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RESUMO

Introducéao e Objetivos: O entendimento universal que os slings sub-uretrais representam o
padrdo-ouro no tratamento da incontinéncia urinaria feminina, leva a busca de um material
heterélogo adequado para esta finalidade. Um polissacarideo extracelular obtido por sintese
a partir do melago de cana-de-agUcar produzido no Laboratério de Microbiologia
Experimental da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Depois de purificado, € um
produto transformado em uma pelicula estavel, sendo utilizado em diversos protocolos
desenvolvidos pelos grupos de pesquisa, 0os quais estdo servindo de base para diversas
aplicagbes clinicas. O objetivo deste estudo € analisar os resultados da interacdo do
biopolimero com o hospedeiro, analisando a reagdo inflamatéria causada pelo novo
material, utilizando a ferramenta da estereologia para sua quantificacdo e comparando com
material sintético de comportamento ja conhecido. Materiais e Métodos: Foram utilizadas
40 (quarenta) ratas, variando de 200 a 300 gramas, que foram anestesiadas conforme
protocolo do nucleo de cirurgia experimental do Departamento de Cirurgia. Nos grupos A e
B, foi utilizado o sling de biopolimero e, nos grupos C e D, tela de prolene. O sacrificio foi
realizado ap6s 30 e 90 dias. Apds o sacrificio, a bexiga e uretra eram retiradas em bloco,
junto com a parede abdominal anterior, para que, ap6s a fixacdo com formol 10%
tamponado, fossem realizadas secgbes com zona de interesse na regido sub-uretral e
insercao do sling na parede abdominal. As laminas foram coradas com hematoxilina —
eosina e picro sirius. Resultados e conclusées: O material implantado mostrou-se
absolutamente inerte e preservado na regido implantada. Nao observamos alteragéo
morfolégica ao nivel da membrana de celulose, porém nas suas adjacéncias, vimos
discretas reagéo tipo corpo estranho, que foram encontradas eventualmente. Em algumas
areas, observou-se processo de neovascularizagdo, quando avaliado quantitativamente, e
verificou-se presenga de maior quantidade de fibras colagenas na regido sub uretral no
grupo que utilizou o sling de polimero. Na regido sub aponeurética, foi observada presenca
de colageno semelhante entre os grupos sem significancia estatistica. A membrana de
biopolimero mostrou-se no presente estudo, ser material estavel, de facil manipulagcao, com
reacdo tissular minima, com boa incorporacdo ao hospedeiro. Ocorre maior reacao

inflamatorio na regiao sub uretral, porém sem causar eroséo.

Descritores: Sling; Incontinéncia urinaria feminina; Biopolimero.



ABSTRACT

Introduction and objectives: Since the universal acceptance of the sling operation as the
gold standard for the treatment of female stress urinary incontinence the search for the ideal
heterologous material for this purpose has been constant. Various materials have been
tested during the past 15 years. An extracellular polysaccharide has been produced trough
the action of the bacteria Zogloeae sp which was isolated at the experimental microbiological
laboratory of the Universidade Rural de Pernambuco. This biopolymer after purification is
transformed in a stable pellicle which has been used in various protocols that are the basis
for research in different experimental and clinical protocols. The objective of this study is to
analyze the results of interaction of this biopolymer with the host looking at the inflammatory
reaction using the tool of stereology to quantify this reaction and comparing with a synthetic
material already used with this purpose. Materials and Methods: Fourty Wistar rats
weighing between 300 and 350 grams were used for this purpose. Animals were
anesthetized according to the protocol of the Nucleo de Cirurgia Experimental da
Universidade Federal de Pernambuco. In groups A and B the biopolymer was used and
sacrifice was done at 30 and 90 days. Similar procedure was used in groups C and D using a
polypropylene mesh.  After sacrifice bladder and urethra were removed including the
musculature of the anterior abdominal wall. After fixation with 10% formalin the material was
sent for histological analysis. Studies of stereology and tensilometry were also done to test
the amount of inflammatory reaction and material resistance. Haematoxilin-Eosin and picro
Sirius were used for stainig. Results and conclusions:The implanted material shown to be
inert and well preserved at the implanted region at the time of examination.Morphologic
alterations were not found at the membrane level but some ractions foreign body type were
observed at the adjacent structures. In some areas a process of neovascular formation was
observed. Histologically was seen a greater amount of collagen fibers at the sub urethral
region in the group utilizing the biopolymer. Similar collagen collection was also found at the
subaponeurotic region but this had not statistical significance. The biopolymer membrane
has shown in the present study to be a material of easy manipulation with a minimum tissue
reaction and good incorporation to the host organism.

Keywords: Sling; Female stress urinary incontinence; Biopolymer.
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1.1 Apresentacao do problema

A incontinéncia urinaria feminina atinge milhdes de mulheres e tem alta
prevaléncia no mundo, chegando a 28% em alguns paises da Europa'. A
prevaléncia global da incontinéncia urinaria feminina varia de 10 a 52% das
mulheres adultas®. Trata-se, portanto, de um problema de satde publica que afeta a
auto-estima, levando ao isolamento social e repercutindo sobre a qualidade de vida
das mulheres.

Diversos procedimentos cirdrgicos tém sido propostos no tratamento da
incontinéncia urinaria de esforco (IUE) feminina. Muitos apresentam falha ao longo
do tempo. Os slings pubovaginais tém se mostrado eficazes e a utilizacdo do sling
fascial autdlogo foi largamente empregado e se tornou o tratamento de eleicdo da
IUE nas mulheres®*. Petros & Ulmsten descreveram o TVT (tension—free vaginal
tape), técnica que se baseava na teoria integral e na utilizagdo de material
permanente sem a utilizacdo da tensdo sub-uretral e pequenas incisbes, com o
intuito de diminuir a morbidade desses procedimentos®.

Varios materiais sao utilizados na confeccao dos slings pubo-vaginais. As
opcodes incluem materiais sintéticos, enxertos alograficos e tecidos autélogos. Os
slings sintéticos sdo materiais inabsorviveis, estdo disponiveis em varios tamanhos,
e, geralmente, com dispositivos que facilitam sua inser¢do, minimizando o tempo da
cirurgia. Entretanto, o risco de erosédo e de infecgdo do material sintético ainda é
uma preocupacao. Recente publicagdo traz a comunidade cientifica alto indice de
erosao vaginal e extrusao de determinado sling utilizado na IUE, o que torna ainda
mais atual a procura de um material com melhores caracteristicas para ser utilizado

nos slings pubovaginais®.
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O exopolissacarideo desenvolvido e sintetizado na estagao experimental de
cana-de-agucar de Carpina (PE), da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), a partir da bactéria Zoogloea sp, utilizando o melago da cana-de-agucar
como substrato, tem sido objeto de estudo experimental, com o objetivo de
desenvolver produtos biocompativeis e que possam, apds aperfeicoados, serem
utilizados em ensaios e pratica clinica’®.

Esta pesquisa foi realizada como uma etapa de investigacdo de utilizacao
como sling no tratamento da incontinéncia urinaria de esforgco, a medida que o
biopolimero apresenta baixa citotoxicidade e biocompatibilidade, mostrou-se eficaz,

quando utilizado em 4areas correlatas, como uretra e em vasos sangiiineos®.
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2.2.1 Geral

X/
A X4

Avaliar a utilizacdo da membrana de biopolimero de cana-de-acucar

como sling pubo-uretral em ratas.

2.2.2 Especificos

identificar reagdes teciduais agudas, como formacao de abscessos e
fistulas decorrentes da utilizacdo do biomaterial;

estudar a resposta inflamatéria tecidual do hospedeiro ao biopolimero e
ao material controle;

quantificar a formacéao de fibrose, comparando o material estudado e o
material controle;

avaliar a presenca de erosdo sub-uretral, relacionando-a ao material

estudado e ao material controle.
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A continéncia urinaria na mulher € uma complexa coordenacao entre bexiga,
uretra, musculos do assoalho pélvico e tecido conjuntivo que circunda essas
estruturas. O comprimento de 03 a 04cm da uretra mantém a pressao suficiente
para evitar a passagem de urina durante os periodos fisiolégicos de aumento da
pressao vesical, principalmente durante tosse, espirro e atividades fisicas® .

