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RESUMO

A disfuncao erétil (DE) é definida como a incapacidade de obter e/ou manter
uma erecao com rigidez peniana suficiente para uma atividade sexual satisfatoria. A
DE € uma patologia que apresenta inumeras op¢des de tratamento aprovados, que
envolvem desde farmacos orais na forma de inibidores da fosfodiesterase tipo 5
(PDE5I) até abordagens terapéuticas de segunda e terceira linhas como injecéao
intracavernosa com agentes vasodilatadores, dispositivos de erecdo a vacuo,
supositorios intrauretrais com prostaglandinas e implantes cirdrgicos de proéteses
penianas. As proteses penianas sdo a terceira op¢éo no tratamento da DE, no entanto,
apesar da sua comprovada eficcia, a infeccdo, o custo elevado, a idade avancada e
as comorbidades séo as principais razdes para limitar o uso dessa modalidade de
tratamento. Assim, o desafio deste trabalho consistiu em injetar no corpo cavernoso
de coelhos orquiectomizados o gel de celulose bacteriana (CB). Estudos clinicos e
pré-clinicos utilizando o CB como agente de preenchimento, demonstram sua
biocompatibilidade e capacidade de biointegracdo com desenvolvimento de
neovascularizagdo. Além disso, por se tratar de um polimero que utiliza como matéria
prima a cana-de-acUcar, possui um baixo custo de obtencdo e um facil manuseio.
Desta forma, o0 objetivo desse trabalho consistiu em avaliar a eficacia da injecao intra-
cavernosa do CB no tratamento da DE em modelo experimental de coelho. Trinta
coelhos adultos foram distribuidos em trés grupos, com dez animais cada, sendo: CB;
Veiculo e o Controle. Cada grupo foi entdo subdividido de acordo com o tempo de
avaliacdo de 3 meses e 6 meses. A orquiectomia bilateral foi realizada 3 semanas
antes da injecdo. Medidas paquimétricas do eixo peniano, didmetro e comprimento
foram realizadas in situ. Analises morfométricas histolégicas do corpo cavernoso (CC),
espessura da tunica albuginea, densidade celular, fibras colagenas e elasticas pos-
injecdo também foram realizadas, além de imuno-histoquimica para vasos
neoformados. O implante de CB, aumentou tanto 0 comprimento como a espessura
do pénis apls 3 e 6 meses da Ultima inje¢do, com consequente aumento do diametro
do CC. Em contrapartida, isso ndo foi observado nos grupos Controle e Veiculo,
confirmando a castracdo, com degradacao deste tecido e a eficacia do CB. Esses
resultados associados com a neovascularizagéo e a ocupacéo pelo CB dentro dos
corpos cavernosos até o periodo de 6 meses sugere ndo s6 uma boa integracdo
tecidual como uma biocompatibilidade e com auséncia de degradacdo ou perda de
volume. Assim, o CB apresenta-se como um agente de preenchimento seguro para
DE em coelhos, funcionando como uma opcao de tratamento ambulatorial bem
tolerado, clinicamente duravel, minimamente invasiva e de baixo custo.

Palavras-chave: Disfuncao erétil. Biocompatibilidade. Pénis. Prétese.



SUMMARY

Erectile dysfunction (ED) is defined as the inability to obtain and/or maintain an
erection with sufficient penile stiffness for satisfactory sexual activity. ED is a pathology
that presents numerous approved treatment options, ranging from oral drugs in the
form of phosphodiesterase type 5 inhibitors (PDE5i) to second and third line
therapeutic approaches such as intracavernous injection with vasodilating agents,
vacuum erection devices, intraurethral suppositories with prostaglandins and surgical
penile prosthesis implants. Penile prostheses are the third option in the treatment of
ED, however, despite their proven efficacy, infection, high cost, advanced age and
comorbidities are the main reasons to limit the use of this modality of treatment. Thus,
the challenge of this study was to inject the bacterial cellulose (CB) gel into the corpus
cavernosum of orchiectomized rabbits. Clinical and pre-clinical studies using CB as a
filing agent demonstrate its biocompatibility and biointegration capacity with
neovascularization development. Moreover, as it is a polymer that uses sugar cane as
a raw material, it has a low cost and easy handling. Thus, the objective of this study
was to evaluate the efficacy of intracavernous injection of CB in the treatment of ED in
an experimental rabbit model. Thirty adult rabbits were distributed in three groups, with
ten animals each: CB; Vehicle and Control. Each group was then subdivided according
to the evaluation time of 3 months and 6 months. Bilateral orchiectomy was performed
3 weeks before the injection. Pachymetric measurements of the penile axis, diameter
and length were performed in situ. Histological morphometric analysis of the corpus
cavernosum (CC), thickness of the tunica albuginea, cell density, collagen fibers and
post injection elastics were also performed, as well as immunohistochemistry for
neoformed vessels. The CB implant increased both the length and thickness of the
penis after 3 and 6 months of the last injection, with a consequent increase in the
diameter of the CC. In contrast, this was not observed in the Control and Vehicle
groups, confirming the castration, with degradation of this tissue and the effectiveness
of CB. These results associated with neovascularization and occupation by CB within
the corpora cavernosa up to 6 months suggest not only good tissue integration but
also biocompatibility and with no degradation or loss of volume. Thus, CB presents
itself as a safe filling agent for ED in rabbits, functioning as a well tolerated outpatient
treatment option, clinically durable, minimally invasive and low cost.

