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RESUMO

A anastomose uretrovesical € considerada a etapa mais complexa de reconstrucao
do trato urinario ap6s uma prostatectomia radical. Como forma de proporcionar
reforco uretral, diferentes materiais vém sendo testados, como a membrana de
biopolimero de cana-de-acucar (BPCA) ou exopolissacarideo celulésico (CEM). O
presente trabalho avalia a utilizagdo da BPCA como reforco uretral para as
anastomoses uretrovesicais em coelho utilizado como modelo animal. Vinte e oito
coelhos da linhagem Nova Zelandia, machos e sadios forma submetidos a
anastomose uretrovesical controle, ou com reforco de BPCA. Os animais foram
divididos igualmente em quatro grupos, de acordo com o procedimento e tempo
experimental, a saber: Grupo controle C7: Anastomose e analise pés-operatéria de
sete semanas; CEM7: Anastomose com BPCA e andlise de sete semanas; C14 e
CEM14 semanas de avaliacdo. A integracdo e biocompatibilidade foi baseada na
presenca ou ndo de estenose, fistula, espessura da parede uretral apos implante,
espessura do epitélio uretral, taxa inflamatéria e vascularizacdo. Nao foram
observados numeros significativos de estenose ou fistula urindria em ambos os
tempos experimentais. A analise morfométrica revelou preservacao do lume uretral,
BPCA bem aderida, sem extrusdo, processo inflamatério controlado e
vascularizacdo do implante. Espessura do urotélio manteve-se constante em funcao
do tempo mesmo apos o refor¢co do BPCA. O conjunto parede-menbrana apresentou
uma maior espessura total com uma tendéncia estatistica entre sete e quatorze
semanas. A auséncia de extrusdo, estenose ou fistula urinaria apés sete ou
quatorze semanas e aumento da espessura da parede com a BPCA, mostrou
eficacia no reforgco de anastomoses uretrovesicais em coelhos. Estudos clinicos
prospectivos no futuro sdo necessarios para confirmar seus resultados.

Palavras-chave: Anastomose cirargica. Celulose. Prostatectomia. Biopolimeros.



ABSTRACT

Urethrovesical anastomosis is considered the most complex stage of the
reconstruction process of the urinary tract after a radical prostatectomy. Different
materials have been tested to provide urethral reinforcement, such as cellulose
exopolysaccharide membrane (CEM). So, the present study evaluates the efficacy of
CEM as a urethral reinforcement in rabbit urethrovesical anastomosis as an animal
model. Twenty-eight rabbits from the New Zealand lineage, male and healthy were
submitted to uretrovesical anastomosis control, or with CEM reinforcement. The
animals were divided into 4 groups, according to the procedure and experimental
time, namely: Group Control C7: Anastomosis+ postoperative analysis of 7 weeks;
CEMY7: Anastomosis with CEM and 7-week analysis; C14 and CEM for 14-week
analysis. The integration and biocompatibility was based on the presence or absence
of stenosis, fistula, height of the urethral wall after implantation, thickness of the
urethral epithelium, inflammatory rate and vascularization. No significant numbers of
stenosis or urinary fistula were observed in both experimental time. The
morphometric analysis revealed preservation of the urethral lumen, CEM well
adhered, without extrusion, controlled inflammatory process and vascularization of
the implant. Urothelium thickness remained constant over time and even after CEM
reinforcement. The wall-membrane set presented a higher total thickness with a
statistical tendency. The absence of extrusion, stenosis or urinary fistula after 7 or 14
weeks and increased wall-menbrane thickness with CEM, showed its effectiveness in
reinforcing of urethrovesical anastomosis in rabbits. Prospective clinical trials in the
future are needed to confirm these results.

Keywords: Anastomosis, surgical. cellulose. prostatectomy. biopolymer.
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1. INTRODUCAO

Segundo dados do INCA, estima-se para o Brasil, biénio 2017, 600 mil casos
novos de cancer, sendo que, destes, 61 mil serdo de canceres de prostata. Parte
desses casos terdo a indicacdo de uma prostatectomia radical (PR), cujo objetivo é
curar o portador do cancer de pristata e concomitantemente manter a continéncia
urinaria e funcéo erétil.

Devido ao fato de que o trato urinario precisa ser reconstruido apés a PR, a
anastomose uretrovesical tornou-se a etapa mais complexa, pois depende
diretamente da destreza do cirurgido, do tipo de material utilizado e da técnica
empregada. Com o advento de técnicas laparoscopicas roboticas e fios de sutura
especiais, as anastomoses estdo cada vez melhores, com baixissimas taxas de
estenose ou fistula urinaria. No entanto, algumas situacbes como PR pos
radioterapia (resgate) e/ou pOs resseccdo transuretral de prostata (RTUP) exigem
um reforco uretral, para prevenir essas complicacdes precoces, ou para receber no
futuro um esfincter artificial para controle da continéncia.

A qualidade e a variedade de materiais para tal finalidade parece ser escassa
e por vezes controversas. Nesse cenario, estudos recentes apontam para o bom
desempenho da membrana de exopolissacarideo celulésico (CEM), também
conhecida como biopolimero de cana-de-agucar (BPCA). A CEM BPCA foi
recentemente utilizada em reforco uretral em ratas e mostrou-se biocompativel e
integrada ao tecido hospedeiro apds serem envoltas em torno da uretra. Diante do
exposto, o0 presente projeto propde avaliar a eficacia da utilizacdo da membrana
CEM BPCA como refor¢co para as anastomoses uretrovesicais totais atraves de
analises histolégicas e morfométricas.

Em uma tentativa de diminuir as complicacbes precoces e tardias da
anastomose uretrovesical em cirurgia para o tratamento de cancer de prostata,
propomos a utilizacdo de uma membrana confeccionada com exopolissacarideo
celulésico (CEM) de biopolimero de cana-de-acucar (BPCA. A utlizacdo da
membrana implicara em uma menor reag¢do tecidual além de atuar como uma
barreira fisica, tornando a uretra mais resistente. Por se tratar de um produto

proveniente de uma matéria prima abundante em nossa regido, ao CEM BPCA
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apresenta custo menor e de fécil producdo, quando comparada aos materiais

utilizados no mercado e que promovem reforgo uretral.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a eficacia da utilizacdo da membrana de exopolissacarideo celuldsico

(CEM) como reforco para as anastomoses uretrovesicais em coelhos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar em coelhos submetidos a anastomose uretrovesical com e sem
reforco da membrana de expolissacarideo celuldsico, biopolimero de cana-de-
acucar (BPCACEM):

% Complicacdes associadas ao reforco;

% Quantificacdo morfométrica

1. Espessura da parede uretral,

2. Espessura do urotélio;

3. Reacéo inflamatéria/colonizacéo celular ap6s implante;
4

. Taxa de vascularizacdo da CEM.
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3. REVISAO DA LITERATURA

2.3 Anastomose uretrovesical

O cancer de prostata, segundo o Ministério da Saude, é a segunda neoplasia
maligna mais comum no homem, tendo uma incidéncia estimada para 2017 de 61
mil casos®”. Dentre suas diversas formas de tratamento, destaca-se a
prostatectomia radical retropubica, desenvolvida por Millin em 1945 e refinada por
Walsh em 1982 sendo considerada o tratamento padrdo-ouro para esta patologia
desde entdo®. O procedimento cirGirgico consiste na retirada do complexo préstata-
vesiculas seminais e na reconstrucdo do trato urinario através da anastomose entre
o colo vesical e o coto uretral proximal. A anastomose uretrovesical é considerada a
etapa mais complexa de todo o procedimento®. E um passo critico na
prostatectomia radical e fonte de diversas complicacdes (extravasamento urinario,
estenose de colo vesical, incontinéncia urinaria e tempo de sondagem vesical de
demora prolongado)® que afetam o resultado funcional e a qualidade de vida p6s-

operatoria, pontos chave para o sucesso do tratamento.