O musculo esquelético na uretra feminina (rabdoesfincter) € composto por
pequenas fibras tipo |, localizadas predominantemente, no terco médio. O musculo
liso uretral € disposto em fibras longitudinais e circulares. E ambos, tanto a
musculatura lisa como esquelética, sdo responsaveis pela manutencdo do ténus,
sendo, entretanto, a musculatura esquelética a responsavel pela continéncia,
quando ocorre aumento da pressdo abdominal. A musculatura pélvica tem grande
importancia no mecanismo de continéncia. A contracdo da musculatura elevadora do
anus contra a sinfise pubica funciona como anteparo a perda urinaria e comprime a
parede uretral, prevenindo a eliminacdo da urina durante o aumento da pressao
abdominal®'%™",

A continéncia urinaria ndo depende apenas da localizacdo anatémica da
uretra proximal, ndo sendo um processo passivo, mas consequiéncia da insuficiéncia
da acdo dos musculos pubo-coccigeos, do elevador do anus e do relaxamento do
ligamento pubo-uretral, deixando a area aberta ao esfor¢co. Além disso, outro fator
consideravel seria o enfraquecimento da parede vaginal, responsavel pelo suporte
das terminac6es nervosas do colo vesical e pela transmissdo das forcas geradas
pelos musculos do assoalho pélvico' 2,

A Sociedade Internacional de Continéncia (SIC) definiu a nomenclatura para

incontinéncia urinaria, como sendo qualquer perda involuntaria de urina'. Sua

prevaléncia depende da intensidade e da freqiéncia em que ocorre. Quando
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estudada qualquer tipo de perda, sua predominancia chega a 29% (11-72%) e,
quando se avaliam perdas graves e diarias, a prevaléncia varia de 03 a 17% (média
07%)™.

A incontinéncia urinaria grave ocorre em 25% dos casos e sua
preponderancia em instituicoes de suporte ao idoso chega a 50%. Esse elevado
indice pode causar surpresa a alguns profissionais de saude, ja que muitas mulheres
nao relatam a sintomatica delas, demoram a procurar ajuda, provocando, com isso,
um atraso no tratamento e uma piora significativa na qualidade de vida''®.

Apesar de alguns estudos apresentarem indices semelhantes de prevaléncia

entre mulheres brancas e negras'”'®

, outros demonstram uma maior prevaléncia em
mulheres brancas'®. Quando avaliados os fatores de risco, os que se relacionam
diretamente com uma maior incidéncia de incontinéncia urinaria tém-se paridade,
obesidade e parto vaginal, sendo este ultimo o mais importante fator relacionado a

perda urinaria em mulheres?®?’

. Cerca de 30% delas tornam-se incontinentes apds o
primeiro parto vaginal e estudos demonstraram que episiotomia nao protege desse
risco®® o que parece ocorrer com o parto cesariano®.

Apesar da incontinéncia urinaria ndo ser consequiéncia inevitavel da idade,
isso identifica presenca de fatores importantes relacionados a perda de urina, como
a obesidade e a privacdo hormonal, além de observarmos, nessa populagdo, uma
maior incidéncia de bexiga hiperativa®*. O papel da reposicdo hormonal ainda é
controverso em relacdo aos beneficios no padrdo de continéncia da mulher®.

A maioria dos casos de incontinéncia urinaria € diagnosticada pela histéria

clinica, a qual fornece informagdes relevantes na avaliagdo da mulher incontinente,

que, posteriormente, sdo associadas a sinais clinicos e a exames complementares.
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A utilizacao de questionarios pode ser Util, principalmente para avaliar a gravidade e
a resposta ao tratamento utilizado?®.

O pad test tem importancia na quantificacdo da perda de urina, apesar de
pouco preciso, pode demonstrar quao grave é essa perda e também pode ser
utilizado como comparativo apés o tratamento®’.

O estudo urodindmico ¢é importante etapa na avaliacdo da mulher
incontinente. Este ndo necessita ser realizado em todas as mulheres, principalmente
quando a perda urinaria tipica é associada aos esforcos, sem qualquer outro
sintoma miccional em paciente que nao tenha sido submetida a tratamento prévio.
Consiste no cateterismo vesical e retal, com posterior infusdo de soro fisiolégico,
medicdo das pressdes abdominais e vesicais e identificacdo de perda durante
esforco, entre outras alteracbes vesicais. Tal estudo visa quantificar a pressao
vesical em que ocorre perda da urina, sendo importante na classificacdo da
incontinéncia urinaria®.

Estudo comparativo entre o diagnédstico clinico e a avaliacdo urodindmica
mostrou que o custo-beneficio de ambos n&o justifica o uso indiscriminado do estudo
urodindmico, na avaliagdo pré-operatéria da incontinéncia urinaria de esforco
tipica®.

Alternativas nao-invasivas, como a ultra-sonografia transvulvar, passaram a
ser objeto de estudo na avaliagdo da IUE, através das medidas da distancia entre o
pubis e a uretra, chamada distancia pubouretral (DPU) e da distancia longitudinal
entre a juncao uretro vesical (JUV) e a sinfise pubica (JUV-SP), visto que permite a
visualizagdo da sinfise pubica, da JUV e da uretra proximal na mesma incidéncia.

Essas distancias servem para determinar as posi¢coes da JUV e da uretra proximal,
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diretamente envolvidas com a funcionalidade da continéncia e da miccao e com a
incontinéncia urinaria®.

O tratamento clinico da incontinéncia urindaria baseia-se em diminuir a
atividade do detrusor, aumentar o tdbnus do sistema pseudo-esfincteriano da uretra,
ou o ténus e o trofismo dos elementos do assoalho pélvico. As principais formas
terapéuticas sdo baseadas em uso de estrogénios orais ou locais; no uso de
anticolinérgicos; antidepressivos triciclicos; agonistas alfa-adrenérgicos e através da
fisioterapia da musculatura pélvica, eletro estimulacdo dos musculos do assoalho
pélvico e do biofeedback® 2.

Inimeros procedimentos cirargicos tém sido descritos para o tratamento da
IUE. A uretropexia de Burch é o procedimento cirargico mais estudado, com longos
seguimentos. Estdo descritas taxas de cura de 75 a 90%°>%. Existem evidéncias de
declinio nessas taxas ao longo do tempo, posteriormente, com o surgimento da
técnica laparoscépica e houve uma maior procura inicialmente por esta via, porém,
foi demonstrado que nao existe diferenca nos resultados clinicos entre a cirurgia de
Burch via laparoscépica e convencional®.

A cirurgia de Kelly-Kennedy ou colporrafia anterior €, sem duvida, a técnica
mais difundida e aceita no mundo, principalmente entre os ginecologistas. Consiste
na plicatura da fascia periuretral, acompanhada do ponto duplo de Kennedy na
altura do colo vesical, tendo indice de sucesso de 63% , decaindo para 37% apds 05
anos>>.

A uretrocistopexia foi iniciada em 1959, recebendo posteriormente varias

modificacdes, inclusive outras técnicas. De forma geral, essas técnicas utilizam a

passagem de uma agulha através de uma incisdo abdominal e fixacdo de suturas na



[~
=4
[~

)=

Lucena, RG. Utilizag&o do biopolimero da cana-de-agtcar como novo material para sling... 14

c
l
o
m

aponeurose do musculo reto abdominal. Os indices de sucesso em curto prazo ficam
em torno de 87%, chegando a 47%, em 05 anos®.

