculado a média e desvio padrdo do peso em gramas de cada grupo e a perda
ou ganho de peso entre a cirurgia e o sacrificio, também expressos com media e desvio -
padrdo. As comparacdes foram entre os grupos foram feitas através de teste t de Student e o
teste de Tuckey para comparacdes multiplas. As variaveis categdricas entre os grupos foram
comparadas através do teste exato de Fisher. Aceitou-se como forca da verdade

probabilidades com valores menores que 5%. Como suporte para o tratamento estatistico foi
utilizado o programa Epilnfo 6.0 e Microsoft Excel (Microsoft USA).

4.7 Procedimentos éticos

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em
Animais da UFPE (CCB), conforme documento (Anexo A).
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5 Resultados

5.1 Caracteristicas das amostras

Os pesos dos animais de todos os grupos usados nas cirurgias de implantes dos tubos
variaram de 260 g a 589 g, como demonstrado na Tabela 1. Houve diferenca estatistica entre
0 Grupo 1 e os demais, entre e Grupo 2 e o controle e entre 0 Grupo 4 e o controle. Todos 0s
grupos com implante de tubos tiveram perda de peso na média sem diferenga entre 0s grupos.
O grupo controle apresentou ganho e diferenca estatistica em relagcdo aos outros grupos como

mostra a Tabela 2.

Tabela 1 — Média de peso dos animais utilizados nos experimentos.

Peso dos animais em Grupos (Numero de animais)

gramas G1 (10) G2 (10) G3(13) G4(9  Controk (9)
Média aritmética 515 4512 424,76 463,22 356
+Desvio Padrio +4091 +64,95 +52,97 +42,92 +09,42
M inimo/maximo 449-580  380-589  350-539  449-527  260-511

p<0,05 G1vsG2.G3.G4.Contole; G2 vs Controle; G4 vs Controle
Valor de p
p>0,05 G2 vs G3.G4; G3vs G4; G3 vs Controle




Tabela 2 — Ganho e perda de peso. Pesagemantes do implante e antes do sacrificio.

Gl G2 G3 G4 Controle
Peso (g) Média 515 4512 42476 46322  356,0
Implante +DP +4091 #6495 #5297 +4292  +9942
Peso (g) Média 49575 4345 413 45044 397,57
Sacrificio +DP +3393 45346 #4195 #4213  +10491
Diferenca )
Média -17 -16,7 -10,55 -12,77 45,71
ganho ou
+DP +142 +137 +16,3 +20,0 195
perda (9)
p<0,001 G1G2G3G4 vs controle
Valor de p
p>0,05 G1vsG2G3G4, G2vs G3G4, G3 vs G4
5.2 Mortes
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Houve cinco mortes no total de 51 animais (9,8%). Todas as mortes ocorreram dentro

das 24h seguintes a cirurgia. Nenhuma morte ocorreu no grupo de implantacdo do tubo de

Duplo J. Foram duas mortes no grupo 1, uma morte no grupo 3 e duas mortes no grupo

controle. Comparac@es entre as diferencas ndo se encontrou significAncia estatistica. (grupo

1 vs grupo 2 p=0,473; grupo 3 vs grupo 4 p=1; grupo 3 vs grupo controle p=0,544; grupo 4

Vs grupo controle p=0,470). S6 foi realizada anecropsia de um animal (rato 29), no qual ndo

foi encontrado qualquer tipo de lesdo anatémica.
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5.3 Fenbmenos macroscopicos

Os fenbmenos macroscopicos observados no momento do sacrificio dos animais
foram agrupados em cinco categorias: mudanca de coloracdo do tubo (MC), mudanga na
forma do tubo (MF), presenca de material organico/amorfo aderido ao biomaterial (MO),

incrustacdo macroscopica (INC) e presenca de célculos (CALC), apresentados na Tabela 3.

No periodo de 3 meses houve mudanca de coloracdo na maioria dos tubos de BPCA
do Grupo 1 em comparagdo com grupo 2 (7 de 8 e 0 de 10 respectivamente com p=0,0007).
Também houve diferenca quanto a mudanca de forma dos tubos que s6 aconteceram com 0s
tubos de BPCA (4 de 9 e 0 de 10 respectivamente com p=0,022). Quanto a material organico,

incrustacdo e presenca de calculos ndo houve diferenca como pode ser visto na tabela 2.

No periodo de 6 meses houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos
3 e 4 na variavel mudanca de forma (10 de 12 e O de 9, respectivamente, com p=0,0002).
Quanto a mudanca de cor, material organico, incrustacdo e presenca de calculos ndo houve
diferenca como pode ser visto na tabela 3. No rato 21, por ocasido do sacrificio e abertura da
bexiga, ndo foi encontrado o tubo de BPCA implantado. Realizamos inventario da cavidade

peritoneal sem nenhum achado importante.