2.4 Principais complicacfes associadas

Destacam-se duas principais complicacbes oriundas da anastomose
vesicouretral: a sua estenose e a presenca de vazamento no pos-operatorio
imediato. A prostatectomia radical € uma cirurgia desafiante que exige um cirurgiao
habilidoso e experiente®. O extravasamento urindrio precoce é uma das
complicagbes de curto prazo mais comuns, alcancando indices entre 0.3% e
15.4%©". A génese desse vazamento perianastomose baseia-se principalmente na
ma técnica cirdrgica e/ou no tipo de material utilizado na sua confeccéo. Cirurgides
provenientes de servicos de grande volume podem atingir niveis baixos desta
complicagéo, porém nunca despreziveis, 0 que leva a crer que o material utilizado
exerce papel fundamental no processo de cicatrizagdo. Em uma série recente de
2.500 pacientes submetidos a Prostatectomia Radical Rob6 Assistida (PRRA),
operados por um Uunico cirurgido, evidenciou-se uma taxa de 1.4% de
extravasamento®. Ja a estenose do colo vesical, ap6s a prostatectomia radical, é
uma das complicagbes mais devastadoras e de dificil tratamento. Esse

estreitamento da anastomose vesicouretral, tem uma incidéncia aproximada de
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10%® e uma etiologia ainda incerta. E causa de infeccdo urinaria de repeticédo e, se
ndo tratada oportunamente, pode levar a perda completa da funcdo renal.
Radioterapia externa e Resseccdo Transuretral de Préstata (RTUp) séo fatores de
risco envolvidos em sua formacdo“?.0 tipo de fio utilizado na confeccdo da
anastomose ainda é foco de alguns estudos e teorias envolvendo estenose

vesicouretral a médio e longo prazo™?.

2.5 Materiais indicados para anastomose uretrovesical

Alguns polimeros, como o cianocrilato e o BioGlue® (albumina e
glutaraldeido), ja foram estudados na tentativa de amenizar esta complicacgéo,
porém ambos sem sucesso™!?. Desde 2013 as cirurgias laparoscépicas, ou
assistidas por robds e o uso de fios especiais de sutura absorviveis e sintéticos
como V-loc®, Quill® e Stratafix® diminuiram em muito a incidéncia de complicacdes
associadas & anastomose™. No entanto, a necessidade de um reforco uretral em
alguns casos cujos pacientes tem indicacdo de receber esfincter, por exemplo, se

mantém.

2.6 Membrana de biopolimero de cana-de-acucar (BPCA)

Dentro desse contexto, vem aumentando, nos ultimos anos, o interesse pela
celulose produzida por via microbiolégica, em virtude das numerosas aplicacdes
comerciais desse biopolimero, como alternativa a fabricagdo de pele artificial,
diafragmas acUsticos, membranas de filtros e na cicatrizacdo de feridas™ . Na
industria farmacéutica e médica, esse material vem sendo testado como substituto
de tecidos vasculares, arcabouco de tecidos cartilaginosos, substrato para cultura de
células, curativos bioldgicos para queimaduras e na fabricacdo de proteses™,
substituindo 6rgdos ocos como: ureter, tragqueia, tubo digestivo e ainda na
reconstrucdo de bainhas de nervos, substituto da dura-mater e reparo de
hérnias®®1".

A celulose bacteriana pode ser descrita como uma membrana
semitransparente, constituida por uma rede de fibrilas de celulose, de dimensdes
nanométricas, produzida por bactérias, particularmente as Gram(-), cujo

representante mais importante é o Acetobacter xylinus®"!®. Os testes de
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biocompatibilidade in vivo demonstraram que a celulose produzida pelo Acetobacter
xylinus ndo produziu sinais macroscopicos inflamatorios nem histolégicos
compativeis com inflamacdo cronica e reacdo a corpo estranho. Observou-se
também uma integracdo satisfatéria da membrana de celulose ao tecido
hospedeiro?. Diante dessas caracteristicas favoraveis a aplicabilidade em
medicina, passou-se a utilizd-la em inUmeras pesquisas na area de engenharia de
tecidos, como arcabouco de préteses vasculares e tecidos cartilaginosos®®2Y.

Em 1990 foi identificada, na Estacdo Experimental de Cana-de-Acucar de
Carpina da Universidade Federal Rural de Pernambuco, a sintese microbiol6gica de
um biopolimero a partir do melaco de cana-de-agtcar®™. O estudo sistemético da
sintese do biopolimero levou a producdo de membranas com caracteristicas fisicas
como flexibilidade e resisténcia a ruptura. A composicdo quimica do biopolimero -
constituido apenas de acUcares e acido glicurbnico, componentes organicos
biocompativeis - direcionou pesquisas com o objetivo de sua aplicacao bioldgica.

O estudo do biopolimero “in vitro” definiu uma baixa citotoxicidade, permitindo

a sua aplicacdo experimental®.

Foi demonstrado que a purificacdo deste
biopolimero produzia tecido homogéneo, estavel e de elevada histocompatibilidade
em estudos de determinacdo da citotoxidade realizados “in vitro”. Em diferentes
ensaios, foram definidas as aplicac6es experimentais do biopolimero da cana-de-
aclicar como substituto de enxerto na miringoplastia®, como enxerto vascular®®, no
tratamento da incontinéncia urinaria através do uso de reforco®” e tratamento do

refluxo vésico-uretral @,
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1Animais e local de estudo

Nesta investigacéo, foram estudados 28 coelhos de linhagem Nova Zelandia,
machos, adultos sadios, procedentes do Sitio Cabanha Coelheto, 225, Zona Rural,
Lagoa de Itaenga - Km 7, CEP 55840-000 sob os cuidados do veterinario Dr. Marcio
André Silva, CRMV-PE 3138, procedentes e aclimatadas por 15 dias no Nucleo de
Cirurgia Experimental do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco.

Todos receberam alimentacdo padréo com racao para coelhos tipo Purina® e

agua ad libitum, durante todo o experimento.

3.2 Selecao dos grupos

» Desenho Experimental:

Estudo experimental
28 coelhos machose adultos, Nova Zeldndia
Grupo Confrole e Tratado

Seccdo completa da transicdo uretrovesical e posterior anastomose

Vg

Monofyl® Monofyl® + CEM
Eutandsia Eutandsia

Controle 7 (C7) Controle 14 (C14) CEM7 CEM14

Figura 1. Desenho experimental. N = 7/grupo.
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3.3 Anestesia

O preparo pré-operatorio foi realizado através da suspensdo da dieta
imediatamente antes do procedimento cirdrgico, e tricotomia abdominal, apds a
inducdo anestésica.

Os animais foram anestesiados com cloridrato de Xilazina (5mg/kg IM) e
Ketamina (20mg/kg IM), conforme protocolo do Nucleo de Cirurgia Experimental da
UFPE.O nivel de anestesia foi determinado pela observacao dos reflexos palpebrais,
movimentos respiratorios e estimulos cutaneos. Foi considerado anestesiado o

animal com respiracao regular e com auséncia de reflexos a estimulos.

3.4 Técnica cirurgica

A cirurgia foi realizada na sala de microcirurgia do Nucleo de Cirurgia
Experimental (NCE) da UFPE. ApGs anestesia, foi realizada tricotomia abdominal
ampla e fixagdo do animal a mesa cirargica por meio de fitas elasticas, com os
membros em extensdo, procedendo-se, a seguir, antissepsia adequada da parede
abdominal do coelho com solucéo de polivinilpirrolidona (PVP a 1% de iodo ativo) e
colocacdo de campo cirdrgico estéril, com incisdo de 05 cm na linha média
infraumbilical. Fez-se a abertura da aponeurose e do peritbnio com hemostasia,
utilizando-se eletrocautério.

Utilizando-se técnica de microcirurgia com lupa de aumento ocular 2,5 vezes,
com tesoura de Metzenbaum, criou-se um espaco de aproximadamente 0,5 cm
posterior a uretra, imediatamente abaixo do colo vesical. Apds apreensédo da uretra e
da bexiga com clipe estabilizador, foi realizada uma sec¢cao completa da transi¢céo
uretrovesical e posterior anastomose continua com Monofyl® Poly(glicolida-e-
caprolactone) do tipo 5-0. Esta regido de sutura foi entdo recoberta ou ndo com uma
membrana de expolissacarideo celuldésico (CEM), biopolimero de cana-de-aglcar
BPCA, medindo 0,6 x 4 cm de comprimento, livre de tensdo e de acordo com 0s
grupos pré-selecionados (Figura 2 a-d). No periodo pés-operatério, os animais foram

mantidos com a mesma alimentacdo e com livre movimentagao na gaiola.
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Figura 2. Técnica cirtrgica utilizada. A: Secgéo uretral completa, logo distal ao colo vesical até
identificacdo da SVD; B: sutura continua com Monofyl® nos grupos C7 e C14, realizada a
anastomose sem a BPCACEM, C e D: areas de anastomose nos grupos CEM7 e CEM14 foram

recobertas com a membrana contendo auto adesividade.