A IUE também tem sido tratada com injecdes de substancias biocompativeis
como teflon, gordura autéloga, colageno, silicone (macroplastique), baldes sub-
uretrais, durasphere, entre outras. Aplica-se na submucosa da regiao do colo vesical
03 a 06mL destas substancias, até que haja aproximagao das paredes do mesmo,
provocando obstaculo ao fluxo urinario. Estes procedimentos tém eficacia e
aplicabilidade limitadas e ficam reservados para casos de falha nos tratamentos
anteriores ou quando a cirurgia é contra indicada *"-

O interesse pelos procedimentos de sling teve inicio a partir de 1978, em um
estudo autores avaliaram 52 pacientes através de abordagem abdominal e vaginal
combinada, utilizando a fascia do musculo reto abdominal®®.

Varios tecidos autélogos podem ser utilizados para confecgdo do sling com
resultados satisfatérios e indices de cura em torno de 90%. Algumas modificagdes
técnicas tém sido introduzidas, ao longo dos anos, por diversos autores, com intuito
da diminuigdo da morbidade e aproveitamento de outros tecidos, como a prépria
parede vaginal e a fascia lata, com elevados indices de cura®**°.

O uso de tecidos heterdlogos ou sintéticos foi proposto como alternativa para
diminuicdo ainda mais significativa da morbidade cirargica e simplificacdo da técnica.
Entre os materiais disponiveis, existem o xenoenxerto de submucosa de suino, fita
de propileno, polytetrafluoreethylene (PTFE), silicone, entre outros. Cada material
tem suas caracteristicas, sendo as telas de polipropileno popularizadas através do

TVT e, posteriormente, disponiveis com outras variagcbes comerciais, com algumas

diferencas de porosidade, medidas e vias de acesso®.
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A discussao a respeito de qual seria o melhor material para a utilizagdo na
IUE para o implante transvaginal ainda é bastante atual. Infelizmente, estudos
controlados ainda apresentam dados controversos sobre as diversas questoes.

O material ideal para utilizacdo de sling deveria ser inerte, estéril, duravel, ndo
carcinogénico e deveria causar o minimo de reacao inflamatéria e imunol6gica. Além
disso, deveria ter baixo custo, facilmente acessivel e de facil manuseio™.

Quando consideramos os principios basicos da prevencao de infeccdo e a
integracao tecidual no hospedeiro, parece claro que, teoricamente, as caracteristicas
seriam a favor da utilizacdo da tela sintética tipo |I. Esse material promove rapida
infiltracédo tecidual e ativacao do mecanismo de defesa do hospedeiro, sendo que os
maiores diametros dos poros reduzem a rigidez do material e faciltam a
incorporacdo nos procedimentos de reconstrugdo. Até o momento, a tela mais
freqientemente utilizada pelos cirurgibes nos procedimentos de sling é a de
polipropileno*'*2,

As experiéncias iniciais com as telas sintéticas tipo Il e Ill, nas cirurgias de
sling pubovaginal e de prolapso, tém sido associadas a um alto indice de
complicacdes relacionadas a tela, sendo um quantitativo de erosdo em torno de 20 a
30% dos pacientes que utilizaram o mersilene e dacron***. Nesta experiéncia
inicial, as incisdes maiores, relacionadas a uma maior disseccdo e tensdao maior
aplicada aos slings, podem ser o fator associado a isquemia, com aumento do
potencial e infec¢éo e exposicdo do material.

O sling com TVT foi o protétipo dessa nova classe de slings sintéticos,
designado de acordo com a teoria integral. Seus resultados iniciais animadores
estimularam outras industrias a desenvolverem dispositivos minimamente invasivos

pela abordagem uretral média*>®.
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As complicacdes relacionadas a abordagem retropubica dos procedimentos
fomentaram o desenvolvimento da via transobturatéria para minimizar tais
complicacdes®’.

A perfuracdo vesical intraoperatéria é a complicacdo mais freqlientemente
observada na abordagem suprapubica de insercao do TVT, variando de 0 a 25%.
Abouassaly et al*®., em uma revisdo de 241 pacientes, observaram um indice de
perfuracdo de 5,8%"*®. Em outro estudo, envolvendo 2.500 pacientes, evidenciou-se
um indice de lesdo vesical de 4,4% nos pacientes que tinham procedimento prévio
para incontinéncia, sendo este numero reduzido para 2% nas pacientes sem cirurgia
prévia®®.

Trabalho multicéntrico de 38 hospitais na Finlandia com 1.455 pacientes
identificou 3,8% de perfuracdo vesical®®. Lesdes em outros 6rgaos, apesar de raras,
podem ocorrer. Lesbes intestinais ja foram descritas e ocorrem com maior
freqiiéncia em pacientes com maltiplas cirurgias®'.

O sangramento € uma das complicagdes da abordagem retropubica, sendo

1*8. definiram

dificil definir o que seria um sangramento significativo. Abouassaly et a
em seu estudo como sendo aquele maior que 500mL e que atinge um indice de
2,5% dos pacientes, ndo havendo necessidade de transfusdo em nenhum deles*.
Como conseqiiéncia do sangramento, a formagdo de hematoma retropubico é
um dos achados dessa abordagem. Estudo utilizando o suprapubic arch (SPARC)
observou a reducdo do hematdcrito entre 01 a 14% e descreve um indice de
reintervengdo como conseqiiéncia do sangramento de 2,9%%. Em recentes séries
publicadas, a formagdo de hematoma retropUbico varia de 1,5 a 1,9%"*-°%°3,

Meschia et al.>* demonstraram que apenas 0,5% de uma série de 404

pacientes requereram reintervencdo como consequéncia de hematoma
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retropUbico®*. Lesdo em grandes vasos e nervos sdo raras. Kuava & Nilsson®
evidenciaram uma incidéncia de 0,1% num estudo de 1.455 pacientes *°.

As complicacdes relatadas pela abordagem retropubica serviram de estimulo
para a procura de uma técnica que minimizasse esses riscos, a via transobturatoria
surgiu como nova opg¢ao em que o sling servia de suporte para uretra e passava
através do forame obturatério, com a grande vantagem que o espago retropubico
nao era violado e os potenciais riscos de lesdao vesical, peritoneal e de grandes
vasos seriam minimizados, além do menor risco pela passagem retropubica nos
pacientes com cirurgia pélvica e nas pacientes obesas®.

Inicialmente descrito por Delorme, nesse procedimento, através de uma
incisdo vaginal, uma agulha especial € levada até a membrana obturatéria, a qual
atravessa o forame obturatério medialmente e é exteriorizada na porgdo medial da
coxa®’. De Leval utiliza o mesmo trajeto, entretanto, no sentido inverso para
utilizagdo do TVT pela via transobturatéria, teoricamente, no sentido de dentro para
fora, existe menor possibilidade de lesdo inadvertida da uretra, bexiga e vagina®®. Os
resultados iniciais € com pequeno seguimento demonstram resultados similares aos

procedimentos  retropdbicos®”*®

Estudo com seguimento minimo de um ano,
mostrou 80% de pacientes sem perda e 12% com melhora significativa e relata
importante dado que paciente com pressao de perda menor que 30cm / H,O néo
apresentou bom resultado®®.

Continuam os questionamentos sobre a eficacia destes procedimentos em
casos complicados de IUE associada a insuficiéncia esfincteriana e presenca de

%960 Nesses casos, uma

uretras fixas com falhas de procedimentos prévios
possibilidade seria a utilizacdo de sling hibrido, o BioArc® (American Medical

Systems), e uma sistema minimamente invasivo em que o cirurgido pode interpor
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material autélogo integrado ao sistema, podendo utilizar a via transobturatéria. Anger
et al®’. demonstraram que o BioArc® foi uma solucéo efetiva em mulheres com IUE
grave e que requeriam um sling com maior coaptacdo da uretra®'. Eisenberg &

Badlani®® utilizaram o BioArc® em mulheres com IUE e prolapso vaginal®?

. Apesar
dos resultados iniciais e de curto seguimento, podem ser uma opc¢ao para essas
pacientes com IUE complicada e que necessitam uma maior coaptacao uretral.