Apenas um tubo apresentou-se incrustado por ocasido do sacrificio, no rato de
nimero 3, do grupo 1, e ainda havia um célculo Unico associado. Esse calculo, assim como
0 material que incrustou, tinha coloragdo pardo-amarelada e superficie com reentrancias.
Mais outros dois animais se apresentaram com célculos formados. Um no grupo 2, esse com
calculos multiplos, de variados tamanhos, pardo-amarelados, espiculados, mucosa vesical
hiperemiada, algum contetdo sanguinolento (rato 17) e outro no Grupo 4 (rato 34), com
calculos malkiplos e arredondados, como que esculpidos pelo tempo, de coloragdo mais clara.

No grupo controle ndo se encontrou nenhuma formagdo de material organico ou calculos.
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Tabela 3 — Fendmenos macroscopicos observados no momento por grupo

Grupos n  Morte MC MO MF INC CALC
Gl 10 2 7 2 4 1 1
G2 10 0 0 3 0 0 1
valorp G1 vs G2 0473 00007 1 0022 0444 1
G3 13 1 11 0 10 0 0
G4 9 0 7 1 0 0 1
valorp G3 vs G4 1 0553 0428 00002 NA 0428
GC 9 2 NA NA NA NA NA
valorp G3 vs GC 0,544 NA NA NA NA NA
valorp G4 vs GC 0,470

Legenda: n=ndmero de animais; G1=Grupol e assim por diante; GC=Grupo controle;

MC = mudanca de cor; MO =Material Organico Aderido; MF = Mudanca de forma;

INC= Incrustacdo no material, CALC =Presenca de calculos; NA=ndo se aplica

As figuras de 10 a 13 ilustram os achados no momento do sacrificio. Houve danos

nos arquivos das fotografias dos animais do grupo 2, rato 15 e 19.

O anexo B traz tabela com todos os animais e eventos.
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Figura 10 — Grupo 1 BPCA 3 meses. Fendmenos macroscopicos. Fonte: do autor.
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Figura 11 — Grupo 2 Duplo J 3 meses. Fendmenos macroscopicos.

Fonte: Do autor
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Figura 12 — Grupo 3 BPCA 6 meses. Fendmenos macroscopicos.

Fonte: Do autor.
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Figura 13 — Grupo 4 Duplo J 6 meses. Fendmenos macroscopicos.

Fonte: Do autor.
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5.4 Avaliacao Histologica

Quarenta e seis dos 51 ratos estudados tiveram suas bexigas ressecadas e
processadas para avaliagdo histologica. Em 23 animais ndo houve alteracbes e foram
encontradas alteracGes histoldgicas importantes também em 23 animais, todas elas
consideradas benignas, sem nenhuma atipia. As alteracfes tinham duas naturezas: na camada
epitelial (urotélio) todas elas consideradas reativas a agressdo recebida, pelos proprios tubos,
infeccdes secundarias ou agressdes pela presenca de célculos e incrustagdo; ou na lamina
prépria com achados de células da resposta inflamatoria. Na primeira situacdo havia
espessamento do urotélio, ondulacdes, crescimento papilar e as vezes tipos mais especificos
com formacdo de invaginacdes e nichos chamada de cistite cistica. Nasegunda situacdo eram
encontradas células infllmatérias como neutrofilos, linfocitos, plasmdcitos, eosinofilos,
mastocitos. Algumas preparacOes histologicas sdo apresentadas para ilustracdo nas figuras
de 14 a 21.

No periodo de 3 meses ndo houve diferenca entre os grupos 1 e 2. Os dois grupos
tiveram 5 animais cada com histologia dentro dos limites da normalidade e as alteracGes
encontradas, entre elas maior nimero de animais no grupo 2 com inflamacdo, ndo foram
diferentes estatisticamente como mostra a Tabela 4. Ainda no grupo de 3 meses o rato 3 que
apresentou calculo e incrustacdo exibia varias alteracdes como inflamacdo aguda, cistite
cistica e hiperplasia epitelial. O rato 17 do Grupo 2, tinha célculo e cultura positiva
(Staphylococcus epidermidis). Exibia na histologia infllmacdo cronica, cistite cistica e

agregados linfoides como ilustrado na figura 17 .

No periodo de 6 meses, o Grupo 4 tinha quatro animais com histologia normal
contra dois do grupo 3, mas ndo houve diferenca estatistica entre eles. Também ndo houve
diferenca quando se avaliou a reacdo inflamatoria. Quanto a agressdo epitelial havia dez
animais no grupo 3 contra trés no grupo 4 com diferenca estatistica (p=0,031). O animal 34

tinha cultura negativa e tinha cistite cistica, agregados linfoides e presenca de mastdcitos.