ApoOs a passagem da sonda uretrovesical (Figura 3), uma amostra da urina foi
coletada para se avaliar a turbidez no momento da cirurgia. A mesma coleta foi

realizada durante a eutanasia.

Figura 3. Aspecto da inciséo cirdrgica e da sonda vesical de demora ou SVD intrauretral.

3.5 Confecc¢do das membranas de biopolimero de cana-de-acucar

As membranas de exopolissacarideo celulésico™ fenestradas foram
produzidas e cedidas pela microempresa POLISA Biopolimeros para a Saude Ltda.
A POLISA é incubada pela Incubatec Rural, Incubadora da UFRPE e possui parceria

com o Grupo de Pesquisa Biopolimero de Cana de Acucar [CNPg/UFPE],
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Universidade Federal de Pernambuco UFPE por meio do Nucleo de Cirurgia
Experimental.

As membranas foram embaladas individualmente em grau cirtrgico na propria
POLISA e esterilizadas com irradiacdo gama (25KGy), no Laboratorio 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

0,6 x 4 cm, obtendo-se 40 amostras fenestradas (Figura 4).

Figura 4. Dimens8es da membrana de biopolimero de cana-de-acticar BPCACEM.

3.6 Cuidado pés-operatério, eutanasia, coleta e fixacdo da amostra

No periodo poés-operatério, os animais foram mantidos no biotério, nas
mesmas condi¢cbes anteriores, permitindo-se livre movimentagdao. Os animais foram
pesados em trés tempos distintos, T1: peso no dia da cirurgia; T2: uma semana poés-
cirurgica e T3: no momento da eutanasia.

Os animais dos grupos C7 e CEM7 foram "eutanasiados" 7 semanas ap0s o
procedimento e os dos grupos C14 e CEM14 com 14 semanas, conforme protocolo
e preconizado pelo Nucleo de Cirurgia Experimental da UFPE. Apds a eutanasia, 0s
aspectos clinicos como peso do animal, turbidez da urina apds passagem da sonda
vesical e presenca de aderéncia foram avaliados. A urina dos animais foi avaliada
guanto a turbidez no momento da cirurgia e na hora da eutanasia e classificadas em:
(+) clara; (++) turva e (+++) opaca. Para tal, ap6s passagem da sonda vesical uma
amostra de urina foi coletada com uma seringa de 10ml e classificada de acordo

com o padréao acima.
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A coleta da amostra foi realizada através de uma incisdo abdominal ampla,
com a retirada, em bloco, da parede abdominal com a bexiga. As amostras foram
fixadas em formol tamponado a 10% e, apOs a fixac&o, incluidas em parafina,
cortadas com 5um de espessura, coradas com hematoxilina e eosina e enviadas

para analise histol6gica e morfométrica.

3.7 Analises histolégicas

O material de estudo foi enviado ao Servico de Anatomia Patolégica do
Hospital das Clinicas da UFPE. Foram realizados cortes percorrendo toda extensao
da uretra e em pontos principais de observacao na circunferéncia da anastomose.

A avaliacdo das laminas e a captura das imagens foi feita com o microscopio
de campo claro e imunoflouorescéncia Axio Imager M2m/Zeiss, conectado a camera
digital AxioCam HRc/Zeiss, responsavel pela transferéncia das imagens para um
computador. A captura das imagens foi feita por meio do software ZEN-2012/Zeiss.
As medidas foram feitas por meio do programa Image J —versdol,45(National
Institute of Health,Dethesda, MD, USA).

3.7.1 Medicao da espessura da parede da uretra

Para efetuar as medidas da parede uretral, esta foi dividida em 4 quadrantes,
obtendo-se a média de 20 mensuracfes em cada animal, efetuando-se 5 medi¢cbes
em cada um dos quadrantes. As imagens foram capturadas em aumento
panoramico, em laminas coradas pela HE. Para os diferentes grupos estudados, a
medida da espessura da parede uretral foi feita partindo-se da lamina prépria, da

zona em contato intimo com o urotélio, até a Ultima camada muscular mais externa.

3.7.2 Densidade dos vasos sanguineos e resposta inflamatéria

A densidade vascular, a taxa de colonizagdo celular da CEM BPCA e a
resposta inflamatéria foram calculadas através de 15 imagens aleatérias por
animal/peca. Posteriormente uma grade com 42 pontos foi lancada sob cada
imagem, onde contou-se apenas 0S vasos sanguineos e as células atingidas pelos
pontos, tais como fibroblastos, células gigantes multinucleadas, macrofagos,
mononucleares, polimorfonucleares e as regides da CEMBPCA.
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3.8 Comité de ética

O projeto e o protocolo de pesquisa foram submetidos e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Pernambuco, UFPE (N. 23076.009626/20113-26).

3.9 Analises estatisticas

As variaveis continuas parameétricas (espessura do urotélio e da parede
uretral em funcdo do tempo e do tratamento) foram comparadas usando o Teste t. A
variavel de peso foi calculada utilizando-se o one-way ANOVA. Em ambos os testes,
a significancia estatistica foi considerada quando p<0.05. Os testes estatisticos
foram realizados usando-se o GraphPad Prism 5.0 program® (GraphPad Software
Inc., USA).
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4. RESULTADOS

4.1 Obitos

Foram registrados 5 Obitos, 3 pertencentes ao grupo CEM (com a BPCA) e 2

pertencentes ao grupo controle, de um total de 28 animais operados.

Tabela 1. Obitos em decorréncia do procedimento cirrgico

OBITO DPO BPCACEM
BEXIGOMA (N=2) 6 +/-
SVD NAO PASSOU 0 +

SEM CAUSA APARENTE* | 3 +
LIQUIDO CAVIDADE 7 -

* Necropsia sem sucesso

4.2 Aspectos clinicos

O tempo cirtrgico em média foi de 51,56 minutos por animal. No momento da
cirurgia, todas as anastomoses foram consideradas boas ou excelentes e a
passagem SVD ocorreu sem resisténcia, das quais a maioria foi retirada no 7° DPO,
algumas cairam espontaneamente entre o 2° e 4° DPO.

Todos os animais foram avaliados no momento da eutanasia e classificados
de acordo com o aspecto da bexiga em bexigoma ou normal; aspecto da urina
guanto a sua turbidez; presenca ou ndo de estenose e outras observacdes. Na
tabela 2 abaixo pode-se observar o resumo dos principais achados.

Tabela 2. Aspectos clinicos

GRUPO BEXIG TURBIDEZDA ESTENOS OBSERVACOES
S A URINA E
C7 normal 2+/3+ nédo Pouca aderéncia
Cl4 normal* 1+/3+ néo Pouca aderéncia
CEM7 normal 1+/3+ nao CEM BPCA integrada e com
poucas aderéncias
CEM14 | normal 2+/3+ nao BPCACEM integrada e com poucas
aderéncias

Controle, n = 5; CEM, n = 4. C: Controle; CENBPCA: Membrana de expolissacarideo celulosico,
biopolimero de cana-de-aglicar. Um animal apresentou bexiga espessada. Ndo foi encontrado

nenhum caso de fistula urinaria.
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4.3 Peso

O peso dos animais foi comparado em trés momentos distintos: T1: no dia da
cirurgia; T2: 1 semana ap0s a cirurgia e 3: no momento da eutandsia. Pode-se
observar que na figura 5 ndo ha ganho ou perda de peso entre 0s grupos ou entre
os trés tempos comparados. Apds analise estatistica, foram obtidos valores de P

iguais a 0,289; 0,435 e 0,539, respectivamente para 0s pesos nos tempos 1, 2 e 3.

Variacao de peso (g)

3500
3000 _I_ —I— _}_
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0
c7 14 CEM7 CEM14

AT mMT? mT3

Figura 5. Variacdo de peso ao longo do experimento. Valores apresentados como média + EPM.
Variacdo do peso (g) ao longo do experimento. T1 = média de peso do grupo no momento da cirurgia;
T2 = média de peso do grupo apds 1 semana de pds-operatorio; T3 = média de peso do grupo no
momento da eutanasia. C: Controle; CEM = membrana de exopolissacarideo celulésico. Teste

estatistico utilizado: One-way ANOVA.

4.4Integracdo da BPCA ao tecido

Para as analises histologicas, dos 23 animais, apenas 3 ou 4 animais foram
utilizados em cada grupo. Infelizmente, uma parte das amostras estava calcificada
no momento do processamento histologico e ndo foi possivel a obtencéo de cortes
com qualidade minima suficiente para analise.