Urgéncia miccional “de novo” e retengao urinaria sao complicacées que
podem ser evidenciadas em conseqiiéncia da maioria dos procedimentos para IUE.
O indice de urgéncia miccional, em geral para procedimentos de sling, fica em torno
de 20%%. Predizer os pacientes com maior risco de desenvolver urgéncia pés-
operatéria nem sempre ¢é possivel, esses sintomas geralmente sdo uma
consequéncia de um certo grau de obstrucao e sintomas irritativos pela presenca do
sling. Teoricamente, procedimentos como o TVT tém pequena chance de causar
urgéncia, devido a ndo producao de tensao sub-uretral e, sim, apenas suporte para
minimizar os riscos de obstrucao.

Estudo, usando ultra-sonografia transperineal antes e depois da colocacao do
TVT, revelou certo grau de elevacdo do colo vesical®®. Alguns estudos
demonstraram a incidéncia de 06 a 15% de desenvolvimento de urgéncia pds
TVT48’65’66.

A retencao urinaria depende de fatores intraoperatérios, como a colocacao e
tensdo dada ao sling. A incidéncia de retengao urindria prolongada por sling
pubovaginal autélogo varia de 02 a 12%°"% Um grande estudo multicéntrico
apresentou uma incidéncia prolongada de retencdo urindria que necessitou de

cateterismo vesical por mais de quatro semanas em 03 % dos pacientes®®.
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A incidéncia pos-operatéria de retencao urinaria por TVT varia de 02 a 09 %,
que é similar & colocacéo de sling autélogo’®’2. deTayrac et al.”' evidenciaram que
25% dos seus pacientes desenvolveram retencao urinaria transitéria, com resolucao
dos sintomas com prolongamento da cateterizacao vesical e nenhum dos pacientes
necessitou intervencao cirtrgica’,”.

Tradicionalmente, urofluxometria, avaliacdo urodindmica e cistoscopia sao
usadas para diagnosticar complicagcdes obstrutivas da cirurgia de sling. Lorenzo et
al.”* utilizaram a ressonancia nuclear magnética com bobina endoretal, para avaliar
a regiao periuretral, e fibrose retropubica como exame prévio para programacao de
uretrolise’™.

O manuseio da obstrucao urinaria iatrogénica por procedimento de tratamento
de IUE continua um desafio. Muitas técnicas foram desenvolvidas, incluindo
dilatacdo uretral, incisdo do sling e uretrélise”™. Mais recentemente, procedimentos
menos invasivos com apenas abordagem transvaginal e incisdo da fita de
polipropileno tém alcancado indices de sucesso, variando de 93 a 100%. Esses
procedimentos parecem estar associados a minima morbidade e a indices aceitaveis
de recorréncia da IUE"®78,

As erosGes vaginal e uretral sdo as mais importantes e potencialmente
complexas complicacdes ao uso de slings sintéticos na cirurgia de tratamento da
IUE. Numerosos fatores estdo implicados na erosdo causada pelo sling, incluindo
fatores iatrogénicos como o traumatismo uretral durante o cateterismo vesical,
tensdo excessiva aplicada ao sling durante sua colocacao. Outros fatores inerentes

ao paciente devem ser considerados, como a pobre irrigacdo sanglinea da uretra

secundaria, a radioterapia ou deficiéncia estrogénica, infecgédo e rejeicdo de corpo
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estranho. Os sintomas presentes podem ser: presenca de secre¢ao vaginal, infeccao
urinaria, hematuria, dor vaginal e uretral ou sintomas urinarios irritativos’®®'.

O interesse inicial pelos materiais sintéticos para IUE iniciou-se com o PTFE,
que apresentou alto indice de erosao variado de 11a 16%. Com a introducao das
novas telas de polipropileno (TVT, SPARC), ja& se esperava uma melhora nos
resultados, pois esses materiais eram mais biocompativeis. Um estudo interessante
de Gilleran et al.” apresentou um declinio de 27 para 12 % na erosdo causada pelo
polyethyleno, e de 31 para 2% do PTFE, quando analisados periodos entre 1991-
1993 e 1994-1998. Ele sugere que essa melhora seria pela qualidade técnica de
desinfeccdo vaginal e antibiético profilaxia”®.

A erosao dos slings sintéticos, nas séries contemporaneas, varia de 0,3 a
4,4%, o que reitera a importancia da técnica cirargica e do controle da infeccdo para
o0 combate e reducéo dos niveis desta complicagao®®'.

Foi observada uma demora na identificacdo e, conseqlentemente, no
tratamento da erosdo dos slings sintéticos, variando de 9 a 10 meses’®®. O
manuseio ideal dessa complicacdo esta associado a completa remo¢ao do material,
tanto por endoscopia como pela abordagem transvaginal, e posterior avaliacdo
quanto a necessidade de tratamento da incontinéncia. Kobashi & Govier®® sugerem
quando a erosao € limitada, ha possibilidade de seccéo parcial do material com bom
indice de sucesso®.

Os biopolimeros sdo macromoléculas de alto peso molecular, formados pela
repeticdo de unidades fundamentais unidos numa sequiéncia e produzidos por varias
espécies de sistemas biolégicos. Os diferentes grupos funcionais dos polimeros

podem se envolver em uma grande variedade de reagdes quimicas®®2,
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Muitas bactérias produzem polimeros extracelulares independentemente de
elas se propagarem em culturas de suspensao ou biofilmes. No ultimo caso, os
polimeros bacterianos apresentam-se capsulares altamente hidratados, anexados
as células. Os polimeros bacterianos, quase exclusivamente polissacarideos, tém
sido estudados em virtude de sua aplicagdo industrial®?%°.

Polimeros extracelulares microbianos sao importantes principalmente, pois a
interacdo entre a célula bacteriana e o substrato, conduzindo para uma adesao
irreversivel, que é determinada pelas propriedades fisicas das macromoléculas na
superficie da célula e sao freqlientemente observados por microscopia eletrénica
como matriz extracelular, responsavel pela integridade do biofilme. Em tais casos, os
polimeros aparecem como fibras condensadas se estendendo da célula®®*.

A producdo de exopolissacarideos através da sintese biolégica “in vivo”
envolve macromoléculas como proteinas, acidos nucléicos e polissacarideos®. Os
exopolissacarideos sao produzidos largamente por bactérias e microalgas e, menos
frequentemente, por leveduras e fungos. Os polimeros de origem bacteriana
apresentam maior viabilidade industrial e comercial. Entretanto, apenas uma
pequena fracdo tem sido comercializada apesar da potencialidade para substituir as
gomas obtidas a partir de plantas e algas marinhas®¢#.

Atualmente, tem-se verificado o interesse pelo uso da celulose da origem
bacteriana. Algumas bactérias Gram-negativas, tal como acetobacter xylinium, tém a
capacidade de produzir celulose. Essa producao se da na forma de uma pelicula
extracelular que rapidamente se agrega em microfibrilas celulésicas®’.

Algumas das caracteristicas de polimeros contendo carboidratos séo elas a

sua potencial biocompatibilidade, o que viabiliza a sua aplicagdo farmacolégica e

biomédica. Algumas destas aplicagcdées, como a utilizagdo em sistema de liberacao
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de drogas, utilizacdo em curativos e dispositivos para implantes cirargicos ja foram
descritas®®'.

Os biopolimeros de maior interesse sao os extracelulares, devido a sua maior
facilidade de extracdo e purificacdo. Em geral, os exopolissacarideos ndao contém
combinacdes organicas volateis ou substancias quimicas toxicas e podem ser
sintetizados por fermentacdo de recursos renovaveis, que incluem produtos de
desperdicios organicos, como subprodutos derivados da cana-de-agucar, existindo
atualmente a tecnologia eficiente para ampla producéo destes exopolissacarideos®"
93.