Em todos os grupos alguns animais apresentavam alteracOes focais e isoladas num
tecido com arquitetura e celularidade preservada nas demais regibes, e ndao foram

consideradas alteracGes significativas. Eram agregados linfoides, mastocitos, eosinofilos.
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Tabela 4 — Resultados da avaliacdo histologica dos animais estudados.

Grupos n Mortes Normal Alt? ragao Reagaf) . Ambas~as
epitelial inflamatoria  alteragfes
Gl 10 2 5 3 1 1
G2 10 0 5 4 4 3
Valor de p Gl vs G2 0,66 1 0,31 0,58
G3 13 1 2 10 2 2
G4 9 0 4 3 2 0
Valor de p G3vs G4 0,33 0,031 1 0,48
GC 9 2 7 0 0 0
Valor de p G3 vs GC 0,0007 0,0007 0,508 NA
Valor de p G4 vs GC 0,033 0,21 0,475 NA
Total 51 5 23 20 9 6

Legenda: n=ndmero de animais; G1=Grupol e assim por diante; GC=Grupo controle.

NA=ndo se aplica
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Figura 15 - Rato 33: HE, 400X. Espessamento do urotélio com aumento do nimero de
camadas epiteliais e superficie de aspecto ondulado (hiperplasia epitelial).
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Figura 16 — Rato 35: HE, 400X. Permeacdo de neutrofilos em urotélio (inflamacgéo

aguda).

Figura 17 — Rato 34: HE, 100X. Concregdes basofilicas com calcificacdo em

invaginacdes do epitélio (calculos).
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Figura 20 — Rato 17: HE, 400X. Infiltrado linfoplasmocitario em lamina prépria, com

agregado linfoide (inflamacgdo cronica).

Figura 21 - Rato 27: HE, 400X. Presenca de mastocitos em lamina propria.
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5.5 Avaliagdo microbioldgica

Na ocasido do sacrificio foi conseguido 36 amostras de urina, do total de 51 animais,
71% de amostragem. Considerando apenas 0s animais vivos, 78% de amostragem.
Considerando o0s grupos 1, 2, 3, 4 e controle foi conseguido amostra de urina com cultura em
80%, 100%, 92%, 56% e 11%, respectivamente. No total foram seis animas com cultura de
urina com crescimento bacteriano (11,76%). Os grupos 2 e 3 apresentaram 0S maiores
percentuais (20 e 23,08%), enquanto nos grupos 1 e controle ndo houve cultura positiva,

como mostra a Tabela 5.

Os microrganismos isolados foram todos estafilococos, pertencentes a duas espécies:
Staphilococcus epidermides e Staphilococcus aureus. Nos ratos 17 e 20 do grupo 2 (Duplo

J) foi identificado o Staphilococcus epidermides, enquanto nos ratos 26, 30 e 33 do grupo 3
(BPCA) e no rato 35 do grupo 4 (Duplo J) foi encontrado Staphilococcus aureus.

Tabela 5 — Resultados da avaliacdo microbioldgica de amostras de urina dos animais

estudados.
Grupos
Gl G2 G3 G4 GC
n animais 10 10 13 9 9
n amostras 8 10 12 5 1
n cultura + 0 2 3 1 0
Valor de p GlvsG2 = 0477 G3vsG4 =1

Legenda: n=ndmero de animais; G1=Grupol e assim por diante; GC=Grupo controle;

5.6 Analise quimica

A avaliacdo qualitativa fisico-quimica mostrou presenca de 3 substancias: carbonato,
fosfato e ambnia nos célculos dos trés animais: rato 3 (grupo 1), rato 17 (grupo 2) e rato 34
(grupo 4).
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As mesmas amostras submetidas a avaliagdo no espectrometro de fluorescéncia de
raios x por energia dispersiva. Esta técnica usa o material ja incinerado onde todo o material
organico é eliminado como hidrogénio, oxigénio, carbono e nitrogénio, restando os demais
elementos quimicos. Foi encontrado nas 3 amostras 0os mesmos elementos : fosforo, célcio e
magnésio. A figura 22 ilustra curvas de deteccdo dos elementos Mg, P e Ca. Todas as
amostras tinham proporcGes semelhantes dos elementos como mostra a tabela 6. Os

resultados apontam para maior concentracdo de calculos de estruvita (fosfato amoniaco
magnesiano) que de fosfato de calcio.

Figura 22 — Graficos de deteccéo dos 3 elementos. Da esquerda para direita magnésio,
fésforo e calcio. Amostra do rato 17. No eixo vertical, ciclos por segundo por

microampére (cps/HA); no eixo horizontal, quilo elétron volt (KeV).

Tabela 6 — Dos elementos quimicos encontrados no material incrustado e calculos.
Expressdo em ppm (partes por milh&o).