Keywords: Erectile dysfunction. Materials Testing. Penile. Artificial Limbs.
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1 INTRODUCAO

A disfuncao erétil (DE), também conhecida como impoténcia sexual, € definida
segundo o Consenso do Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos (NIH) sobre
Impoténcia, como a incapacidade de obter e/ou manter uma erecdo com rigidez
peniana suficiente para uma atividade sexual satisfatérial. A DE é uma preocupacéao
comum dos pacientes e de seus parceiros, pois pode causar ansiedade, depressao e
afetar significativamente a qualidade de vida. Atualmente, estima-se que metade de
todos os homens com idade entre 40 e 70 anos apresentam algum grau desta
disfuncéo. A prevaléncia da DE na populacdo masculina varia de 10% em homens
entre 30 e 39 anos, com prevaléncia de aumento para 59% em homens entre 70 e 79
anos?4,

A DE é uma patologia que apresenta inUmeras opc¢Bes de tratamento
aprovados, entretanto essas terapias apresentam limitacdes em relacdo a sua
seguranca e eficacia, uma vez que cada modalidade de tratamento aprovado
apresenta resultados variados em qualidade de vida e funcionais®.

As alternativas terapéuticas atuais envolvem como opc¢ao de primeira linha os
farmacos orais na forma de inibidores da fosfodiesterase tipo 5 (PDE5i), como o
sildenafil (Viagra), vardenafil (Levitra), tadalafil (Cialis) entre outros®®. No geral, o
tratamento com qualquer um desses inibidores da PDE5i permite que
aproximadamente 65% dos homens retornem a relacdo sexuall. Entretanto, esses
medicamentos tém eficacia varidvel, especialmente em populagbes de dificil
tratamento, como homens com diabetes mellitus (DM) ou com disfuncéo erétil apos
prostatectomia radical. Esses medicamentos tém efeitos colaterais significativos, que
impedem que homens com multiplas comorbidades participem de seu uso e os forcam
a buscar modalidades mais invasivas de tratamento com DE®! As abordagens
terapéuticas de segunda e terceira linhas incluem injecao intracavernosa com agentes
vasodilatadores, dispositivos de erecdo a vacuo, supositorios intrauretrais com
prostaglandinas e implantes cirlrgicos de préteses penianas. No entanto, a terapia de
segunda linha tem meia-vida curta e requer doses repetidas, 0 que torna a eficacia
variavel. Em adicao, a terapia de terceira linha (prétese peniana) por se tratar de um
procedimento invasivo, apresenta algumas desvantagens, tais como: dor moderada

entre 1 e 2 semanas apos realizagdo da cirurgia, o intercurso sexual em média sé
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pode ser realizado de 6 a 8 semanas depois da operagcado e apresenta uma taxa de
complicagéo que varia de 2 a 10%, principalmente decorrente de infecgdo, extrusao
da prétese ou falha no dispositivo erétil das préteses penianas inflaveis?319-23, Além
de todo o gasto com o procedimento cirdrgico em si, as proteses também séo caras e
consequentemente s6 sdo acessiveis a uma pequena parcela dos pacientes com
disfuncéo erétil**. Assim, o principal desafio para terapia da DE consiste na busca
continua por opcbOes de tratamento bem tolerados, clinicamente duraveis e
minimamente invasivos.

Diante do exposto, o principal desafio deste trabalho consistiu em desenvolver
um novo procedimento para o tratamento da disfuncéo erétil, a partir da injecao intra-
cavernosa do gel de celulose bacteriana (CB) utilizando o coelho como modelo
experimental. Por se tratar de um polimero que utiliza como matéria prima a cana-de-
acucar, possui um baixo custo de obtencdo e um facil manuseio, além de que os
inUmeros dados de estudos clinicos e pré-clinicos do uso do CB demonstra sua
biocompatibilidade e sua capacidade de biointegracdo com desenvolvimento de
neovascularizacdo?®>31. Estudos anteriores relacionados a aplicacdo de gel de
biopolimero, por meio de um implante endoscoépico diretamente abaixo do colo da
bexiga, para tratamento do refluxo vesico-ureteral, mostraram que o agente nao
apresentava reacao inflamatoria e que a longo prazo se integrou melhor ao tecido do
hospedeiro quando comparado ao Deflux®, indicando ndo haver rejeicdo corporal
desse material®?. Em outra aplicacéo, testou-se o gel de polissacarideo da celulose
bacteriana na bexiga peritbnio de ratos. O CB mostrou boa estabilidade
permanecendo no lugar apés a implantacdo, 0 que 0 caracterizou como uma
substancia de preenchimento satisfatorias3.

Esses resultados associados as suas caracteristicas fisico quimicas levaram
0s pesquisadores a investigar o seu uso em coelhos para melhorar as ere¢bes

penianas, introduzindo, assim, uma possivel nova linha de tratamento para a DE.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ANATOMIA DO PENIS E MECANISMO DE ERECAO PENIANA

O pénis contém duas camaras, chamadas corpos cavernosos, que se
estendem ao longo de seu comprimento, na por¢ao superior. A uretra, que é o canal
por onde passam a urina e o ejaculado, se estende ao longo da parte inferior do corpo
cavernoso3#3’. O corpo cavernoso é preenchido por um tecido esponjoso que consiste
de musculos lisos, tecidos fibrosos, espacos, veias e artérias. A tunica albuginea é
uma membrana de tecido conjuntivo denso que recobre o0 corpo cavernoso. As veias
localizadas na tunica albuginea drenam o sangue para fora do pénis, de volta para o
corpo.