A Zoogloea ramifera 115, uma bactéria Gram-negativa, foi primeiramente
isolada por Friedman & Dugan em 1968, produziu um exopolissacarideo
denominado de Zooglan, demonstrando uma forte afinidade por ions metalicos e
aminoacidos, apresentando um comportamento reoldgico peculiar. Investigacdes
estruturais nesse biopolimero estabeleceram que o Zooglan é um exopolissacarideo
altamente ramificado composto de D-glicose, D-galactose e acido pirtivico®%*%

O microorganismo isolado na Estacdo Experimental de Cana-de-Acucar
(EECA) de Carpina-UFRPE e identificado no Departamento de Antibidtico da UFPE,
Zoogloea sp. cultivada em meio rico de carboidratos como o melago, obtém-se um
biopolimero com taxa de conversdo de 50%%. O biopolimero recebeu tratamento
quimico de purificacdo e apresentou-se com propriedades fisicas e quimicas
adequadas para a producdo de proteses. O novo material apresenta baixa
citotoxicidade, assim, tem sido utilizado como produtos para aplicacdo bioldgica
entre as quais: protese arterial, reconstrucdo de membrana timpanica e condutor de

células em cultura®®>"%,



[~
=4
[~

)=

Lucena, RG. Utilizag&o do biopolimero da cana-de-agtcar como novo material para sling... 23

c
|
b
m

O biopolimero de cana-de-acucar tem sido uma importante linha de
pesquisa da Pés-Graduacdo em Cirurgia do Centro de Ciéncias da Salude da
Universidade Federal de Pernambuco, e tem sido objeto de estudos em teses de
mestrado e doutorado, sendo instrumento de pesquisa e suas aplicagdes ja

avaliadas na cicatrizagdo das feridas e no tratamento da doenca de Peyronie®.



METODOS
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3.1 Populacao e local do estudo

Nesta investigacdo, foram estudadas 40 ratas de linhagem Wistar, sadias,
procedentes do biotério do Departamento de Nutricdo e aclimatadas por 15 dias no
Nucleo de Cirurgia Experimental do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Pernambuco.

Todas receberam alimentagcéo padrao tipo Labina® e agua ad libitum, até o

inicio dos experimentos.

3.2 Selecao dos grupos

Foram utilizados 40 animais, divididos em quatro grupos, alocados para
colocacéo cirurgica do sling conforme descricao abaixo:

Grupo A - sling com biopolimero

Grupo B — sling com biopolimero

Grupo C — sling com tela de polipropileno

Grupo D - sling com tela de polipropileno

3.3 Procedimentos

3.3.1 Preparo pré-operatério

Consistiu na suspensdo da dieta, imediatamente, antes do procedimento

cirurgico, e tricotomia abdominal, ap6s a inducao anestésica.
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3.3.2 Anestesia

Os animais foram anestesiados com cloridrato de Xylazina 2% e Ketamina por
via intramuscular, conforme protocolo do Nucleo de Cirurgia Experimental da UFPE®.
O nivel de anestesia foi determinado pela observacdo dos reflexos palpebrais,
movimentos respiratorios e estimulos cutaneos. Foi considerado anestesiado o animal

com respiragao regular e com auséncia de reflexos a estimulos.

3.3.3 Técnica cirurgica

O ato cirurgico foi realizado na sala de microcirurgia do Nucleo de Cirurgia
Experimental (NCE) da UFPE. Apds anestesia, foi realizada tricotomia abdominal
ampla e fixagdo do animal a mesa cirurgica por meio de fitas elasticas, com os
membros em extensdo, procedendo-se, a seguir, anti-sepsia adequada da parede
abdominal da rata, com solugédo de polivinilpirrolidona (PVP a 1% de iodo ativo) e
colocacdo de campo cirurgico esterilizado, com incisdo de 03 cm na linha média
infra-umbilical. Abertura da aponeurose e peritbnio com hemostasia, utilizando-se
eletrocautério.

A bexiga e a uretra foram visualizadas e utilizando tesoura de metzenbaum,
criando um espaco de, aproximadamente, 0,5cm posterior a uretra, imediatamente
abaixo do colo vesical era introduzido os slings confeccionados a partir de
biopolimero e polipropileno, medindo 0,3cm de largura por 05¢cm de comprimento.
Os slings era fixado nas extremidades a aponeurose do reto abdominal com fio de
vicryl 6-0, permitindo o minimo de tensado. No periodo pds- operatério, os animais
eram mantidos com a mesma alimentagao e era permitida livre movimentacéao (figura

1),
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Fig. 1. Sequéncia demonstrando dissec¢éo da regidao sub-uretral, com colocagéo

e posterior fixagdo do sling de polimero na parede abdominal.
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3.4 Confeccao do biopolimero

Membranas de biopolimeros continuas e fenestradas foram produzidas pelo
grupo de pesquisa do biopolimero de cana-de-agucar. O processo de producao foi
desenvolvido no laboratério de Cana-de-A¢ucar da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), o qual disponibilizou as membranas em sua forma “bruta”,
sendo, posteriormente, padronizadas no Nucleo de Cirurgia Experimental para
adquirirem forma e tamanho adequados para a utilizacdo no experimento e, vedadas
em alcool isopropilico (figura 2) no servigo de esterilizacdo do Hospital das Clinicas
de Pernambuco. A esterilizacao foi feita com radiacdo gama (y), no Laboratério de
Metrologia do Departamento de Energia Nuclear da UFPE, visando atender
conceitos pré-estabelecidos de assepsia cirurgica.

Para uniformizacdo das membranas de biopolimero, todas as amostras foram
obtidas de um unico lote. As membranas foram cortadas em diversos fragmentos de
05 x 02 cm, obtendo-se 48 amostras fenestradas (perfuradas) e 48 continuas (figura
3). Dos lotes de membranas perfuradas e continuas, foram tomadas amostras para
realizacdo de teste tensilométricos antes da implantagao in vivo, designando-as de
“‘membranas controles” (R,CP as perfuradas e R,CC as continuas). As amostras

restantes, nomeadas de “membranas experimentais” (R,P ou R,C).
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Figura 2. Membrana de biopolimero de cana-de-agucar envasada em alcool isopropilico

Figura 3. Membranas de biopolimero: continua e perfurada

O referido biopolimero apresentou elasticidade, resisténcia a tracdo e
flexibilidade, podendo ser modelado em diferentes formas. Através do método de
colorimetria diferencial exploratéria (DSC), a biomembrana apresentou uma
temperatura de fusdo cristalina bem definida (118°C), propriedade que indica a

relativa pureza do material®.
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A citotoxicidade da biomembrana produzida por via microbiolégica, através
da bactéria Zoogloea sp, por meio do indice de adesividade de macréfagos, de
morte celular e produgéo de éxido nitrico, na qual o biopolimero apresentou uma alta
biocompatibilidade frente aos trés ensaios, confirmou, assim, a baixa citotoxicidade a
um nivel que permite a sua aplicacdo experimental com seguranca®®.

A bactéria Zoogloea sp. foi utilizada no meio GLP, que consiste nos
seguintes reagentes por litro: glicose (20,0g), extrato de levedura (5,0g), peptona
(3,09) e Agar (15,0g). A matéria-prima utilizada foi o melaco produzido por empresas
acucareiras do estado, sendo o material ajustado a brix 15%, Ph=5.

A cultura foi inoculada em erlenmeyers a 30°C, com o periodo maximo de
processo em torno de sete dias. O material produzido foi seco em estufa, com
circulagdo de ar e, posteriormente, esterilizado em autoclave a 120°C, 30 minutos,

resultando em peliculas com espessura aproximada entre 0,3mm.