Cortes histolégicos panoramicos foram realizados para identificar a disposicéo
da CEM BPCA e o impacto de sua integracédo ao tecido adjacente. Observou-se a
uretra integra, com preservacdo de luz e por¢cdes da CEM BPCA envolvendo a
mesma (Figura 6A e B). Em maior aumento é possivel observar a CEMBPCA
distribuida ao redor da uretra, com intensa quantidade de CGMN (célula gigante
multinucleada), distribuidas homogeneamente em todas as por¢cdes da CEMBPCA;
moderada quantidade de células inflamatorias distribuidas na regido da CEMBPCA

apos 7 semanas (Figura 6C) e leve quantidade apds 14 semanas (Figura 6D).
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CEM BPCA circundada por tecido conjuntivo em ambos 0S tempos
experimentais. Moderada formacdo de vasos de pequeno calibore na CEMBPCA
(regido proxima a parede) e na interface parede CEM BPCA apés 7 semanas e
intensa neovascularizacdo ap6s 14 semanas. Nota-se ainda uma aparente

colonizacao celular mais acentuada apds 14 semanas.

CEM7 CEM14
.

Figura 6: Andlise histolégica de integracdo e biocompatibilidade. A e B = cortes panoramicos (40x),
corados com HE para visualizacdo da integragdo da BPCACEM ao tecido hospedeiro,
respectivamente apos 7 e 14 semanas de implante. C e D aumento de 400x para quantificacdo da
angiogénese e da densidade celular. CEM = membrana de exopolissacarideo celuldsico; Vs = vaso
sanguineo; CGMN = células gigantes multinucleares; U = uretra; VS = vesicula seminal; * = urotélio;
seta preta = macrofagos, cabeca de seta preta = fibroblastos, cabeca de seta branca =
mononucleares.
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Os padrdes de integracao foram entdo rearranjados quantitativamente para
expressar em grau leve, moderado e intenso e sdo apresentados na tabela 3 a

seqguir.

Tabela 3. Integracdo da BPCACEM ao tecido hospedeiro

TEMPO COLONIZ CGMN INFILTRAD INTEGRA ANGIOGEN

ACAO o] CAO ESE
CELULAR INFLAMAT TECIDUA
ORIO L
7 ++ +++ ++ * ++
SEMANAS
14 +++ +++ + * +++
SEMANAS

BPCACEM: n = 3/grupo. CGMN: Células gigantes multinucleadas; +leve; ++ moderada; +++ intensa. *
Presenca de tecido conjuntivo envolvendo toda a protese.

4.5 Morfometria da espessura da parede uretral

A parede uretral, medida da lamina prépria ao limite externo da camada
muscular, apresentou comportamento similar no grupo C7 e C14 (P = 0,713); assim
como CEM7 e CEM 14 (P = 0,287). Ou seja, o fator tempo nado influenciou na
espessura da parede. No entanto, foi observada uma maior espessura com
tendéncia estatistica para o conjunto membrana-parede (EP14 x EP+CEM14).
Provavelmente houve uma integracdo entre a membrana e a parede, resultando em
uma maior espessura total do conjunto membrana-parede com uma tendéncia
estatistica (P = 0,077).

N&o foram observadas diferencas estatisticas quanto a espessura da parede
mais a espessura da CEM BPCA entre 7 e 14 semanas (P = 0,152) ou diferenca na

espessura da CEMBPCA, também entre os tempos (P = 0,856).
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Espessura da parede (um)
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Figura 7. Espessura da parede uretral. Valores apresentados como média + EPM. EP = Espessura
da parede uretral; C: Controle; CEM = membrana de exopolissacarideo celulésico. C14 (n=3/grupo)
e CEM14 (n=3/grupo).

4.6 Morfometria da espessura do urotélio

O epitélio uretral ndo sofreu qualquer alteracdo apdés o implante da
BPCACEM, visto que a sua espessura néo foi estatisticamente diferente entre os

grupos.
Tabela 4. Espessura da parede do urotélio
ESPESSURA DA CONTROLE CEM
PAREDE (uM)
TEMPO 7semanas 14 semanas 7 semanas 14 semanas
UROTELIAL 64,37+4,44  41,70+515 70,90£11,23 57,38+10,64

CEM: Membrana de exopolissacarideo celuldsico. Valores expressos em média + EPM. One-way
ANOVA, valor de P = 0,152. CEM7 e CEM 14: (n=3/grupo).

4.7 Resposta inflamatéria e densidade dos vasos sanguineos (%)

A densidade celular apos colonizagdo da CEM BPCA foi calculada através da
quantificacdo morfométrica dos diferentes tipos celulares pertencentes ao processo
inflamatoério, bem como a de vasos sanguineos, ambos em funcdo do tempo. N&o
foram observadas quaisquer diferencas estatisticas quanto a populacdo de células
presentes na CEM BPCA ou quanto a intensidade de vasos sanguineos
neoformados, quando os dois tempos experimentais foram comparados entre si (P<

0,05). Os dados estao apresentados na tabela 5.
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Tabela 5. Quantificacao de processo inflamatério e neovascularizacéo
TEMPO VS FIBRO CGM MA MONONU POLIMORFON OUTR

B. N C. C. ucC. O
5
SEMANA
S 0,75 1,23 31,31 27,46 6,03 0,04 33,17
14
SEMANA
S 1,53 0,37 33,65 2481 4,50 0,00 35,13
VALOR | 0,05 0,343 0,844 0,808 0,685 0,629 1,000
DE P 7

Valor de P apés teste t student entre os tempos 7 e 14 semanas. VS: vaso sanguineo, Fibrob:
fibroblastos, CGMN: célula gigante multinucleada, Mac: macréfago, Mononuc: monoculeares
(linfocitos e plasmacitos), Polimorfonuc: polimorfonucleares, Outro: CEM/coldgeno. CEM7 e CEM 14:

(n=3/grupo).
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5. DISCUSSAO

A estimativa para o Brasil em 2017, aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil
casos novos de cancer. Excetuando-se o céncer de pele ndo melanoma
(aproximadamente 180 mil casos novos), ocorrerdo cerca de 420 mil casos novos de
cancer. O perfil epidemiolégico observado assemelha-se ao da América Latina e
do Caribe, onde os canceres de prostata (61 mil) em homens e mama (58 mil) em
mulheres serdo os mais frequentes (INCA, 2016). A cirurgia indicada com o intuito
de tratar o paciente que tenha cancer de préstata localizado, quando a doenca esta
confinada na prostata e dentro dos limites da capsula prostatica chama-se
prostatectomia radical (PR). Ou seja, a PR tem por objetivo curar o portador do
cancer, manter a continéncia urinaria e a funcao erétil. No entanto, a PR possui
diversas complicacdes (fistulas urinarias, estenose de colo vesical, incontinéncia
urinaria e tempo de sondagem vesical de demora prolongado). A cirurgia em si
causa dano ou perda parcial da musculatura lisa responsavel pela continéncia
urinéria involuntaria, localizada entre o colo vesical e a uretra prostatica proximal, e
esfincter uretral externo. Estes pacientes sdo mais dependentes do esfincter
estriado para tornarem-se continentes no pdés-operatério, e, portanto, a sua
preservacdo durante a cirurgia € fundamental para o sucesso da continéncia
urinéria. Por outro lado, a estenose de colo vesical também é uma complicacao
recorrente, caracterizada pelo estreitamento da luz uretral com consequéncias
devastadoras e tratamento complexo. A estenose ocorre geralmente de maneira
centripeta, dificultando o esvaziamento da bexiga e a passagem de urina.

Para que a continéncia urinaria apés PR seja mantida através da preservacao
de sua luz e do esfincter externo, é necessario um cirurgido habilidoso e experiente.
Além disso, o material utilizado na técnica cirargica da anastomose uretro-vesical
(neouretroplastia posterior) também influencia diretamente na taxa de sucesso no
pos-operatorio. Segundo Sano e col (2011) a analise univariada de dois grupos de
anastomose com diferentes fios revelou que apenas o tipo de sutura e a idade foram
parametros significativos para a estenose?).