O mecanismo de ere¢do comega com o estimulo sexual, que pode ser tactil ou
mental®*37. A estimulacéo sexual ou excitacdo sexual gera impulsos elétricos ao longo
dos nervos que vao para o pénis e faz com que ocorra a liberacdo de 6xido nitrico
(NO), na verdade, isto requer uma interacdo complexa do sistema nervoso central,
mediadores locais e endoteliais, a estimulacéo do nervo pudendo causa uma eregao
parassimpatica reflexa através de uma ativacéo da via parassimpéatica pelos nervos
pélvicos e fibras ndo-adrenérgicas ndo-colinérgicas (NANC). O 6xido nitrico (NO) é o
neurotransmissor liberado pelas fiboras NANC. As fiboras NANC desempenham um
papel fundamental na obtencdo da tumescéncia apds a estimulacdo do sistema
nervoso central, facilitando a liberacdo do NO e do polipeptideo intestinal vasoativo
(VIP) e inibindo a liberacé@o de noradrenalina das fibras simpéticas. O efeito cumulativo
e a jusante é uma dilatacdo do musculo liso cavernoso e esponjoso através da
ativacdo de segundos mensageiros intracelulares, como monofosfato de guanosina
ciclico (cGMP) e monofosfato de adenosina ciclico (CAMP)3®. O cGMP faz com que
0s musculos lisos dos corpos cavernosos relaxem, permitindo o fluxo de sangue
rapido para o pénis3%4°, O sangue preenche 0s corpos cavernosos, tornando o pénis
ereto. A expansao peniana pressiona e comprime 0s vasos sanguineos que drenam
0 sangue para fora do pénis na tunica albuginea, mantendo o sangue dentro dos
Corpos cavernosos, sustentando assim a erecdo. A erecdo € revertida quando os
niveis de cGMP nos corpos cavernosos diminuem, causando a contracdo da

musculatura lisa dos corpos cavernosos, interrompendo o fluxo de sangue e
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consequentemente a abertura dos vasos que drenam o sangue do pénis de volta ao
corpo. Os niveis do cGMP diminuem nos corpos cavernosos apos a sua degradacao
pela enzima fosfodiesterase tipo 5 (PDE5i)**%7. A funcéo erétil dependente, portanto,
da integridade da estrutura do corpo cavernoso e da interacdo e regulacéo funcional
entre os agentes vasoativos neuroefetores e seus receptores. Qualquer desequilibrio
na proporgdo do tecido conjuntivo ou do musculo liso*! ou, ainda, na transducéo do
sinal provocada por alteracfes na expressao do receptor podem resultar em disfuncéo

eréctil34-37.

2.2 DISFUNCAO ERETIL

A disfuncéo erétil (DE) pode ser conceituada como um comprometimento na
fase de excitacdo da resposta sexual e é definida como a incapacidade consistente
ou recorrente de atingir e/ou manter a erecao peniana suficiente para a uma relacao
sexual satisfatérial26,

A DE pode ser de origem organica, psicogénica ou mista. As principais causas
da orgéanica sdo decorrentes de problemas neurologicos, vasculares, alteracfes
penianas ou medicamentosas. Doencgas neurolégicas como Parkinson ou Alzheimer
podem levar a DE devido a diminuigdo da libido ou por inibigdo para iniciar uma
erecdo. O envelhecimento como fator de risco ocorre devido a diminuicdo dos niveis
de testosterona e mudanca da estrutura vascular peniana. Medicamentos com acao
central como o0s ansioliticos, antidepressivos, antipsicéticos sdo frequentemente
relacionados com piora da fungdo sexual, bem como alguns antihipertensivos
(diurético e betabloqueadores) e diversas drogas com acéo antiandrogénica também
podem levar a disfuncéo erétil®’.

As causas psicogénicas da DE frequentemente € associada a fatores como
ansiedade, falta da libido e/ou condi¢cGes psiquiatricas como a depressédo. Algumas
vezes relatam eregOes fora do intercurso sexual, como a presenca de erecdes
noturnas?é.

Por vezes a DE podera ser um indicador precoce de doenca crbnica, Batty e
colaboradores, estudando homens com e sem DE e diabetes mellitus, descobriram
gque homens com DE e diabetes sdo mais propensos a ter doenga coronariana ou

doenca cerebrovasculares®?. Outros fatores incluem trauma na regido pélvica ou
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genital, intervengBes cirdrgicas, iatrogénicas, sedentarismo, habitos alimentares
inadequados, abuso de alcool, tabagismo e drogas ilicitas*3.

Um dos principais estudos de epidemiologia sobre a DE foi o Massachusetts
Male Age Study (MMAS), realizado entre 1987 e 1989 em uma amostra aleatoria de
1.290 homens com idades entre 40 e 70 anos que moravam em cidades e vilas
proximas a Boston, no Estado de Massachusetts, EUA, observaram que 52% dos
homens tinham DE. As estimativas da prevaléncia de DE encontradas nesses estudos
comparam-se as realizadas em outros continentes. Taxas semelhantes também foram
encontradas na Franca, onde Virag e colaboradores**, relataram uma prevaléncia de
39% em homens de 18 a 70 anos; e na Tailandia, onde um estudo populacional em
uma amostra de 1.250 homens com idades entre 40 e 70 anos mostrou uma
prevaléncia de 37,5 %*. As diferencas entre as estimativas encontradas nos estudos
citados podem ser reais e/ou podem surgir de diferencas culturais na populacao,
percepcao e atitude em relacdo a disfuncdo erétil entre as respectivas populacdes.
Além disso, podem resultar da metodologia utilizada em cada pesquisa, uma vez que
as técnicas e definicbes empregadas nao foram padronizadas. Por outro lado,
diferengas na faixa etéria dos homens matriculados nas varias amostras podem ter
levado a discrepancias entre as taxas de DE encontradas. Porém, todos os estudos

apontam como variavel constante o aumento da incidéncia de DE com a idade?.