3.5 Sacrificio

Os animais dos grupos A e C foram sacrificados quatro semanas apds o
implante e os grupos B e D 12 semanas ap6s. Conforme o protocolo de cada grupo,
0s animais eram sacrificados como preconizado pelo Nucleo de Cirurgia
Experimental da UFPE e, posteriormente, com incisdo abdominal ampla, era
retirada, em bloco, a parede abdominal com a bexiga, com visualizagdo do sling. O
material era armazenado em formol tamponado a 10% e, apdés 15 dias de fixacao,
eram realizados cortes percorrendo toda extensao do sling e em pontos principais de
observacédo, na regido sub-uretral e na insercdo do sling na parede abdominal

(figuras 4 € 5).



Utilizag&o do biopolimero da cana-de-agtcar como novo material para sling...

Fig 4. Parede abdominal rebatida
mostra sling de biopolimero e sua localizagao

Fig. 5. Apds retirada da parede abdominal, local identificado
mostra o ponto onde era realizado corte para estudo histolégico

31
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3.6 Confeccao das laminas

Apés a inclusdao em parafina, com a utilizagdo do micrétomo para realizar
cortes de 05 micras e posterior confeccao de laminas com a coloracao hematoxilina
eosina foi utilizada para avaliagdo quantitativa da reacdo inflamatéria: ausente
(auséncia de inflamagcdo ou < 05% na area analisada), leve (reacao inflamatéria
entre 05-25% na area), moderada (25-70% 4érea), intensa (> 70% da area). Para
andlise estereoldgica, as laminas foram coradas com Picro-sirius, em cortes
histolégicos de 07 micras. Todas as amostras foram avaliadas pelo mesmo

patologista utilizando magnificagdo 400X.

3.7 Analise estereoldgica

As fibras colagenas foram quantificadas, usando o método estereolbgico
com determinagdo tridimensional das estruturas anatdémicas, baseada em cortes
bidimensionais. Esta teoria baseia-se no principio de Delesse, o qual determina que
a relacao entre a area superficial do érgao e o corte da estrutura € a mesma que sua
relagdo entre o volume da estrutura e de todo o 6rgdo'®. A metodologia
estereoldgica determina medidas volumétricas, com a obtencao de seccdes planas

(figura 6).
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Figura 6. Observacgao de estruturas tridimensionais em cortes bidimensionais'®’

Os dois conceitos basicos da estereologia sao: determinacdes “sem desvio”
(sem viés e pouca variabilidade). Nas técnicas morfométricas, as estruturas
anatdbmicas sdo medidas com escalas aferidas, ja a estereologia baseia-se
fundamentalmente, em principios geométricos e estatisticos. A determinacdo da
amostra a ser estudada estereologicamente € o momento mais importante deste tipo
de pesquisa.

Em sintese, pode-se afirmar que, na estereologia, o objetivo é estudar
determinada amostra de cortes aleatérios e uniformemente isotrépicos. A
estereologia tem vantagens cientificas sobre estudos qualitativos. Os resultados sao
numéricos e, por isso, reproduziveis em qualquer outro laboratério. Existe
fundamento estatistico bem estabelecido que respalda esse método e o treinamento
de novos cientistas € mais rapido nesse processo. E, finalmente, o custo dos
equipamentos é baixo.

Sistema-teste € um conjunto de linhas (retas ou curvas) e pontos. Este
sistema deve ser superposto a imagem estereolégica, com arranjo regular ou nao

(isto é, aleatorio). Existem diversos sistemas-teste propostos para variados fins.
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Tradicionalmente, os sistemas-teste sado desenhados com retas, ou
segmentos de reta, apresentando os arranjos geométricos triangular, quadrado ou
hexagonal. Cada um destes arranjos determina as caracteristicas basicas do
sistema-teste’®".

O sistema-teste de arranjo triangular € o que apresenta melhor distribuicao

de pontos, com mais pontos-teste por unidade de area (mais pontos = mais

precisao) (figuras 7 e 8).

Figura 7 - Sistema-Teste triangular M-42 de “multiuso”. O sistema tem 21 linhas

com comprimento conhecido (d) e 2 pontos de teste em cada extremidade'®’.

Figura 8 - No sistema M-42, apenas os circulos brancos séo contados

(n&o tocam a linha grossa proibida)'®".
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A densidade volumétrica das fibras colagenas foi quantificada
estereologicamente com a superposicdo do sistema M-42 (Tombridge, UK) na
imagem morfolégica do corte. A densidade volumétrica corresponde com a
concentracao relativa da estrutura ou amostra do tecido.

A férmula v= (Pp/Pt) x 100% foi usada para calcular a densidade
volumétrica (DV) das fibras colagenas, nas quais Pp € o nimero de pontos na
estrutura (fibras colagenas) e Pt, o nimero de postos testados (42, neste caso). A
avaliagdo quantitativa foi obtida usando um microscopico otico e as fibras
quantificadas em 400x de magnificacdo em 10 campos microscépicos randomizados

cada grupo.

3.8 Analise estatistica

Devido a comparacao, os materiais produzidos de amostras independentes
(obtidas de ratas diferentes), o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para avaliar
diferencas entre variaveis e o0 qui-quadrado, para testar a hip6tese, envolvendo
tabelas de contingéncia (presengca ou auséncia de inflamacao).No estudo
biomecanico foi utilizado o teste “t” de Student. Em todos os testes, p<0.05, era

considerado diferenca significativa.
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3.8 Consideracoes éticas

Esta pesquisa seguiu os principios que regem o Cédigo de Etica experimental
e as leis de protecdo dos animais, de acordo com as normas vigentes no Brasil,
especialmente a Lei n? 9.605 — art. 32, e Decreto n® 3.179 — art. 17, de 21/09/1999,
que tratam da questdo do uso de animais para fins cientificos. Além disso, teve
aprovacdo integral do Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de
Ciéncias Biologicas da UFPE, inclusive concordando com o fato de que a morte dos
animais utilizados neste estudo justifica-se por nao existirem recursos alternativos

para a realizacao do procedimento cientifico.



RESULTADOS
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Num total de 40 animais estudados, nenhuma apresentou complicacéo
cirirgica pés-operatéria e seus pesos variaram de 215 a 297 gramas. No momento
do sacrificio, ndo foi observada nenhuma reacao tecidual atipica, ou seja, formacao
de fistulas ou abscessos no local do implante.

Macroscopicamente, foi observada uma boa incorporacdo do material testado
e do grupo controle a parede abdominal (figuras 9 e 10).

Nos grupos B e D, ou seja, os grupos sacrificados 12 semanas apds o
experimento com utilizacdo de biopolimero e tela de polipropileno. Apds preparo
histolégico adequado, observou-se uma maior presenca de fibras coladgenas no
tecido subaponeurédtico das ratas, no qual foi utilizado o biopolimero de cana-de-
acucar. O método da estereologia foi utilizado para quantificar comparativamente a

presencga das fibras e o resultado n&o foi significante com p>0,05 (grafico 1).
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Grafico 1. Andlise da deposicao de fibras colagenas no tecido sub-aponeurético
de ratos, em que um grupo recebeu tela de polipropileno — controle e outro
grupo recebeu membrana de polimero de cana-de-agucar. p> 0,05.
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Figura 9. Incorporacao do material de tela de polipropileno

Fig. 10. Sling de biopolimero implantado sem evidenciar complicagdes
teciduais agudas e com boa incorporagéo a parede abdominal

39
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Nos grupos A e C, no qual o sacrificio ocorreu 30 dias ap6s o implante do
sling de biopolimero e tela de polipropileno, observou-se reacdo inflamatéria intensa
com riqueza de polimorfonucleares, contudo sem qualquer formagao atipica ou
complicacao tecidual do novo material (figura 11). Os achados foram semelhantes

quando avaliados os dois grupos.

Figura 11. Polimero circundado por células gigantes de tipo corpo
estranho (fase mais precoce)

A analise do material na regido sub-uretral mostrou uma presenca de fibras
de colagenas também em numero significantemente superior no grupo que utilizou o
biopolimero (gréafico 2). Porém, em nenhum animal, observou-se presenga de erosao

causada pelo material (figura 12). Fato a se notar também é que na regidao sub-
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uretral foi observado uma maior deposicdo do colageno, em relagdo a regiao sub-

aponeurdtica, independente do material utilizado.
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Grafico 2. Andlise da deposicao de fibras colagenas no tecido sub-uretral de ratas, na qual um grupo
recebeu tela de polipropileno — controle e outro grupo recebeu membrana de
biopolimero de cana-de-acguUcar. * p < 0,05.