Animal
rato 3 rato 17 rato 34
ppm ppm ppm
Mg 71.222 82.322 76.853
Elementos quimicos P 67.813 78.661 70.005

Ca 1.216 401 2.233
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6 Discussao

6.1 Consideracg0es iniciais

O BPCA ate o momento foi utilizado na maioria dos estudos implantado na
intimidade dos tecidos em diferentes regiGes anatdmicas. Banhado por sangue ou liquido
intersticial se mostrou com excelente interacdo com esses meios e com as células locais e
inflamatorias. O presente estudo submeteu o0 BPCA a ambiente bem diferente das pesquisas
anteriores, quando o colocou em contato em médio prazo com a urina. Com uma grande
concentracdo de sais e material organico € um meio que desafia os pesquisadores a mais de
um século na solucdo para incrustacdo e demais topicos da biocompatibilidade como visto

anteriormente.

A despeito de alguns resultados desfavoraveis em relagdo ao BPCA neste estudo,
para um urologista que lida com proteses endourologicas, chama a atencdo um biomaterial
ficar implantado nas bexigas de 20 ratos por um periodo de 3 a 6 meses e somente ter
incrustado macroscopicamente em um animal, sendo este do grupo de menor tempo. Este
fato € que impulsiona a continuacdo das pesquisas.

6.2 Método utilizado

Poucos estudos tém sido feitos para acessar a biocompatibilidade de biomateriais na
construcdo de préteses endourologicas. A tendéncia tem sido focar os efeitos da urina sobre
biomateriais relegando a segundo plano a avaliagdo do urotélio.1%°

A literatura € vasta em diferentes modelos de experimentacdo para testar o poder de
incrustacdo de um determinado biomaterial®®: 101-196 De forma geral, existem os modelos in
vitro e in vivo. Para modelos in vivo varios animais ja foram usados, como ratos, coelhos,
cées e porcos. Esses estudos antecedem a aplicacdo em humanos?.

Os modelos in vitro podem se subdividir em modelos que utilizam urina artificial ou

humana, e em modelos estaticos ou dindmicos (com fluxo continuo tentando reproduzir as
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caracteristicas do trato urinario). Nd&o existe um modelo ideal. Os modelos in vitro tém a
vantagem de serem controlados e de menor variagdo, mas com a desvantagem de ndo
reproduzirem o funcionamento fisiol6gico do trato urindrio, com contracfes peristalticas,
esvaziamento vesical e interacdo com o urotélio. Os modelos in vivo tém essas vantagens
relatadas, mas as desvantagens de ndo se controlar a composicdo da urina, as variagdes
quanto & ingesta hidrica, a alimentacdo dos animais e as idiossincrasias dos seres vivos. Ha
varias maneiras de se avaliar a incrustacdo sejam em modelos in vivo ou in vitro. A aparéncia
macroscopica, peso do material, analises quimicas quantificando ou especificando as
moléculas  encontradas (espectroscopia de absorcdo atdmica, difracdo de raio X,
espectroscopia por infravermelho, andlise por energia dispersiva de raios X, reagdes
quimicas, etc) e avaliacdo das superficies dos biomateriais por microscopia eletrénica,
microscopia de forca atémica, etc.?1:93

Varias instituicbes nacionais e internacionais de padronizacdo como a ASTM
(American Society for Testing and Materials), 1SO (International Organization of
Standardization) e BSI (British Standardization Institute) formulam normatizacbes para
dispositivos como stent ureteral e cateteres uretrais de Foley, fazendo revisbes periddicas.
As mais utilizadas, inclusive pelo FDA, sdo as normatizagbes da ASTM. H& de se salientar
que essas padronizacGes sdo aplicaveis a produtos acabados e testam uma série de parametros
principalmente fisicos. Existe apenas um topico na padronizagdo F 1828 da ASTM para
stents ureterais em que submete o biomaterial submerso em urina artificial ou agua destilada
por 30 dias, em modelo estatico. Ha pouca importancia para incrustacdo focando apenas na
retencdo de liquido e aumento no peso do material. Portanto, o presente estudo coloca-se
numa fase bem preliminar a estas normatizac6es, pois ndo temos ainda o dispositivo pronto,

apenas testa-se a potencialidade do biomaterial para este fim,108.109

A escolha do modelo in vivo e em ratos se deu pela facilidade de aquisicdo dos
animais com biotério dentro da universidade, possibilidade de uma amostragem em maior
numero, grande resisténcia a infecgbes, baixo custo, homogeneidade genética e
principalmente a experiéncia prévia dos pesquisadores do Nucleo de Cirurgia Experimental
que ja estudaram o BPCA em ratos Wistar de diferentes maneiras. 28-48