2.3 TRATAMENTO DA DISFUNCAO ERETIL

2.3.1 Primeira Linha

Na década de 90, Jacob Rajfer e colaboradores, em 1992, descreveram a
participacdo do Oxido Nitrico como mediador do relaxamento do corpo cavernoso em
resposta a neurotransmissao néo-adrenérgica e ndo-colinérgica (NANC), melhorando
0 mecanismo de erecdo o que possibilitou o desenvolvimento de inibidores orais da
fosfodiestarase-5 (PDE-5), como terapia oral para DE, como citrato de sildenafila,
tadalafila, valdenafila e iodenafila. Atualmente, a terapia com esses inibidores é
considerada de primeira linha para tratamento da DE, devendo ser utilizado sob
demanda, na presenca do desejo e do estimulo sexual®#6. O Guideline para DE, 2018,
sugere 0 uso da psicoterapia ou aconselhamento psicossexual para ajudar os homens

a usar os medicamentos com mais eficacia?.
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2.3.2 Segunda Linha

Antes do aparecimento dos medicamentos orais para DE, os tratamentos eram
limitados a drogas intrauretrais ou injecdo intracavernosa de medicamentos
vasoativos. Dentre os medicamentos utilizados estdo o Alprotadil, a Papaverina, a
Fentolamina, a Atropina e o Polipepitideo Intestinal Vasoativo (VIP) ou suas
associacOes. Essas terapias estdo indicadas na falha dos medicamentos orais ou
pelas suas contraindicacdes. Destaca-se também nesta linha o tratamento com

Vacuoterapia Constrictiva®?2,

2.3.3 Terceira linha de tratamento - Implante cirargico de proteses penianas

As primeiras referéncias da impoténcia sexual registradas foram encontradas
na india Sushruta Samihita por volta do século VIII a.C. Historicamente foi uma doenca
que se acreditava ter suas raizes psicogénicas, religiosas e sobrenaturais. Portanto,
o tratamento da impoténcia envolveu pocdes, afrodisiacos, unguentos, oracées, que,
ainda hoje, desempenham um papel importante em certas culturas. Em meados de
1900 a impoténcia era tratada por psicélogos ou psiquiatras em mais de 95% das
vezes, eles ofereciam empiricamente tratamento com testosterona. Em 1954 David
Stafford-Clark descreveu no seu artigo “The Etiology and Treatment os Impotence” a
seguinte afirmacédo: “Uma generalizacado dogmatica, mas razoavelmente segura, seria
gue pelo menos 90% de todos os casos de impoténcia, relativos ou completos, sdo
de origem psicogénica”. Antes de 1974, muito poucos urologistas eram envolvidos no
diagnostico e tratamento da disfuncdo erétil, devido ao desconhecimento da sua
fisiopatologia®’.

As primeiras proteses datam de 1936, quando os chineses tentaram usar
hastes de marfim, a ideia basica era dotar o interior do pénis de um dispositivo que
recuperasse sua rigidez peniana para facilitar a penetragéo. Inicialmente, Bogoras
utilizou fragmentos de cartilagem intercostal introduzindo-os entre 0s corpos
cavernosos para tal finalidade. No entanto o material usado, além de ser
extremamente rigido, ndo podia ser devidamente mensurado para esta funcao,
tendendo finalmente a ser absorvido com o passar do tempo*®. Em 1948, Bergman e
colaboradores, usando a técnica descrita por Bogoras e Frumpkim, faziam a cirurgia
em 4 estagios para reconstrugdo peniana, mas, com o0 tempo e devido as

complicacdes pos-operatorias, também foi abandonada*®.
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O primeiro implante, com relativo sucesso, empregando material sintético, foi
descrito por Goodwin e Scott em 1952, em parceria com um dentista que tinha muita
experiéncia com acrilico, produziu uma prétese peniana em acrilico para reconstrucao
do pénis. Seus estudos iniciais concluiram que o acrilico, quando introduzido nos
tecidos, implantado entre fascia de Buck e a tanica de dardos, provocava a formacéo
de uma fina camada fibrosa ao seu redor, com um minimo processo inflamatorio.
Apesar de alguns pacientes terem apresentado coitos satisfatorios, devido a rigidez
do material essa técnica foi descontinuada. Em 1960 Loeffler, um cirurgido plastico
em parceria com um urologista, Emile Sayegh, seguindo o conceito de Goodwin,
também utilizou acrilico, porém foi pouco utilizada pelo mesmo motivo, mas eles
utilizavam o acrilico somente na por¢céo pendular do pénis, sendo uma experiéncia em
dois casos apenas®’.

A primeira aplicacéo de protese, uma em cada corpo cavernoso, ocorreu em
1966, quando Beheri J. M descreveu sua técnica de implante, na qual eram utilizadas
hastes solidas de polietileno. Este também foi o primeiro relato do uso de proteses em
toda a extensdo do pénis, da glande até a base dos corpos cavernosos, e ndo somente
na sua por¢cdo pendular. Em 1966, apds o relato de um trabalho em 700 pacientes
tratados com esta técnica, apesar de obter sucesso no que dizia respeito a
manutencdo de uma atividade sexual satisfatéria, este procedimento também foi
abandonado, possivelmente porque a rigidez do material ndo era adequada a este
propodsito®®. Foi Lash et al., que, em 1964, mostraram a versatilidade do uso do
silicone, utilizado pela primeira vez para prétese peniana®¢:5,