Figura 12. Polimero no espacgo sub-uretral
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A reacao inflamatéria causada pelo sling de biopolimero apresenta uma
riqueza de polimorfonucleares mesmo na fase tardia, porém evidenciou-se uma
timida neovascularizacdo penetrando o biomaterial. Apesar dessa pobre
neovascularizagao, nao observou-se formagcdo de capsula na membrana em torno

do material (figuras 13 e 14).
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Fig. 13. Membrana de biopolimero com intenso infiltrado inflamatério
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Fig 14. Membrana de biopolimero com pequena neoformagao vascular

A andlise subjetiva do processo inflamatério e grau de necrose, tanto na
regidao sub-uretral com sub-aponeur6tica foi muito semelhante, apenas na regido
sub-uretral notamos um maior grau de inflamagé&o no material estudado, em relagcédo

ao grupo controle (tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Andlise do processo inflamatério e grau de necrose na regiao sub-uretral
apos 90 dias do implante

Grau de inflamacéo Grau de necrose

Grupo controle <25% <25%
Material estudado 25 a 70% <25%
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Tabela 2. Andlise do processo inflamatério e grau de necrose na regidao sub-aponeuroética

apés 90 dias do implante

Grau de inflamacao Grau de necrose
Grupo controle <25% <25%
Material estudado <25% <25%

4.1 Estudo biomecanico

Os resultados obtidos com os grupos complementares de biomecanica
demonstraram que a forca maxima de tracdo (FMT) €& semelhante nas duas
membranas, continua e perfurada, ap6s a sua implantacao, entretanto, a forca da
continua é maior antes da implantagdo. Quando se comparou membrana
experimental perfurada com controle perfurada, houve uma pequena diferenca em
favor da experimental, embora sem significancia estatistica, mostrando tendéncia de
aumento da resisténcia a tracao da amostra poés-implante; esse padrdo nao se
verificou entre as membranas continuas (nessas, notou-se controle maior que
experimental) e isso, provavelmente, deve-se a porosidade das membranas
perfuradas em permitir maior fixagao fibrinosa, com maior incorporacao de colageno.

Esta hip6tese pode ser definida com estudo histologico (tabelas 3 e grafico 3).
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Tabela 3. Estatistica da forca maxima de tenséo (N) segundo o tipo de tela e o grupo
Estatistica Grupo Valor de p
Controle Experimental
Perfurada Média 9,35 10,71 p“=0,510
Mediana 7,86 9,09
Desvio padréao 6,19 3,99
Minimo 2,71 6,20
Maximo 21,98 18,52
Continua Média 17,46 12,50 p®=0,510
Mediana 18,54 10,72
Desvio padrao 10,48 5,90
Minimo 2,66 6,68
Maximo 36,83 26,53
Valor de p p'"=0,025* p®=0,332
(*)Diferenca significante a 5,0%.
(1)Através do teste t-Student com variancias desiguais.
(2)Através do teste t-Student com variancias iguais.
(3)Através do teste t-Student pareado.
20 17,46
m Controle

Média da forca (N)

Perfurada

Tipo de tela

Contiunua

m Experimental

Grafico 3. Médias da forgca maxima de tensao, segundo o tipo de tela e o grupo
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A avaliagao da resposta inflamatéria e posterior agregacao de um material
sintético ao modelo animal é uma importante etapa para sua posterior utilizagdo em
estudo clinico. Varios materiais ja foram utilizados, como sling na incontinéncia
urinaria feminina e, atualmente, as telas de polipropileno incorporadas a diversos
mecanismos industriais de introducdo sdo largamente utilizadas na pratica clinica*®2.
A proposta de avaliar um novo material tem a relevancia desse objeto ser
desenvolvido em uma instituicdo regional, utilizando uma matéria-prima abundante e
de baixissimo custo.

Polimeros sintéticos ou naturais podem ser obtidos com uma extensa
variagdo de propriedades como rigidez, resisténcia mecéanica, densidade e
resisténcia térmica. A ciéncia dos polimeros e suas aplicagbes levam em
consideracao, como ponto de partida, a compreensdo de como estes materiais sdo
sintetizados. A sintese de polimeros revela um complexo procedimento que é
determinante para a sua estrutura'®.

O exopolissacarideo produzido pela Zogloea sp. tem propriedades fisicas
como elasticidade, resisténcia a tracéo e a flexibilidade, podendo ser modelado em
diferentes formas, o que possibilita sua utilizacdo como sling com facil manuseio. A
resposta inflamatéria a membrana de biopolimero e telas de polipropileno, um
polimero sintético, implantadas no peritdnio de ratos foi avaliada por Lima et al'®,,
em 2005.

No estudo, foi observado que, em todos os animais, houve incorporacao
das proteses implantadas ao peritbnio ndo sendo encontradas cole¢des, exudato
livre e fistulas, mostrando-se comparavel ao polipropileno para a confeccao de telas

para préteses cirirgicas'®.



[~
=4
[~

)=

Lucena, RG. Utilizag&o do biopolimero da cana-de-agtcar como novo material para sling... 48

c
|
b
m

Os biomateriais devem ser submetidos a testes de biocompatibilidade para
avaliar como eles e seus extratos interagem com os diversos sistemas do corpo. Um
material, para ser considerado biocompativel, ndo deve causar reacdes adversas
apos implantado, tais como: irritacao, inflamacéao, reacao imunolégica e desprender
componentes. De acordo com o Food Drug Administration (FDA), os dispositivos
médicos implantaveis e seus constituintes ndo devem produzir reacéo adversa local
ou sistémica, ser carcinogénico, produzir efeitos adversos ao sistema reprodutivo e
desenvolvimento'®.

A membrana de biopolimero ja foi testada em relacdo a citotoxicidade,
avaliada por indice de adesao, producdo de Oxido nitrico e viabilidade celular de
macréfagos alveolares em ratas e ndo apresentou resposta toxica para as células da
cultura. O biopolimero de cana-de-agucar evidenciou alta biocompatibilidade frente
aos trés ensaios de citotoxicidade®.

Com a utilizacao industrial de varios materiais como sling sub-uretral, entre
outros, os perigos de aplicagdo tém sido estudados, uma vez que o uso deles, no
corpo humano, traz sempre a preocupacédo em relacao a biocompatibilidade e os
riscos associados com erosdo e infeccdo'%.

Estudos prévios demonstram uma reagdo tecidual intensa, com infiltrado
inflamatério significativo nos primeiros 30 dias. A reparacao tecidual é propriedade
de todos os tecidos vascularizados e é constituida por eventos comuns a todos os
orgaos.

Inicialmente, acontece a ativacao da coagulacéo, da agregacao plaquetaria
e a invasao desta rede por neutrofilos, mondcitos, macréfagos e fibroblastos,
fenbmeno conhecido como quimiotaxia. A migracao de células endoteliais contribui

para formacdo de vasos sanguineos (angiogénese) e de tecido fibroso, regulado
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pelos miofibroblastos'®, o que foi observado no nosso material, no qual se observa
uma presenca de polimorfonucleares, que se fixam a parede da bexiga e na regiao
de fixacao do material a aponeurose. Neste periodo inicial, observa-se um alto nivel
de infiltracao de granulécitos e é elevada a presenca de fibroblastos.