Nesse contexto, diferentes materiais vém sendo empregados com o objetivo
de diminuir a incidéncia dessas complicacbes apdés PR. Cola de fibrina e alguns
polimeros, como o cianocrilato e o BioGlue® (albumina e glutaraldeido), ja foram

estudados. Segundo Flury e col (2008) a presenca da cola de fibrina no sitio da
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anastomose parece facilitar a vedacdo, permitindo assim a remocéo do dreno
cavitario JP (Jackson Pratt) apos mais cedo 0,8 dias e do cateter de Foley, apds
2,35 dias antes do grupo controle na de PR®®. Outro material testado por Hruby e
col (2006) em modelo animal suino foi o BioGlue®, uma combinacdo de
glutaraldeido e albumina bovina purificada®. De acordo com Fiirst & Banerjee
(2005) a mistura desses componentes cria ligagdes cruzadas de albumina-albumina
e, quando aplicado a tecido, criard ligacdes cruzadas de albumina-tecido®”. O
resultado € um adesivo que pode selar o tecido dentro de um curto periodo de
tempo. No entanto Hruby n&do confirmou as vantagens da utilizacdo do Bioglue®.
Segundo ele, o tempo cirargico aumentou e ndo houve melhora na qualidade da
sutura, seja na avaliacdo imediata pds-operatéria ou apés 1 semana. Na avaliacao
histoldgica observou-se ainda que a cicatrizacao e processo inflamatério na regido
da anastomose foi a mesma, com ou sem BioGlue®. Finalmente outro material
testado € o cianoacrilato, um adesivo disponivel em diferentes formas quimicas que
variam de cianoacrilato de etilo (Superglue®) a isobutilcianoacrilato e
octilcianoacrilato (Dermabond®), que estdo em uso clinico. A anastomose com
cianoacrilato requer a aplicacdo de suturas de permanéncia, um stent luminal e a
posterior aplicacdo do adesivo®. No entanto, segundo Grummet e col (2002),
utilizando modelo animal canino, o cianoacrilato parece ndo ser adequado para o
uso na anastomose vesicouretral de grande diametro, ou seja, aquela necessaria na
prostatectomia radical™.

Recentemente, dois trabalhos utilizaram o exopolissacarideo celulésico,
também conhecido como biopolimero de cana-de-aglcar, como possivel tratamento
para o refluxo vesico-uretral e a incontinéncia urinaria utilizando modelo animal
coelho e rato, respectivamente®?). O biopolimero foi injetado na bexiga dos
coelhos adultos usando uma pequena incisdo abdominal e comparado com a injecao
de microesferas de dextranbmeros (Dx) juntamente com acido hialurénico. De
acordo com os autores, 0 biopolimero apresentou baixa resposta inflamatéria e
melhor integracdo com o tecido hospedeiro do que o Dx apos longo periodo de
observacdo. Recentemente, Lima e col utilizaram a membrana de exopolissacarideo
celulésico como envoltério de reforgo uretral em ratas, avaliando sua integracao e
remodelacéo ao tecido receptor®”. De acordo com os autores, a membrana aderiu

ao tecido periuretral, integrando-se a este e induzindo o processo de remodelacao
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tecidual, necessario ao fortalecimento uretral, em modelo animal. Diante do exposto,
o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a eficacia da utilizagéo
da membrana de biopolimero de cana-de-acucar BPCA, expolissacarideo de cana-
de-acucar BPCA como reforco para as anastomoses uretrovesicais.

Logo optou-se por analisar o efeito da CEMBPCA ap6s PR, uma vez que tais
complicagcbes podem estar associadas a ma técnica cirirgica e/ou ao material
utilizado. O monofil utilizado nesse projeto para as anastomoses foi de escolha do
cirurgido, no entanto desde 2013 as cirurgias laparoscopicas, ou assistidas por
rob6s e o uso de fios especiais de sutura absorviveis e sintéticos barbeados de
poligliconato ou polidiaxona como V-loc®, Quill® e Stratafix® diminuiram em muito a
incidéncia de complicacdes associadas a anastomose*?.

Para aferir o refor¢co ou néo, proporcionado pela CEMBPCA foram aferidas a
espessura da parede uretral e do urotélio. A verificacdo da biointegracdo da foi
mensurada de acordo com a densidade da angiogénese e a reacao inflamatéria.
Observou-se que a espessura da parede nao foi alterada ao longo do tempo no
grupo controle (7 ou 14 semanas) ou apds 7 semanas comparando-se grupo C e
CEM. No entanto, foi observada uma maior espessura com tendéncia estatistica
para o conjunto membrana-parede (EP14 x EP+CEM14).

Segundo Lima e col (2016) ndo houve alteracdo entre a espessura da parede
apés o implante com CEMBPCA, mesmo apds 8 meses de reforco®? J4 o trabalho
de Margreiter e col (2013), relata ganho estrutural significativo, ao utilizarem o SIS
(submucosa intestinal suina) como envoltoério uretral, simultaneamente a colocacéo
do esfincter artificial®. A andlise histolégica desse material periuretral apds trés
meses do implante mostrou tecido conectivo remodelado e baixa reagao
inflamatoéria, fortalecendo a ideia de que essa matriz serviria de suporte para
crescimento de um novo tecido. Logo, o resultado adverso aqui encontrado para a
espessura da parede provavelmente ocorreu devido ao baixo numero de animais
analisados para o grupo. A alta incidéncia de calcificacdo devido a urina do modelo
experimental encontrada nas amostras inviabilizou o processamento histoldgico das
mesmas. No entanto, acreditamos que esse fato ndo seja representativo.

Pouco tempo depois Futyma e col (2016) em estudo clinico, acompanhou 66
pacientes com incontinéncia urinaria de esforco (IUE) e submetidas a injecdes de
Urolastic® durante diferentes periodos de acompanhamento®. O Urolastic® é um

agente de preenchimento uretral indicado para o tratamento da IUE (incontinéncia
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urinaria de esforco), com taxa de sucesso de até 68% apdés um ano de
acompanhamento e 30% das pequenas complicagBes relacionadas a injecdo do

agente®%3Y),

Os autores observaram que apenas 30% dos pacientes foram
beneficiados a longo prazo apdés a injecdo de Urolastic®, no entanto a analise de
microscopia de luz revelou que ndo houve diferenca estatistica significativa na taxa
de inflamac&o®. As principais complicacdes associadas a injecdo encontradas
pelos autores foram: 6,1% dos pacientes com obstrucdo uretral e 4,5% com
migracdo do material sob a uretra para dentro da bexiga. No presente estudo nao foi
observado nenhum caso de extrusdo da membrana apds implante. Recentemente,
Ogaya-Pinies e col (2016) afirmaram que utilizando um suporte de matriz
extracelular da bexiga urinéria incorporada a anastomose uretrovesical e a por¢cao
distal da bexiga durante PRRA (Prostatectomia Radical Robd Assistida) de resgate
pos radioterapia obtiveram uma taxa de vazamento anastomoético de 6,66% dos
pacientes que receberam o suporte e de 35,5% encontrado no grupo controle que
ndo recebeu a membrana ®¥

O urotélio também ndo sofreu quaisquer alteracbes apls implante da
CEMBPCA, independentemente do tempo analisado. Esse mesmo resultado foi
encontrado por Lima e col (2015) apds injetar exopolissacarideo celuldsico dentro da
bexiga de coelhos®®. O epitélio da bexiga apresentou-se integro, especialmente em
sua camada basal e com preservacdo de limen. No entanto, Lima e col (2016)
encontrou uma reducdo da espessura epitelial nos animais que receberam reforgo
de CEMBPCA + fita de silicone, ap6s 8 meses de implante®”. Segundo o autor, a
diminuicdo pode ter sido devido a posicdo da CEMBPCA (colocada entre a uretra e
a fita de silicone), criando assim uma barreira fisica e minimizando a reagéo
inflamatoria do hospedeiro ao silicone.

Finalmente, a biocompatibilidade e a biointegracdo da CEMBPCA foi avaliada
de acordo com a resposta inflamatéria e a taxa de vascularizagdo apos o implante
da CEM BPCA G*3% Em andlise histoldgica a CEM BPCA apresentou-se bem
aderida a parede uretral com preservacdo do seu lumen, vascularizacdo da
membrana e colonizagcdo celular e principalmente de células gigantes
multinucleadas  (CGMN), fibroblastos, macrofagos, mononucleares e
polimorfonucleares. A biocompatibilidade comeca quando as células inflamatorias
sao recrutadas para o local do implante, seguido da formacao de neovasos capazes
de fornecer o aporte de nutrientes para a integracdo do material implantado. Em
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seguida as células inflamatérias vao sendo paulatinamente substituidas por
fibroblastos, consequentemente com deposi¢do de colageno, mas sem formacéo de

capsula fibrosa®"®

. Essa biocompatibilidade associada a auséncia de toxicidade
do exopolissacarideo celulésico também foi confirmada recentemente através de
ensaios “in vitro” por Pinto e col (2016)“?; experimentais®®*? e clinicos“**2.