Pearman, em 1967, seguindo a o principio de Lash com silicone, descreveu
uma técnica na qual eram realizadas incisées no dorso do pénis, entre a fascia de
Buck e a tunica albuginea, aonde poderiam ser inseridas proteses planas em sua
porcdo superior e curvas na face da tunica albuginea, longas o suficiente para
cobrirem a distancia da regido do sulco balano prepucial até os ligamentos
suspensores do pénis. Foi deixada de lado devido a dor, extrusédo e auséncia de uma
area de apoio adequado na porcéo proximal46:52,

Gerow, em 1973, propds uma protese de silicone intra-cavernosa, que foram
distribuidas comercialmente. Nesta ocasido ele implantava a prétese na porcao
pendular do pénis, com hastes bigeminadas. Também devido as complicacbes pés-

operatérias do material também foi abandonada®3.
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No inicio de 1970 pouco interesse tinham os urologistas para o tratamento da
disfuncao erétil e isto foi demostrado pelo baixo numero de trabalhos apresentados
nos Congressos da American Urological Association: em 1971 Pearman, um trabalho,
em 1972 Morales, um trabalho, e em 1973 Hancock, um trabalho. Morales modificou
a técnica de Beheri, usando um implante mais fino de polietileno. Porém, devido a
rigidez do material, houve casos de perfuracao e infec¢do e esse material também foi
abandonado. Mas seu grupo ajudou no desenvolvimento das proteses peniana atuais.
Em 1974 foram 3 trabalhos: Small e Carrion, com dois trabalhos e Scott, um trabalho,
este Ultimo em relacédo a prétese peniana inflavel*’. A prétese de Small-Carrion deu
origem a técnica do implante intracavernosa de préteses penianas semirrigidas, de
silicone, que deram origem aos atuais modelos de prétese. Paralelamente, neste
periodo, outros autores como Scott, Bradley e Timm iniciaram o desenvolvimento das
proteses penianas inflaveis, em 1973. Este principio surgiu em 1969 com Timm,
engenheiro, Bradley, neurologista e Scott com o desenvolvimento de um dispositivo
de compresséao uretral. Dai surgiu o esfincter uretral artificial, que viabilizou hoje a
utilizacdo néo s6 destes dispositivos, com boa margem de confiabilidade, bem como
possibilitou o aparecimento das mais modernas técnicas que reunem todos o0s
circuitos em uma s6 pega*’:54-56,

O implante peniano implica na substituicdo do mecanismo de ere¢éo natural do
corpo por um sistema de erec¢éo artificial. Houve uma grande evolugcédo nessa area
nos ultimos anos e hoje ha diversos tipos de préteses disponiveis no mercado. Ha
implantes que s&o formados por um tubo de silicone semiflexivel e uma haste interna
de platina ou prata que mantém determinada tensdo no pénis, ha implantes
articulaveis e também implantes que sédo formados por um sistema inflavel em que o
pénis fica ereto ou perde a erecdo controlado por um dispositivo hidraulico de
transmissdo de pressdo. O implante peniano € sempre feito em hospitais e €
fundamental esclarecer antes ao paciente todos os detalhes basicos do procedimento,
tais como a irreversibilidade da cirurgia devido a destruicdo dos tecidos cavernosos,
a disponibilidade dos diversos tipos de prétese (vantagem e desvantagens de cada
uma) bem como todos os cuidados a serem tomados antes e apds o ato cirurgico.
Dentre as principais complicacdes associadas aos implantes penianos estao:
hematomas, perfuragédo da albuginea do corpo cavernoso, lesdo da uretra, retengéo

urinéria, erros de tamanho dos cilindros ou hastes, fibrose, insatisfacdo com a
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espessura, tamanho e rigidez do pénis, dor persistente, edema prolongado e

infecgéot®20-24,

2.4 DESCRICAO DO GEL DE CELULOSE BACTERIANO

O gel de Celulose Bacteriano (CB) € um produto inovador da POLISA
Biopolimeros para a Saude Ltda. O CB é produzido a partir do biopolimero de melago
desenvolvido pela equipe de P&D e | da POLISA, obtido por sintese bacteriana,
Zoogloea sp. Os primeiros estudos surgiram no final do século passado. Este
biopolimero foi isolado no nucleo de Estacdo Experimental de Cana de Acucar de
Carpina, Universidade Federal Rural de Pernambuco. A identificacdo do
microorganismo foi realizada no Instituto de Antibiético da Universidade Federal de
Pernambuco, Brasil. A estrutura quimica do biopolimero puro foi determinada: Glicose
87,57%, Xilose 8,58%, Ribose 1,68%, Acido Glicurénico 0,83%, Manose 0,82%,
Arabinose 0,37%, Galactose 0,13%, Ramnose 0,01% e Fucose 0,01%°’. Os primeiros
experimentos para utilizacdo deste biopolimero foi para abreviar a cicatrizacdo de
feridas em animais®®. Dr. Melo, na sua tese de doutorado, avaliou a cinética de
producdo do biopolimero pela bactéria Zoogloea sp onde obteve uma taxa de
conversdo de 50%°°. Posteriormente, avaliou-se a resposta citotoxica de macréfagos
alveolares de ratos comparando com politetrafluoretieno (PTFE), telas de
polipropileno e do biopolimero da cana-de-acucar que mostrou alta
biocompatibilidade, apresentando uma baixa citotoxicidade a um nivel que permite a
sua aplicacédo experimental com seguranca?®.

A resposta inflamatoria a membrana de biopolimero e telas de polipropileno,
um polimero sintético, implantadas no peritbnio de ratos foi avaliada por Lima, em
2005. No estudo foi observado que em todos os ratos houve incorporagdo das
préteses implantadas ao peritdnio, ndo sendo encontradas colec¢des, exsudato livre
ou fistulas, mostrando-se comparavel ao polipropileno para a confecgéo de telas para
préteses cirlirgicas?®.