Deve-se ter cautela na extrapolacdo dos resultados em animais pra humanos.
Entretanto ha muitas similaridades entre a estrutura e fisiologia do trato urinario de ratos e

humanost1?, Alguns estudos mostram muitas semelhangas entre a urina humana e de ratos
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em composicdo e cristalizacdo. Naturalmente € muito rara a formacdo de litiase espontanea
em trato urindrio baixo ou alto. S&o muito utilizados como modelos na formacéo de calculos
induzindo formacdo com drogas que aumentem substancias urinarias promotoras de litiase
(p.ex. calcio, oxalato) ou diminuem substdncias protetoras (p.ex. citrato, magnésio).
Também existem modelos com implantes na bexiga de materiais estranhos (p.ex. zinco) ou
associagdes dos modelos.111-115

A metodologia adotada foi muito semelhante aos trabalhos de Ford et al. e Carvalho
Jlnior et al..116.37

O primeiro avaliou o comportamento de diferentes polimeros divididos em 2 grandes
grupos colocados na luz vesical em forma de laminas de 5mm quadrados com 3 meses de
exposicdo. Em um grupo de 12 animais utilizou-se polimeros base e em outro grupo com 16
animais, esses mesmos poliméricos num composto com &acido acrilico sintetizados através
de radiacdo (copolimeros). No grupo dos copolimeros houve formacdo de célculo ou
incrustacdo dos materiais em 12 de 16 animais. Este material analisado mostrou-se composto
em sua grande maioria de estruvita (24-70%) e hidroxiapatita (fosfato de calcio). Apenas um
material foi recuperado no estado original. Trés com mudanca de cor. Seis animais
apresentavam material organico aderido. Este material era amolecido e amorfo, revelando -
se tratar de material proteinaceo. No grupo dos polimeros base utilizou-se 12 animais. Um
animal morreu apos 6 semanas. Nove apresentaram-se com incrustagdo ou formacdo de
calculos. A incrustacdo foi de material organico em quatro. Na incrustacdo novamente
estruvita foi o principal constituinte como no outro grupo. As amostras de urina foram
estéreis em cinco animais dos dois grupos. A bactéria mais frequente foi Streptococcus
epidermidis, seguido de Staphyloccous epidermidis, coliformes. N&o encontraram relagdo da
microbiologia com formacdo de célculos e incrustacdo. A histologia ndo foi quantificada em
frequéncia. Mas os dois grupos mostraram alteracGes semelhantes. Hiperplasia epitelial,
algumas vezes com prolongamentos deste urotélio como a cistite cistica descrita neste
estudo, e alguns com focos de linfocitos, plasmocitos e mastocistos na lamina propria e
ocasionalmente polimorfonucleares em fendas do epitélio. 11’

O segundo trabalho estudou o comportamento da bexiga de ratos com énfase na
densidade de fibras colagenas com pontos transfixantes com fio de BPCA comparando com
outro fio cirdrgico absorvivel. Foram utilizados 42 ratos Wistar distribuidos em quatro

grupos com 10-11 animais cada. Foram seguidos por periodo de 4-8 semanas.3’
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Quanto ao fato de se seccionar stents ureterais outros estudos utilizaram o mesmo

artificio para avaliagdo e comparacédo de incrustagdo.t17-120

6.3 A escolha do stent de poliuretano

O poliuretano é um dos polimeros mais versateis no meio biomédico. Ja foi utilizado
como préteses mamarias e atualmente compde indmeros dispositivos biomédicos como
catéteres urinarios, bolsas para sangue, coracdo artificial. Durdvel, elastico, resistente e de
baixo custo. Tem étima interagdo com a agua e sangue. Como stent ureteral é o polimero

mais utilizado na prética urologica. 50.71.72

6.4 Fendmenos macroscopicos

No que diz respeito aos fendmenos fisicos ha de se fazer algumas consideragdes. Os
tubos de BPCA foram construidos de forma artesanal com membranas sem nenhum
revestimento especial na sua superficie. As membranas tinham fina espessura/arquitetura,
macroscopicamente se via sua superficie com ranhuras, por isso foram facilmente
deformadas e descoloridas na maioria das amostras. Essa caracteristica de deformar pode
impedir ofluxo adequado através da luz, mas é uma caracteristica de alguns outros cateteres
com biomateriais biodegradaveis, por exemplo, que s6 mantém a poténcia da luz por dois
dias’?. Napropria confecgdo dos tubos de BPCA foi utilizada agua destilada para se moldar
as membranas mais facilmente e construir a estrutura tubular. Era previsivel a alteracdo na
forma.

Ja os tubos de Duplo J foram bem mais resistentes, com aparecimento de
descoloragdo apenas no grupo de 6 meses e nos 2 grupos sem nenhuma deformacgdo, assim
nenhum ficou grosseiramente incrustado. Houve discreta diferenca no aspecto de material
organico aderido. Essas alteracbes, assim como maior descoloragdo, aconteceram na
superficie de corte, onde era expondo a parte interna e bruta do poliuretano e com superficie
mais irregular.