Diante do exposto, a CEM BPCA apresentou-se biocompativel e de facil
integracdo ao tecido hospedeiro, principalmente devido a formacdo de vasos
sanguineos e com a presenca de colonizacdo celular. A auséncia de estenose de
colo vesical, mesmo apo6s implante da CEM BPCA reforgca ainda mais o seu
potencial de aplicacdo. No entanto, ndo nos é possivel afirmar que a promove de
fato reforco uretral, uma vez que foram observadas diminuicdo na espessura da
parede uretral ap6s 14 semanas de implante. Estudos futuros sdo necessarios
utiizando o mesmo modelo animal e com diferentes testes de eficacia para afirmar

ou descartar a hipotese de reforco uretral apds o implante da CEM BPCA.
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6. CONCLUSAO

A auséncia de extrusdo, estenose ou fistula urinaria apés 7 ou 14 semanas e
0 aumento da espessura da parede com a BPCA, mostrou sua eficacia no reforgo
das anastomoses uretrovesicais em coelhos. Estudos clinicos prospectivos no futuro
Sao necessarios para confirmar esses resultados. Os resultados aqui encontrados
foram considerados promissores. Acreditamos que a auséncia de extrusao,
estenose ou fistula urinéria reafirmam a biocompatibilidade, biointegracdo e uma
tendéncia a uma parede mais espessa no conjunto final demonstram um potencial
de aplicacdo na area urolégica da membrana de expolissacarideo celulésico como

reforco uretrovesical.
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7. PERSPECTIVAS

De acordo com os resultados aqui encontrados, acredita-se que a membrana
de exopolissacarideo celulésico pode ser utilizada para a recuperacdo do tecido
vascular e nervoso prostatico, além do reforco da uretra posterior apdés trauma
uretral ou radioterapia®”. Suas propriedades de neovascularizacdo e de ndo causar
reacao inflamatoria intensa sdo promissoras. Logo, estudo futuros fazem-se
necessarios utilizando-se a mesma técnica cirdrgica, a fim de garantir a eficacia do

produto e sua seguranca para aplicacao clinica futura.
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] Introduction

According to intermational data, it is
estimated that about 600.000 new cases of
cancer occurred in Brazilin 2017; of which about
61.000 were of prostatic origin®. Part of these
cases will have had, as the main treatment, a
radical prostatectormy (RP), which aims to cure
the cancer and concomitantly maintain urinary
continence and erectile function.

Since the wrinary ftract needs to
be reconstructed after RP, wrethrovesical
anastomosis has become the most complex
stage because it depends directly on the
surgeon’s skills, the type of material available
and the technigue used®. With the advent of
robotic laparoscopic techniques and special
sutures, anastomasis is increasingly-successful,
with extremely low rates of stenosis or urinary
fistula. However, some situations such as RP
after transurethral resection of prostate (TURP)
or radiotherapy require previous urethral
reinforcement to prevent these complications
andfor the use of an artificial sphincter to
restore urinary continence in the futurewith
poor overall outcomes. We assess another
treatment option. Methods: A retrospective
analysis was performed of B8 patients
presenting with severe, recurrent incontinence
after multiple prior failed AUS procedures. All
patients were treated with small intestinal
submucosa |SIS.

The gquality and wvariety of materials
for this purpose seem to be scarce and
sometimes controversial. Im this scenario,
recent experimental and clinical studies have
registered the successful performance of
the cellulosic exopolysaccharide membrane
(CEM), also known as sugarcang biopolymer®.
CEM has recently been used in wrethral
reinforcement in rats and demonstrated to
be biccompatible and integrated into the
host tissue after adhering to the wrethra®, We
believe that this membrane could be used to

ard
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reinforce  urethrovesical anastomosis, since
it results in minor tissue reaction and acts as
a physical barrier, making the urethra more
resistant. Because it is a product from an
abundant raw material grown in our region,
CEM presents lower cost and easier production
when compared to the materials used on the
market to promote urethral reinforcement.
This project aims to evaluate the efficacy
of the use of the CEM as a reinforcement
in  urethrovesical anastomosis, through
histological and morphometric analysis.

n Methods

This study followed the principles
governing the Code of Experimental Ethics
and Laws for Protection of Animals, according
to the standards in Brazil, receiving full
approval from the Ethics Committea on Animal
Experimentation of the Center for Biosciences,
UFPE (process Mo 23076.009626/20113-26).
The study was conducted by The Nucleus for
Experimental Surgery of Federal University of
Pernambuco - UFPE. Twenty-eight male rabbits
were submitted to urethrovesical anastomosis.
The animals were divided into 4 groups: Group
C7: Anastomosis + 7-week postoperative
analysis; CEM7: Anastomosis + CEM  and
T-week analysis; C14 and CEM14 for 14-week
analysis (Figure 1).
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Figure 1 - Experimental design.
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Surgical technique and cellulosic
exopolysaccharide membrane (CEM)

The animals were placed on the
operating table in the supine position.
Antisepsis of the abdominal wall was
performed with chlorhexidine solution. A
6FR urethral catheter was used to facilitate
urethral dissection, section and anastomosis.
An abdominal midline incision of £ 5 cm was
made. Access to that abdominal cavity was
performed by the sequential dissection of
anatomical planes. The bladder and urethra
were then exposed. Using dissecting scissors, a
small sub-urethral space (+ 6 mm) was created
just below the bladder neck to facilitate
passage through the urethrovesical junction.

EBacterisl cefluiose o reinforce urethrovesical anastomosis. A transiationsl study
Mals GTS et al.

The urethra was sectioned at this point. The
anastomosis was performed with Monofyl®
Poly (Control group). In the CEM group, the
anastomosis was coated with a self-adhesive of
cellulosic exopolysaccharide membrane (CEM)
(Figure 2 A-D).

The CEM used in our study is a bacterial
exopolysaccharide made by bacterial synthesis
from sugarcane molasses. It was produced in
a project developed at one of the institutions
involved in the project (UFRPE)". Each CEM
implant was 4 x 0.6 cm x 0.04 mm thick and
with 1.0 mm diameter holes separated by 1.0
mm. These had been stored in a polyester
acetate envelope filled with 80% isopropyl
alcohol and sterilized using 25kGy of gamma
irradiation (Figure 2 E-F).

Figure 2 - Surgical technique and cellulosic exopolysaccharide membrane (CEM) measurements. A: Complete
section of the urethrovesical transition - urethra (bellow scissors) and urinary bladder (above); B: Rocco’s
anastomosis with Monofyl® Poly — Control group (glycolide-and-caprolactone); C: Rocco’s anastomosis with
Monofyl” Poly with cellulosic exopolishacaryde membrane (CEM group); D: Final anastomosis aspect; E-F:

CEM'’s dimensions: 4 x 0.6cm.
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Postoperative care, euthanasia and tissue
sample processing

The animals were weighed on the day of
surgery (T1), again 7 days after surgery (T2) and
before euthanasia (T3). Lethal doses of sodium
thiopental were administrated for euthanasia,
which occurred 7 and 14 weeks after surgery.
During euthanasia all animals were evaluated
and classified with respect to the bladder’s
aspect (normal or bladder distention); turbidity
urine level (at surgery and euthanasia), stenosis
and adherence presence.

Collection of the wurethrovesical
anastomosis specimens was performed by
means of a large abdominal incision, with
the removal, in block, of the abdominal wall
with the bladder. Samples were fixed in 10%
buffered formalin and, after fixation, embedded
in paraffin, sliced 5 um thick, stained with
hematoxylin and eosin and sent for histological
and morphometric analysis.

Histological analyzes

Morphometry of the urethra and urothelium
wall thickness

The methodology to measure the
urethra and urothelium wall thickness, was the
same used by Lima et al.®. Briefly, the area was
divided into four quadrants to obtain an average
of 20 measurements per quadrant. The images
were then captured with optical magnification
of 4x or 400x. The measurements were made
using the program Image J45 (National Institute
of Health, Bethesda, MD, USA). For both,
treated (CEM7 and CEM14) and control groups
(C7 and C14), measurement of the thickness of
the urethral wall was made starting from the
lamina propria, the area in close contact with
the urothelium, until the outer muscle layer.
The urothelium wall thickness was measured
using the above-described methodology from

a7e
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lamina propria to the urothelium-lumen limit.