Esse biomaterial foi descrito em estudos prévios como um curativo seguro, com
baixa toxicidade, biocompativel, promovendo crescimento e diferenciacéo celular e,
portanto, contribuindo para o processo de cicatrizagdo e epitelizagdo. Estudos pré-

clinicos e clinicos mostraram que esse biomaterial é efetivo como barreira mecanica
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e adjuvante no tratamento de feridas cirargicas, e, em lesdes ulcerativas, vem se
mostrando bastante seguro e com baixo custo para uso em curativos urol6gicos®°.
Williams, em 1987, um biomaterial por definicdo é “uma substancia ou associacdo de
duas ou mais substancias, farmacologicamente inertes, de origem natural ou sintética,
utilizada para substituir, aumentar ou melhorar, parcial ou integralmente, tecidos e
0rgéos”tl,

Outro estudo compara o biopolimero da cana-de-acucar com Dextranomer
Microspheres Plus Hyaluronic Acid, que ja € utilizado na pratica médica para o
tratamento de refluxo vésico-ureteral. Aqui o biopolimero confirma sua seguranca de
biocompatibilidade e integracdo local e com baixo custo®. O biopolimero foi usado
como um material biocompativel para substituicdo 6ssea em ratos, mantendo a area
uniforme, evitando o encolhimento cicatricial e preservando a aparéncia estética®?. O
biopolimero em forma de “hidrogel” mostrou-se efetivo para prevenir aderéncia
intraperitoneal em modelo experimental em ratos, quando comparado com produtos
ja padronizados na pratica médica para esse fim®3. Foi também usado para substituir
a nucleacéo orbitaria em ratos que aqui também demonstrou ser biocompativel e bem
integrado nas 6rbitas®. Em modelo experimental para lesdes de pele o biopolimero
da cana-de-acUcar mostrou uma integracao da pelicula de polissacarideo celuldsico
ao tecido, com biocompatibilidade e baixa reatividade da pele. Essa remodelagcéo de
tecido induzida acelerou o processo de cicatrizacdo e atuou como barreira
mecanica®®.

Outro estudo comparou uma substituicdo parcial da artéria femoral em céo,
com “patch” de biopolimero da cana-de-acucar e o uso de PTFE, mostrando que sua
compatibilidade é semelhante entre os dois materiais, porém o primeiro com menor
custo®. Um outro estudo experimental, onde foi avaliado a integracdo de uma
membrana de biopolimero da cana-de-agucar na orelha média de ratos, foi observado
gue a membrana do biopolimero da cana-de-agucar provocou reacao inflamatéria na
orelha média dos ratos com remissdo no tempo tardio do experimento®’. O gel
de biopolimero CB foi testado experimentalmente em coelhos apds evisceracao
ocular e preenchendo a bolsa escleral com o gel, foi observado sua
biocompatibilidade e integracédo nas 6rbitas®. O gel de polissacarideo celuldsico de
cana-de-agucar provou ser biocompativel e pode ser usado para remodelagédo de

defeitos 6sseos criticos associado ao osso liofilizado e fornecendo consisténcia
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adequada para preencher defeitos 6sseos e propriedades que facilitam a liberacéo de
proteina controladora®. Uma faixa multiperfurada de biopolimero ou comparada com
uma pelicula de poliuretano ja disponivel comercialmente, TEGADERMR, mostrando
ser uma alternativa altamente satisfatéria e baixo custo para curativos em
hipospadias®. Uma esponja de biopolimero da cana-de-aclcar foi usada
experimentalmente como facilitador da hemostasia no trauma renal grau 4,
experimental em ratos, sendo encontrado uma satisfatéria eficiéncia na hemostasia
renal no modelo experimental©.

Foi testado experimentalmente por Correia Lima e colaboradores, em 2017, em
ratos para possivel protecdo uretral no implante esfincter artificial, neste estudo
comparou o silicone com a faixa de gel de celulose bacteriana (CB), este ultimo ajudou
na remodelacdo estrutural dos tecidos periuretrais com boa integracdo local
melhorando os tecidos protetivos uretral’®.

O CB pode ser classificado segundo a RDC 185 de 22 de outubro de 2001
como um produto médico invasivo cirurgicamente, de longo prazo, enquadrado na
classe lll. Nesse sentido, o CB apresenta caracteristicas promissoras de se tornar
uma possivel protese peniana, substituindo a ere¢do natural do corpo por uma

artificial, através de um procedimento ambulatorial minimamente invasivo.

2.5 MODELO EXPERIMENTAL

De acordo com a forma e com sua constituicdo histolégica, o pénis dos
mamiferos € classificado em fibroelastico e musculo cavernoso. No pénis do tipo
fibroelastico, durante a copula observa-se um aumento do comprimento peniano com
poucas modificacBes no diametro. E encontrado em bois, porcos e ratos. No cavalo,
cédo e coelho observa-se que durante a copula ocorre aumento tanto do comprimento
qguanto do diametro, caracteristicas do pénis do tipo musculo cavernoso que tambéem
é encontrado no homem. O coelho é um animal de exploracdo zootécnica e
considerado também como animal de laboratério. Por apresentar um pénis com as
caracteristicas semelhantes ao pénis humano é utilizado em trabalhos experimentais
servindo como modelo para o estudo de varias patologias que acometem 0s seres
humanos como, por exemplo, a disfuncéo erétil’>’4. O pénis do coelho é dividido em

raiz ou porc¢ao fixa, corpo ou porgdo intermediaria e glande ou extremidade livre. A
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raiz é formada pelos pilares (corpos cavernosos) e pelo bulbo do pénis (corpo
esponjoso). O corpo se estende desde a raiz até a glande e é formado pelo corpo
cavernoso e esponjoso. A glande é formada por corpo esponjoso’?.