Um estudo avaliou fendmenos macroscépicos e entre eles a mudanca de coloracdo

como preditor para incrustagdo e dificuldade para retirada de stents ureterais e necessidade
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de procedimento cirdrgico para tal. Foi duramente criticado pelo carater especulativo da
avaliacdo e que ndo h4 nenhuma evidéncia de que a coloragdo de um stent seja um bom
parametro para avaliar incrustacdo e infecgdo.1?!

6.5 O tempo

Alguns trabalhos mostram que o periodo de 12 semanas ou 3 meses Se mostra como
um divisor de tempo para que haja em grande aumento na quantidade de material incrustado

e da morbidade associada a stents ureterais implantados.20.122

Um estudo mostra que ha proporcionalidade entre tempo e tamanho de calculos. Em
um modelo para formacdo de calculos em ratos com implantes de zinco nas bexigas, ratos
sacrificados desde o dia 0 até o 7° dia mostram célculos/incrustacdo com tamanhos

progressivos. 113

Estudo clinico mostrou que a colonizacdo de stents ureterais tem relagdo com o
tempo. Quando avaliados até 4 semanas encontraram 2,3% de colonizacdo. Entre 4-6
semanas, 2,9% e 25% apds periodo de 6 semanas’?3,

O tempo de 3 meses utilizado no presente estudo também foi utilizado por outro
trabalho ja citado!'6. No presente estudo, pela baixa incidéncia de incrustacdo e outros
fenbmenos observados nos trés meses se dobrou este tempo nos grupos seguintes o que deu
mais robustez ao trabalho. Nenhum artigo com esta metodologia de implante livre na luz
vesical foi encontrado com exposicdo tdo longa quanto seis meses. E provavelmente esse
tempo maior foi o motivo da biodegradacdo de um tubo de BPCA no grupo 3, por se tratar
de material de origem natural e ter excelente biocompatibilidade o que coincide com o estudo
de Carvalho Jinior et al.3” onde também em um animal ndo havia nenhum vestigio do fio de
BPCA. Os tubos de Duplo J foram retirados de material ja utilizado e produto final para

utilizacdo clinica, o que explica seu bom desempenho.
6.6 Microbiologia
Quanto a bacteriologia encontramos cultura de urina positivas de forma semelhante

entre 0s grupos. Streptococcus epidermidis e Staphylococcus aureus foram 0s germes

isolados. Diferente do estudo de Ford et al.116 onde muitos animais tinham culturas positivas,



59

a maioria com Streptococcus faecalis e apenas um animal com Streptococcus epidermidis.
N&o encontramos relacdo entre a presenga de célculos ou incrustacdo e a identificagdo de
bactérias. Apesar de conseguirmos uma amostragem satisfatoria, principalmente nos
primeiros grupos, as quantidades eram minimas. Muitos animais urinavam no momento da

anestesia. Os animais do grupo controle eram encontrados em sua maioria com bexiga vazia.

6.7 Histologia

Todas as alteracGes encontradas neste estudo podem ser consideradas inespecificas.
Alguns estudos mostram resultados bem semelhantes. O fato de ter havido maior ndmero de
animais com reacdo do epitélio no Grupo 3 BPCA de 6 meses € um fenémeno conhecido e
encontrado em muitos estudos.'?4

Um estudo com intencdo de avaliar a interface inflamacdo e fibras nervosas, para
tentar melhor entendimento de cistite intersticial, induziu inflamacdo de diferentes formas
em bexigas de ratos: instilacdo de solucdo salina, de lipopolissacarideos, de formalina e de
forma mecénica com um ponto em U na parede com catgut. Os achados: hiperplasia epitelial,
inflamacdo aguda e cronica e presenca de mastdcitos em varios grupos.!2®

Estudo avaliando stent em uretra prostatica de coelhos, fazendo comparacéo entre um
de biomaterial biodegradavel e outro metalico. Este estudo avaliou as reagdes do urotélio
através de microscopia eletronica e reacdes inflamatdrias através de microscopia Optica
expressando 0s resultados através de frequéncia se havia ou ndo, assim como no presente
estudo. Encontraram hiperplasia epitelial e polipose com um més de implantagdo para o stent
metélico enquanto somente com 3 meses aparecia tal reacdo no grupo do stent biodegradavel.
Ao final de 6 e 9 meses ndo havia diferenca entre os dois. Os stents metalicos causavam
maior reacdo inflamatéria. Um célculo foi encontrado no grupo dos stents metalicos apos 12
meses.126