CEM's integration and host tissue response

Panoramic histological sections were
performed to identify the disposition of CEM
and the impact of its integration into the
host tissue and around it. Each slide was then
classified as follow: (+) mild; (++) moderate;
(+++) intense for CEM's cell colonization,
amount of GMC, inflammatory infiltrate and
angiogenesis.

response
Point counting of 630 intersections
was used in 15 randomly selected fields
for each animal (four to five fields per
histological section), for new blood vessels,
fibroblasts, giant multinucleated cells
(GMCs), macrophages, mononuclear cells
{counted as one: lymphocytes and plasma
cells), polymorphonuclears, and areas of
CEM plus collagen fibers to determine the
volume densities of angiogenesis, CEM’s cell
colonization and inflammatory response.

Statistical analysis

All variables measured were tested
for normality prior to analysis, using the
univariate procedure of SigmaPlot 13. The
Student t-test was used to compare continuous
variables between the control and CEM group,
and comparisons between the time groups
were made by one-way ANOVA. P<0.05 was
considered significant. Data were reported as
means and SEM (standard error of the mean)
using tables and graphs.

2] Results

Deaths and clinical outcomes

The average surgery time was 51.56
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minutes per animal. By the end of the
surgery, all anastomoses were considered
good or excellent, and the bladder catheter
passage had occurred without resistance.
Some catheters were spontaneously expelled
between the 2nd and 4th POD (post-operative
day), and most were removed on the 7th POD
Five deaths occurred among the 28 operated

Table 1 - Clinical aspects.
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animals, 3 from the CEM group and 2 from the
Control group.

All animals had the aspect of the
bladder classified as normal, without
stenosis, no change in urine turbidity levels
of adherance level (Table 1). Animals’ weight
was not altered as a result of the surgical
procedure.

7 normal Mo 243+
C14 normal Mo 143+
CEMT normal Mo 143+
CEM14  normal Mo 243+

Mild adherence

Mild adherence
CEM well integrated and light adherence
CEM well integrated and light adherence

C: Contral, n=5; CEM, n = 4. CEM: Cellulose sxopolysaccharide membrane. Mo case of urinary fistula was found.

Histological analysis

CEM's integration and host tissue response
The integration patterns were
rearranged guantitatively to express mild,
moderate and intense levels and are presented
im Table 2. The intact urethra was observed,
with preservation of its lumen and portions
of the CEM encircling it (Figure 3 A-B). Using a
higher magnification, it is possible to observe
that the CEM is well distributed around the
urethra, with an intense number of GMCs

(multinucleated giant cells), distributed
homogeneously in the area of the CEM; a
moderate number of inflammatory cells after 7
weeks (Figure 3C) and a slight amount after 14
weeks (Figure 3D). The CEM was surrounded
by connective tissue at both experimental
fimes. Moderate angiogenesis was found in
thie CEM (close to urethral wall) and in the
wall-CEM interface after 7 weeks and intense
angiogenesis after 14 weeks. An apparent
more pronounced cell colonization was also
observed after 14 weeks.

Table 2 - CEM's integration and host tissue response.

7 weeks ++
14 weeks

+HH

+H+ +HH

+ L

++ . ++

+HH

CEM: Cellulose exopolysaccharide membrane. n = 3 / group. GMCs: Multinudeated giant cells; + mild; ++ moderate; +++ intense, *
Presence of connective tssue involving the entire prosthesis without fibrous capsule formation.

arr
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J .

Figure 3 - Histological analysis of CEM's integration
and biocompatibility. A and B = panoramic cuts
(x50), stained with HE to visualize the host tissue
response, respectively, after 7 and 14 weeks of
CEM's implantation. C and D: x400 magnifications
to quantify the angiogenesis and cell density. CEM =
cellulosic exopolysaccharide membrane; Bs = blood
vessel; MGCs = multinuciear giant cells; U = urethra;
SV = seminal vesicle; * = urothelium; black arrow =
macrophages, black arrowhead = fibroblasts.

Morphometry of urethral and urothelial wall
thickness

The thickness of the urethral wall
(Figure 4), measured from lamina propria up
to the outer edge of the muscular layer, was
similar in both groups, C7 and C14 (P=0.713);
as well as CEM7 and CEM14 (P=0.287). That
is, the level of tissue integration after CEM's
implant at 7 or 14 weeks was the same.
However, a greater thickness with a statistical
tendency was observed for the membrane-
wall set (WC+CEM14 x C14), probably an
integration between the membrane and

Acta Or Bras. 2018;33(8):073-083

the urethral wall (P = 0.077). There were no
statistical differences in urethral wall thickness
plus CEM between 7 and 14 weeks (P = 0.152)
or differences in CEM’s thickness, also between
times (P = 0.856).

The urethral epithelium, measured from
the lamina propria up to the urothelium-light
border, did not change after CEM implantation,
since its thickness was not statistically different
between the groups.

Urethral wall thickness (um)

wn
0
2000
0

o o

OWstiv @w gaw

Figure 4 - Urethral wall thickness. Values
presented as mean + SEM. W + CEM = urethral
wall plus CEM thickness; W: wall; CEM = cellulosic
exopolysaccharide membrane. P-value after
t-student test between UW + CEM values at 14
weeks and C14. There were no statistical differences
in urethral wall thickness plus CEM between 7
and 14 weeks (P = 0.152) or difference in CEM’s
thickness, also between times (P = 0.856).

Angiogenesis density and inflammatory
response (%)

Angiogenesis, cell density after CEM
integration and inflammatory response were
calculated by morphometric quantification of
different cell types as well as the presence of
new blood vessels. No statistical differences
were observed as none of the above
parameters had been compared when the two
experimental times were compared (P<0.05).
The data are summarized in Table 3.

T

[ S

Table 3 - Angiogenesis density and inflammatory response (%).

7 weeks 0.75 123 3131
14 weeks 153 0.37 33.65
P-value 0.057 0.343 0.844

27.46 6.03 0.04 3317
2481 450 0.00 35.13
0.808 0.685 0.629 1.000

P-value after student t-test between 7 and 14 weeks. BV: blood vessels; Fibrob: fibroblasts; GMCs: mulbinucleated giant cells; Mac:
macrophage; Mono: lymphocytes and plasmocyte cells; Poly: polymorphonudear; CEM/CF: CEM plus collagen fibers. CEM7 and CEM

14: (n = 3 /group).
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] Discussion

The estimate for cancer in Brazil in 2017
indicates the occurrence of about &600.000
new cases. Excluding non-melanoma skin
cancer (approximately 180,000 new cases),
approximately 420,000 new cases of cancer
probably occurred®. The epidemioclogical
profile observed resembles that of Latin
America and the Caribbean, where prostate
cancer (61.000) in men and breast cancer
(58.000) in women are the most frequent®. The
surgery indicated to treat a patient who has
detected prostate cancer, when the disease
is confined to the prostate and within the
limits of the prostate capsule is called radical
prostatectomy (RP). That is, RP aims to cure the
cancer patient, maintain urinary continence
and erectile function. However, RP has several
complications (urinary fistulas, bladder neck
stenosis, urinary incontinence and prolonged
urinary catheter time). The surgery itself
causes damage or partial loss of the smooth
muscle responsible for involuntary urinary
continence, located between the bladder neck
the proximal prostatic urethra and external
urethral sphincter. These patients are more
dependent on the striated sphincter to recover
urinary continence in the postoperative
period, and therefore its preservation during
surgery is critical in this process. On the other
hand, bladder neck stenosis is also a recurrent
complication, characterized by the narrowing of
urethral lumen with devastating consequences
and complex treatment. Stenosis usually occurs
centripetally, making it difficult to empty the
bladder and to pass urine.