Histologicamente o pénis do coelho contém tecido erétil dispostos na forma de
dois corpos cilindricos dorsais denominados corpo cavernoso e corpo esponjoso. Este
altimo é um pouco mais longo e se localiza ventralmente circundando a uretra. Essas
duas estruturas sao também envolvidas por uma fascia peniana constituida de tecido
conjuntivo denso fibroelastico, a tdnica albuginea’? ">,

Tendo em vista as inumeras semelhancas anatémicas e histolégicas do pénis
de coelhos com o pénis humano, o coelho apresenta-se como um 6timo modelo de

comparacao aos humanos para o tratamento da disfuncéo erétil.

2.6 JUSTIFICATIVA

O agente expansor, gel de CB, apresenta-se como uma possivel protese
peniana minimamente invasiva, proporcionando uma recuperacao cirargica mais
rapida, menor tempo de internacéo e invariavelmente ocasionando uma reducgéo de

custo para o tratamento da disfuncao erétil.

2.7 OBJETIVOS

2.7.1 Objetivo geral
Avaliar a eficacia da injecao intra-cavernosa do gel de celulose bacteriana (CB)

no tratamento da disfuncao erétil em modelo experimental de coelho.

2.7.2 Objetivos especificos
1. Avaliar o aspecto clinico do animal e do pénis ao longo do tratamento com
CB;
2. Avaliacdo do comprimento e didmetro peniano “in situ” antes e apos o
implante com CB;
3. Avaliar o efeito de preenchimento (bulking) do CB apés 3 e 6 meses de

implante;
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. Avaliar a morfometria do corpo cavernoso e a espessura da tunica
albuginea,;

. Analisar a densidade celular do implante e reacdo de corpo estranho;

6. Analisar a histoquimica das fibras colagenas e elasticas;

. Avaliar a imunohistoquimica para vasos neoformados dentro do implante
CB.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 INSTITUICOES PARTICIPANTES DA PESQUISA

Trata-se de um projeto multicéntrico com a participacdo de diferentes
instituicées: a) Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), em parceria
com a empresa POLISA — Biopolimeros para a Saude, Ltda: Producdo do gel de
biopolimero de cana-de-acucar, ou gel de celulose bacteriana (BCG); b) Universidade
Federal de Pernambuco, Nucleo de Cirurgia Experimental (NCE): Manutencdo dos
animais, cirurgia, tratamento com o BCG e sacrificio; ¢) Laboratdrio de Imunopatologia
Keizo Asami (LIKA): Processamento histolégico e analises histoldgicas,
estereoldgicas e imunohistoquimicas; d) Departamento de Energia Nuclear — DEN:

Esterilizacdo do material.

3.2 ANIMAIS

Estudo de intervencdo ou experimental, prospectivo para o qual coelhos
machos adultos da raca Nova Zelandia (n= 30), pesando em média 2,0 Kg. Os animais
foram mantidos em um ambiente apropriado com acesso livre a bebidas e racédo ad
libitum. Os animais (n= 30) foram divididos em trés grupos, com 10 animais por grupo,
e nomeados da seguinte forma: Grupo Gel de celulose bacteriana — CB; Grupo
Veiculo — salina; Grupo Controle. Cada grupo foi entdo subdividido igualmente em
dois, de acordo com o tempo de avaliagdo de 3 meses e 6 meses.

3.3 PROCEDIMENTOS TECNICOS

3.3.1 Anestesia e cirurgia

Os animais dos grupos tratados e veiculos foram anestesiados por um médico
veterinario com Xilazina (5mg/kg IM) e Ketamina (20mg/kg IM). Dez minutos antes do
inicio da anestesia foi aplicado sulfato de atropina por via intramuscular (0,44mg/Kg).
Os animais foram mantidos com mascara de oxigénio (0,5 ml/min) durante todo o
procedimento. Foi considerado anestesiado o animal com respiracéo regular e com

auséncia de reflexos a estimulos. Os coelhos foram posicionados em decubito dorsal
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na mesa cirargica (Figura 1), realizando-se assepsia e antissepsia do campo
operatério e posicionando-se campos estéreis. A orquiectomia foi realizada
bilateralmente no grupo tratado e veiculo, através de uma Unica incisdo supra pubica
de cerca de 1 cm isolando o corddo e tracionando os testiculos externamente. A
ligadura do cord&o foi realizada com fio algod&o 3 zeros. O pénis do coelho foi liberado
da sua prega natural apds anestesia local com lidocaina 2% sem adrenalina até sua
base, realizadas suturas das bordas com fio catgut cromado 4-0.

O grupo controle néo foi castrado, sendo apenas o pénis desvinculado da sua

prega natural, conforme mencionado acima.

Figura 1 — Técnica cirdrgica de orquiectomia (A-B) seguida de liberagdo
do frénulo peniano de coelho (C-D).

N
o,

L

Fonte: Autor, 2020

Trés semanas apds a orquiectomia, 0s animais do grupo experimental
receberam 1mL de CB em cada corpo cavernoso com uma agulha de 26G, enquanto
que os animais do grupo veiculo receberam o0 mesmo volume de solugéo salina. Este
procedimento foi realizado 4 vezes com intervalo de 1 semana. O comprimento e 0
diametro do pénis de cada animal foram medidos antes e depois de cada aplicacao
(Figura 2).
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Figura 2 — Paquimetria antes e ap0s injecao de CB/salina

Fonte: Autor, 2020

3.3.2 Sacrificio e coleta da amostra

Ao final de trés e seis meses 0s animais foram eutanasiados através da
administracéo por via intravenosa de dose letal de tiopental sédio (150mg/Kg).