A avaliacdo histoldgica realizada neste estudo contempla o que outro estudo chama
a atencdo: a incrustacdo € apenas uma das facetas do complexo fenbmeno de
biocompatibilidade, dando bastante énfase a tal aspecto.9°

Estudo avaliando ureteres de cdes ap0Os periodo com stents implantados mostrou
hiperplasia epitelial, aumento no calibre da luz e espessamento da parede do ureter.2’

Os estudos encontrados que fazem esta avaliagdo ndo encontraram atipia, da mesma

forma que o presente estudo. E é sabido que roedores portadores de litiase vesical tem



60

hiperplasia epitelial e este aumento da proliferacdo epitelial pode levar a transformacdo para
carcinoma urotelial,128:129

Tumores de bexiga em ratos Wistar acontecendo de forma espontanea sdo muito
raros. Os casos descritos geralmente sdo de ratos mais velhos com média de idade de 26
meses, em machos. Os ratos Wistar vivem emtorno de 36 meses. Tanto carcinomas uroteliais
como adenocarcinomas sdo descritos. Estudos toxicoldégicos nunca chegam atanto tempo de
exposicdo para esta avaliagdo .130.131

Estudo induziu hiperplasia epitelial em ratos com administracdo oral de nicotina em
altas doses. As alteracdes podem aparecer ja com 14 dias.132

Todas as alteragcBes encontradas foram de reagdo do urotélio e demais parede a
presenca do material e suas complicagbes como infeccdo secundaria e presenca de
calculo/incrustagdo. As descricdes de outros estudos sdao bem semelhantes aos achados do
presente estudo. Relatos hiperplasia epitelial, crescimento exofitico da mucosa com dobras
profundas (semelhante a cistite cistica encontrada) e &reas com células inflamatorias como

linfocitos, mastdcitos e plamocitos também sdo encontrados em estudos.116

6.8 Analise quimica

Os resultados da analise quimica acompanham o0 que outros estudos encontrados.
Caélculos de fosfato amoniaco magnesiano (estruvita) em sua maioria e também célculos de
fosfato de calcio (hidroxiapatita). Em muitos estudos estruvita estd presente em todas as

amostras coletadas.>®

Pela quantidade de magnésio encontrada nas 3 amostras os célculos de estruvita se
formaram em maior quantidade o que acompanha os resultados de outros estudos. Néo é
comum aformacdo de calculos de carbonato de célcio de forma induzida. Normalmente essa
composicdo aparece em célculos espontdneos. Um estudo mostra pequena fracdo de célculos

com carbonato em ratos.116.129,133
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7 Conclusao

O BPCA, no presente estudo, comportou-se de forma inferior ao material comparado
guando analisados alguns fendmenos macroscdpicos e microscopicos em médio prazo
(alteracbes de cor, forma, reacdo epitelial). Contudo, os resultados desfavoraveis nao

comprometem a continuacdo de pesquisas com este biomaterial.
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ANEXO A

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 14 de setembro 2009.

Oficio n® 191/09

Da Comisso de Etica em Experimentaco Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof°: Salvador Correia Lima

Departamento de Cirurgia - CCS

Universidade Federal de Pemambuco

Processo n° 23076.013771/2009-25

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagéo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pemambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “Biopolimero de Cana-de-agucar como Prétese Endourolégica”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizag@o experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas intemacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 -
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questao do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais
realizados.

Atenciosamente, MMM Fj OUASRAAA
. Maria Teresa
Preswente co CEgA
Observagao:Aluno de pos-graduagéo: Roberto Santos Lima.
Origem dos animais: Biotério do Departamento de Nutrigdo,CCS; Animais: Ratos
Wistar; Sexo: Machos; Idade: adultos jovens; N° de Animais: 22 animais.