Um estudo comparativo em que se analisam grupos com varios tipos de tela

de prolene e outros materiais como fascia cadavérica mostra uma maior reacao
tecidual, dessa fascia, a exemplo da membrana de biopolimero, a qual ndo mostra
diferenca na fase inicial do processo de cicatrizacdo e de incorporagdo do novo
material'®.
O small intestine submucosa (SIS) surgiu recentemente como opcao de
biomaterial para utilizacao de sling na incontinéncia urinaria da mulher. Este material
€ uma matrix acelular produzida através da submucosa de intestino de porco,
composta apenas por colageno, fatores de crescimento (fator de crescimento alfa;
fator-2 de crescimento de fibroblastos), glicosaminoglicanas e glicoproteinas sua
porosidade é microscépica’®®'%’. Devido a sua composicdo, o SIS é infiltrado por
células do hospedeiro, que proliferam rapidamente e resultam em restauracédo do
tecido local, de maneira organizada .

Na biépsia de mucosa vaginal de trés pacientes, re-operadas apés o
emprego do SIS, encontrou-se minimo residuo do material, auséncia de reagéo
inflamatéria ou reacdo de corpo estranho. Os autores concluiram que houve
absorcdo completa do sling, devido a sua excepcional biocompatibilidade'”.
Entretanto, todas as pacientes evoluiram com incontinéncia, provavelmente pela
absorcao do material e pelo suporte uretral inadequado, o que, apesar de estudos

clinicos ainda nao realizados, mas, com o embasamento tedrico suportado por este

estudo, percebe-se a permanéncia do material intacto, ao final de 12 semanas. E,
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ainda, avaliando alguns animais com persisténcia do material por 24 semanas, sem
alteragdes significativas, demonstrou uma estabilidade deste recurso.

Pesquisas iniciais para avaliacdo das caracteristicas biomecanicas da
membrana de biopolimero destacam que, apds sua implantacdo, ocorre aumento da
forca maxima de sua tracao, ou seja, o material implantado, além de permanecer no
local do implante durante o periodo estudado, modifica suas caracteristicas de
defesa, aumentando a sua resisténcia a tracdao, o que poderia beneficiar o suporte
uretral e evitar uma piora nos indices de continéncia pés-operatérios'®.

No presente estudo, houve apenas uma maior reacado inflamatéria sub-
uretral no material analisado, comparando com o controle, sem a observacao da
erosdo sub-uretral. E importante salientar que essa pesquisa ndo objetivou a
avaliacao funcional do material, o qual ndo foi submetido a qualquer tenséo. Isso
impossibilitaria qualquer conclusdo mais definitiva, em relagédo a presencga de erosao
sub-uretral, mas permitiria a observacao e a andlise do comportamento do material e
a reacgao local, com suas possiveis reacoes teciduais.

A reacdo tissular ja foi avaliada em trés tipos diferentes de sling de
polipropileno, que diferem na estrutura e no tamanho dos poros. A presenca de
NUMerosos € pequenos poros, como é o caso do obtape e IVS, dificulta a formacgao
de fibrose integrada. Quando o diametro do poro é maior, ocorre o contrario'®.

Estudos anteriores enfatizam a importancia dos poros das telas para o
preenchimento com tecido conectivo, migragcdo de células imunocompetentes e
angiogénese'®. Os materiais macroporosos apresentam maior permeabilidade
molecular e, conseqientemente, mais rapida fixacdo fibrinosa. Funcionam assim

como cola biolégica, prevenindo o acimulo de secregdes®. A andlise histolégica
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demonstra a uma diminuicdo na reacao inflamatoéria e fibrose quando utilizadas telas
de maior porosidade’®.

Telas com poros maiores que 100um facilitam o acesso e a adesao do
tecido fibroso. Telas com menor porosidade podem facilitar a formacédo de

capsula'®

, 0 que nao ocorreu com a membrana de biopolimero, que tem sua
porosidade determinada por microscopia eletrénica. Porém, por ela ser matriz
acelular, facilita sua incorporacao ao hospedeiro, ja sendo demonstrada presenca de
pequena neoformacgao vascular em tecido recoberto pela membrana de biopolimero.
Inclusive, nos cortes histol6gicos, observou-se presenca de neo-vascularizacdo no
interior da membrana, sem qualquer caracteristica histolégica de formacao de
capsula, ou seja, apesar de microporosidade, o material tende a ser incorporado ao
hospedeiro.

A utilizacdo de sling polipropileno multiflamentar, em estudos
experimentais, revela que este material ndo permite adequada infiltracdo de células
do hospedeiro e a reacdo ao redor do sling é mais intensa. Siegel et al.’
demonstraram nao existir adequado processo de remodelacdo tecidual com este
material). Neste estudo, utilizou-se como grupo comparativo o polipropileno
monofilamentar, que é o material atualmente mais utilizado com sling no tratamento
da incontinéncia urinaria feminina e ja é conhecido por apresentar uma maior forga
de adesao ao tecido periuretral, a qual € importante para a estabilidade da tela,
relacionando-se diretamente com o resultado do procedimento. A reagao inflamatoria
local, apesar de ser um pouco mais significativa com o uso do biopolimero, nenhum
dano ao tecido periuretral foi detectado.

A importancia na quantificacdo da reacdo inflamatoéria, através da

mensuragao da presencga das fibras colagenas, tem grande relevancia nos estudos
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comparativos de diferentes materiais e suas conseqiéncias sobre os tecidos.
Através desta quantificacdo, saimos da subjetividade das analises a passamos a
comparar valores numéricos e probabilidades estatisticas. A quantificacao das fibras
colagenas com a utilizagcdo de meétodos colorimétricos, com ajuda de sistemas
computadorizados, pode induzir a erros na quantificacdo devido as diferentes
tonalidades e a dificuldade de analise.

A ferramenta da estereologia visa trazer uma importante informacdo da
quantificacdo das alteragdes celulares observadas no tecido. E seu principal desafio
€ traduzir as caracteristicas de uma estrutura tridimensional, baseadas na analise de
laminas, que trazem apenas dados bidimensionais, utilizando principios geométricos
e a probabilidade estatistica.

A utilizacdo da estereologia traz importantes vantagens sobre o estudo
qualitativo: os resultados sdo numéricos e nao subjetivos, podem ser reproduzidos e
facilmente confirmados por outro laboratério a qualquer momento. A facilidade para
seu aprendizado permite a difusdo entre jovens pesquisadores e, finalmente, a
pequena necessidade de equipamento reduz o custo de utilizacdo. Um conjunto de
acOes € necessario para quantificar estruturas morfolégicas adequadamente.
Amostragem correta, cortes aleatérios e uniformemente isotrépicos (principio de
Delesse), sédo ferramentas estereoldgicas atualizadas, quando usadas corretamente,
podendo-se realizar estudos quantitativos com pouco esforco. Eficiéncia em
estereologia significa contar com uma amostra de cortes minima, gastando pouco,

mas com boa acuracia.
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5.1 Perspectivas futuras

Os estudos experimentais até agora realizados permitem-nos projetar a
perspectiva de realizacdo de ensaios clinicos com o presente material e, com isso,
introduzir a possibilidade de um novo material, no tratamento de uma condicao que
afeta significativamente a mulher adulta, que é a incontinéncia urinaria.

As caracteristicas de obtencao e producao representam, por outro lado, um
diferencial importante, por conta da natureza inesgotavel da fonte de producao do
material do biopolimero. Por tratar-se de um instrumento cuja natureza nao provoca
poluicdo ou degradacado no decorrer do processo de industrializacdo pode também

ser considerado como ecologicamente correto.
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Com base nos resultados do presente estudo, pode-se concluir que:

A membrana de biopolimero de cana-de-agicar mostrou-se
adequada quando utilizada como sling em ratas;

A utilizagao do biopolimero ndo apresentou complicagcbes agudas
como formacdo de abscessos ou processos de extrusao e fistulas
reativas ao implante deste material;

O biopolimero provocou uma reacao inflamatéria aguda tipo corpo
estranho, porém nao exuberante;

A reagéo inflamatéria aguda foi maior no material estudado em
relacdo ao grupo controle, porém sem a formacéao de capsula;

Nao observou-se erosdo sub uretral em nenhum dos grupos

estudados.
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