For urinary continence after RP to be
maintained through preservation of the lumen
and external sphincter, askillful and experienced
surgeon is needed. In addition, the material
used inthe surgical technigue of urethrovesical
anastomosis  (posterior neo-urethroplasty)
also directly influences the success rate in the
postoperative period. According to S5ano et
al.®, the univariate analysis of two anastomaosis
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groups with different suture devices revealed
that only the type of suture and the patient’s
age were significant parameters for stenosis.
Given this, different materials have
been used to reduce the incidence of these
complications after RP. Fibrin glue and some
polymers, such as cyanoacrylate and BioGlue®
{albumin and glutaraldehyde) hawve already
been studied. According to Flury et al.*®, the
presence of fibrin glue at the anastomosis site
seems to facilitate the sealing of the surgical
site, thus allowing removal of the 1P (lackson
Pratt) cavity drain after 0.8 days and the Foley
catheter after 2.35 days of PR. Another material
tested by Hruby et al.*! in a pig animal model
was BioGlue®, a combination of glutaraldehyde
and purified bovine albumin. According to
First and Banerjee®, the mixture of these
components creates cross-links of albumin-
albumin and when applied to the tissue, it will
create tissue-albumin cross-links. The result is
an adhesion that can seal the tissue within a
short period of time. Howewer, Hruby et al. did
not confirm the advantages of using Bioglue®.
According to them, the surgical time increased
and there was no improvement in suture
quality, either at the immediate postoperative
evaluation or after 1 week. In the histological
evaluation the healing and inflammatory
process in the region of the anastomosis was
the same, with or without BioGlue™. Finally,
another tested material is cyanoacrylate,
an adhesive available in different chemical
forms ranging from ethyl cyanoacrylate
(Superglue’) to isobutyl cyanocacrylate and
octyl cyanoacrylate (Dermabond™), which is
in clinical wse. Cyanoacrylate anastomosis
requires the application of permanent sutures,
a lumimnal stent and the subsequent application
of the adhesivesimple, fast, and available
technigue for anastomosis in  urological,
vascular, gynecological, and general surgical
procedures. This method may in the future be
a good alternative to microsurgery, particularly
in centers where facilities are unavailable and
the financial implication is unbearable for the
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patient. Cyanoacrylate is an adhesive or glue
that is available in different chemical forms
ranging from ethylcyanoacrylate (superglue.
However, according to Grummet et ol.**, using
a canine animal model, cyanoacrylate seems
not to be suitable to be used in large-diameter
vesicourethral anastomosis, that is, what is
required for radical prostatectomy.

Recently, two studies have used the
cellulosic exopolysaccharide, also known as
sugarcane biopolymer, as a possible treatment
for wesico-urethral reflux and urinary
incontinence using rabbit and rat animal
models, respectively®**. The biopolymer was
imjected into the bladders of adult rabbits
using a small abdominal incision and compared
to the injection of dextran {Dx) microspheres
along with hyalurenic acid. According to these
researchers, the biopolymer presented a low
inflammatory response and better integration
with the host tissue than the Dx after long peried
of observation. Recently, Lima et al® used an
cellulosic exopolysaccharide membrane as
a urethral reinforcement in rats, evaluating
their integration and remodeling into the
receptor tissue. According to the authors, the
membrane adhered to the periurethral tissue,
imtegrating with it and inducing the process
of tissue remodeling, necessary for urethral
strengthening in an animal model. In view of
the research cited abowve, the present work
was developed with the objective of evaluating
the efficacy of the cellulosic exopolysaccharide
membrane (CEM) as a reinforcement for
urethrovesical anastomosis.

We therefore opted to analyze the
effect of CEM after RP, since complications may
be associated with poor surgical technique and/
or the material used. The monofilament suture
material used in this project for anastomosis
wias the surgeon's choice, since laparoscopic or
robot-assisted surgeries and the use of special
absorbable and synthetic suture materials
treated with polyglyconate or polydiaxone
such as V-loc”, Quill’ and Stratafic” would

[1: 1]
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greatly reduce the incidence of complications
associated with anastomosis®®,

To measure the reinforcement provided
by the CEM, the thickness of the urethral
wall and the urothelium were measured. The
bicintegration check of CEM was measured
according to angiogenesis density and
inflammatory reaction. The wall thickness did
not alter over time in the control group (7 or
14 weeks) or after 7 weeks comparing groups
C with CEM. However, a greater thickness,
with statistical tendency, was observed for the
membrane-wall group (EP14 x EP + CEM14).
According to Lima et al.® there was no change
in wall thickness after CEM implantation,
even after 8 months of reinforcement. On
the other hand, a different study reports a
significant structural gain when using SIS
(porcine intestinal submucosa) as a wrethral
coating, simultaneously with artificial sphincter
placement”. The histological analysis of this
periurethral material after three months of
implantation showed remnant connective
tissue and low inflammatory reaction,
strengthening the idea that this matrix would
support the growth of new tissue. However,
thie adverse result found in that study for wall
thickness probably occurred due to the low
number of animals analyzed for the group.
The high incidence of calcification found in the
urine of the experimental animal modal made
this histological analysis unaviable. However,
we believe that this fact is not particularly
relevant. A short time later, Futyma et ol
followed 66 patients with stress urinary
incontinence (SUI) and who had undergone
Urolastic® injections during different follow-
up periods. Urolastic” is a urethral filling agent
indicated for the treatment of SUl (stress
urinary incontinence) with a success rate of
up to 6B% after one year of follow-up and only
30% the small complications related to the
injection of the agent**™Urolastic, in women
with stress urinary incontinence (3Ul. The
authors observed that only 30% of the patients
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benefited in the long term after the injection
of Urolastic”, however the microscopic analysis
of the lumen revealed that there was no
significant statistical difference in the rate
of inflammation®’. The main complications
associated with the injection found by the
authors were: 6.1% of patients with urethral
obstruction and 4.5% with migration of the
material under the wrethra into the bladder.
In that study, no case of membrane extrusion
after implantation was observed. Recently,
Ogaya-Pinies et al.** stated that using a porcine
urinary bladder extracellular matrix scaffold
(UB-ECM) incorporated into the urethrovesical
anastomosis and the distal portion of the
bladder during sRARP (5alvage Robot-
Assisted Radical Prostatectomy) resulted in
an anastomotic leakage rate of 6.66% of the
patients who received the UB-ECM support
and 35.5% in the control group that did not
receive the membrane.

The urothelium also did not undergo
any changes after CEM implantation, regardless
of the time analyzed. This same result was
found by Lima et al.** after injecting cellulosic
exopolysaccharide into rabbit bladder. The
bladder epithelium was intact, especially
im its basal layer and with preservation of
the lumen. However, Lima ef al® found a
reduction in epithelial thickness in animals that
recaived CEM + silicone tape after 8 months
of implantation. According to the author, the
decrease may have occurred due to the CEM
position (placed between the wrethra and
the silicone tape), thereby creating a physical
barrier and minimizing the inflammatory
reaction of host tissue to the silicone.

Finally, the biocompatibility and the
bigintegration of CEM was evaluated according
to the inflammatory response and the rate of
vascularization after CEM implantation®*
in the histological analysis, the CEM adhered
wiell to the wrethral wall with preservation of
its lumen, membrane vascularization and cell
colonization, mainly because the presence
of multnucleated giant  cells  [MNGC),

=131
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fibroblasts, macrophages, mononuclear and
polymorphonuclear cells.  Biocompatibility
begins when inflammatory cells are recruited
to the implantation site, followed by the
formation of new vessels capable of delivering
nutrients for the integration of the implanted
material. Afterwards, the inflammatory cells are
gradually replaced by fibroblasts, consequently
with collagen deposition, but without fibrous
capsule formation®5*". This biocompatibility
associated with the absence of toxicity of the
cellulosic exopolysaccharide has also recently
been confirmed with in witro tests by Pinto et
al.®: both experimental®® and clinical®™,

In view of what has been related above,
the CEM is established as biocompatible
and easy to integrate into the host tissue,
mainly due to the formation of blood wessels
and the presence of cell colonization. The
absence of bladder neck stenosis, even
after CEM implantation, further stremgthens
its application potential. However, it is not
possible to conclude that CEM promotes
urethral reinforcement, since a decrease in
urethral wall thickness was observed after
14 weeks of implantation. Future studies are
needed using the same animal model and with
different efficacy tests to affirm or rule out
the hypothesis of urethral reinforcement after
CEM implantation.

n Conclusion

The absence of extrusion, stenosis
or wrinary fistula after 14 weeks of
urethrowvesical anastomosis  demonstrates
CEM biocompatibility and bicintegration with
tendency to a thicker wall.
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ANEXO A: Aprovacédo do Comité de Etica

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 B1) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (S5 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 31 de julho de 2013.

Oficio n°® 602/13

Da Comissé&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof Salvador Vilar Correia Lima
Nucleo de Cirurgia Experimental - CCS
Universidade Federal de Pernambuco
Processo n® 23076.009626/2013-26

Os membros da Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Utilizagdo da membrana de biopolimero de cana-
de-agicar (BCA) para protecdo da anastomose uretrovesical: um estudo
experimental comparativo em ratos.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo
adotadas como critérios de avaliagéo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a

serem realizados.

Origem dos animais: Fazenda Sitio Cabanha Coelheto — Atenciosamente
Lagoa de Itaenga-PE; Animais: coelhos; Linhagem:
Nova Zelandia; Idade: 4 meses; Peso: 4 kg, Sexo:
machos e fémeas; N° total de animais: 40.

Profe T la Rleger

CCB: Integrar para desenvolver