CCB: Integrar para desenvolver
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ANEXO B
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) ; P (9) | . o Cistite | Agregado L. L. ~
No Animal | Material | Tempo P (9) N MC | MO | MF | INC | CALC | A.Urina | Cult+ | IAguda | Icrénica | Hepitelial . L. s Eosinofilos | Mastocitos Observacoes 1
sacrif cistica | linfoides
Rato 1 BPCA 3 meses | 548 523 1 1 1 1
Rato 2 BPCA 3 meses | 449 432 1 1 1 1
Rato 3 BPCA | 3meses | 488 | 490 1 o | 1 1 1 1 1 1 carbonato fosfato
amonia + Mg, P, Ca
Rato 4 BPCA 3 meses | 487 476 1 1 1
Rato 5 BPCA 3 meses | 552 522 1 1
Rato 6 BPCA 3 meses | 580 539 1 1
Rato 7 BPCA 3 meses 553 (1] V] 0 (1] 0 V] (1] (1] 0 0 0 0 (1] (1] 0 morreu
Rato 8 BPCA 3 meses | 490 481 1 1
Rato 9 BPCA 3 meses | 495 (1] V] 1] (1] 0 (V] (1] (1] 1] 1] V] (V] (1] (1] 0 morreu
Rato 10 BPCA 3 meses | 508 503 1 1 1 1
rato 11 Duplo J | 3 meses | 541 510 1 1 1
rato 12 Duplo J | 3 meses | 440 422 1
rato 13 Duplo J | 3 meses | 380 384 1 1
rato 14 Duplo J | 3 meses | 404 390 1 1
rato 15 Duplo J | 3 meses | 431 432 1 1 1
rato 16 Duplo J | 3 meses | 424 403 1 1
carbonato fosfato
rato 17 Duplo J | 3 meses | 404 395 x 1 1 1 1 1 .
amonia + Mg, P, Ca
rato 18 Duplo J | 3 meses | 442 424 1
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No Animal | Material | Tempo | P (g) P (g_) MC | MO | MF | INC | CALC | A.Urina | Cult+ | IAguda | Icronica | Hepitelial c,iSt.ite A_gr??ado Eosindfilos | Mastocitos Observagoes 1
sacrif cistica | linfoides
rato 19 Duplo J | 3 meses | 457 438 1 1 1
rato 20 Duplo J | 3 meses | 589 547 1 1
rato 21 BPCA 6 meses | 362 383 0 V] V] 0 0 1
rato 22 BPCA 6 meses | 418 396 1 1 1 1 1 1 1
rato 23 BPCA 6 meses | 407 402 1 1 1 1 1 1 1
rato 24 BPCA 6 meses | 400 394 1 1 1 1 1
rato 25 BPCA 6 meses | 473 460 1 1 1 1 1
rato 26 BPCA 6 meses | 539 498 1 1 1 1 1 1 1
rato 27 BPCA 6 meses | 382 380 1 1 1
rato 28 BPCA 6 meses | 391 378 1 1 1 1 1
rato 29 BPCA 6 meses | 480 /] 0 V] /] 0 0 /] 1] 1] V] 0 0 V] /] 0 morreu
rato 30 BPCA 6 meses | 414 400 1 1 1 1 1 1
rato 31 BPCA 6 meses | 350 361 1 1 1 1 1
rato 32 BPCA 6 meses | 459 448 1 1 1 1 1
rato 33 BPCA 6 meses | 447 456 1 1 1 1 1 1 1 1
carbonato fosfato
rato 34 Duplo J | 6 meses | 398 360 1 1 1 1 1 amonia + Mg, P, Ca
rato 35 Duplo J | 6 meses | 402 400 1 1 1 1 1 1
rato 36 Duplo J | 6 meses | 527 480 1 1 1 1
rato 37 Duplo J | 6 meses | 485 473 1 1
rato 38 Duplo J | 6 meses | 505 482 1 1 1
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P (9)

Cistite

Agregado

No Animal | Material | Tempo P (9) sacrif MC | MO | MF | INC | CALC | A.Urina | Cult+ | IAguda | Icronica | Hepitelial cistica | linféides Eosinofilos | Mastocitos Observagdoes 1
rato 39 Duplo J | 6 meses | 476 479 1 1 1 1
rato 40 Duplo J | 6 meses | 449 462 1
rato 41 Duplo J | 6 meses | 457 460 1 1
rato 42 Duplo J | 6 meses | 470 458 1 1
rato 43 Nada 6 meses | 511,0 | 557 0 0 1] V] 1
rato 44 Nada 6 meses | 433,0 | 479 0 0 (1] 0
rato 45 Nada 6 meses | 420,0 | 481 V] 1] (1] /]
rato 46 Nada 6 meses | 465,0 (1] 1] 0 (1] 0 0 (1] 0 0 1] (V] (1] (1] 0 morreu
rato 47 Nada 6 meses | 276,0 (1] 0 0 0 0 0 (1] 0 0 0 0 (1] (1] 0 morreu
rato 48 Nada 6 meses | 284,0 | 327 V] 0 1] 0 1 1
rato 49 Nada 6 meses | 281,0 | 317 0 0 1] V] 1
rato 50 Nada 6 meses | 274,0 | 328 0 0 1] 0 1
rato 51 Nada 6 meses | 260,0 | 294 0 0 1] 0 1

P(g)=peso em g na cirurgia; P(g)sacrif=peso em g no sacrificio; M=morte; MC=mudanc¢a de cor; MO=material organico; MF=mudanca de forma;
INC=incrustacgao; CALC=calculos; A.Urina= amostra de urina; Cult+=cultura positica; IAgusa=Inflamacao aguda; ICronica=Inflamacao cronica;
Hepitelial= hiperplasia epitelial;

0=dado inexistente; 1=sim; espaco em branco=nio