O pénis foi entdo removido na sua totalidade por dissecc¢éo, separando-o de
seu ponto de fixagdo na tuberosidade isquiatica. O pénis foi pesado seco em uma
balanca analitica e posteriormente fixado por imersdo em formalina 10% em tamp&o
fosfato 75nM. 24h apds a fixagéo o pénis foi recortado em fragmentos transversais de

aproximadamente 3-5mm de espessura e pos-fixados na mesma solucéo.

3.3.3 Andlise histolégica

Todas as amostras foram processadas rotineiramente seguindo a técnica de
desidratacdo em alcool, diafanizacdo em xileno e inclusdo em parafina histologica.
Cortes de 4 um de espessura foram obtidos, montados em laminas e posteriormente
corados de acordo com o0 objetivo de estudo. As laminas coradas com HE foram
utilizadas para afericdo da espessura do corpo cavernoso e reacao de corpo estranho
seguida de andlise morfométrica de densidade celular. A coloracdo de tricromio de
Masson foi utilizada para afericdo da espessura da tunica albuginea. Finalmente a
técnica de Fucsina-Resorcina de Weigert, assim como a técnica com Picrosirius Red
foram utilizadas para visualizacdo das fibras do sistema elastico e colagenos,

respectivamente. Todas as foto micrografias foram obtidas utilizando-se o microscopio
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AXIO (Imager.M?m/Zeiss) acoplado a uma camera (AXIOCam HRc/Zeiss) conectada
ao software de captura ZEN 2 PRO (blue edition), ZEISS nas objetivas de 10, 20 e
40x.

3.3.3.1 Imunohistoquimica

Para identificar a presenca e a localizacdo especifica de vasos sanguineos
dentro do gel injetado nos corpos cavernosos nos grupos BCG 3 e 6 meses,
empregaram-se recuperacdo antigénica enzimatica, eliminacdo da peroxidase
enddgena, bloqueio de antigenos inespecificos e marca¢ao imunohistoquimica.

Para tanto, cortes histolégicos foram imunomarcados com anticorpos anti--
CD31 (Ab24590 mouse monoclonal Abcam® Lote 8065433 diluicdes 1:100).

Para recuperacdo antigénica, se utilizou solucao de tripsina (0,01 g de tripsina
+ 0,01 g de cloreto de calcio + 10 mL de agua destilada) em camara Umida, a 37°C
por 30 minutos, e lavagem em trés banhos de PBS por 2 min. A eliminagéo
da peroxidase enddgena foi feita em solucdo alcodlica de peréxido de hidrogénio
(180 mL de metanol + 20 mL de peréxido de hidrogénio a 20%) por 20 min, em
temperatura ambiente, protegida da luz, seguida de lavagem em trés banhos com
PBS, por 2 min cada. Para bloqueio de antigenos inespecificos do tecido, empregou-
se solucdo de leite desnatado diluido em PBS a 10%, por 30 min, em temperatura
ambiente.

Na fase de marcacao dos vasos, foram empregados controle positivo (tecido
conjuntivo do animal), teste e controle negativo (sem anticorpo primario). Apoés
lavagens em PBS, todas as laminas (controles e teste) foram incubadas com o
anticorpo secundario em camara umida, por 20 min a 36°C, seguindo lavagens em
PBS e incubacdo com o reagente “C” por 15 min, a 36°C, e lavagens em PBS.

A revelacdo do complexo antigeno-anticorpo foi realizada com solugéo
de diaminobenzidina (DAB, Histostar plus®, Invitrogen®), por 2 min. Para coloragdo
nuclear de contraste, utilizou-se hematoxilina de Harris (diluida a 50% em agua
destilada), por 4 min. Em seguida as preparacdes seguiram a técnica de rotina

mencionada acima para em seguida serem fotografadas.
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3.3.3.2 Histomorfometria

Reacdo de corpo estranho: as medidas de intensidade da reacao inflamatoria
foram realizadas por um observador cego e as laminas foram selecionadas
aleatoriamente. A avaliacdo microscopica objetivou registrar a presenca de vasos
sanguineos, fibroblastos e células gigantes multinucleadas da coloracdo HE, em uma
andlise semiquantitativa. A intensidade da reacgéo inflamatoria foi classificada como
ausente, leve, moderada e grave. Esta graduacéo foi baseada nos seguintes critérios
[15]: O-ausente, com menos de 5% da area examinada; 1-Leve, com reacao
envolvendo entre 5-25% da area examinada; 2-moderado, comprometendo entre 25-
70%; Reacédo 3-Grave, envolvendo mais de 70% da area analisada.

A morfometria da espessura da tunica albuginea foi realizada em laminas
previamente coradas com Tricrémico de Masson e foto micrografadas em microscopio
otico. Vinte aferic6es foram realizadas em cada corpo cavernoso, totalizando 40 por
animal, levando em consideracao o ultimo pixel marcado em azul entre o tecido e a
regido externa ao corte até o ultimo pixel azul entre a tanica albuginea e a regido
interna do corpo cavernoso. Para esta analise utilizou-se o software Image J, com o
auxilio da ferramenta “linha reta”, onde uma linha perpendicular ao sentido das fibras
foi lancada. Ao final uma média foi obtida, bem como o desvio padrdo para analise
estatistica.

As laminas destinadas a marcacao das fibras elasticas foram coradas através
de coloracdo de Weigert. Apdés a montagem e secagem as laminas foram foto
micrografadas, obtendo-se 15 imagens aleatérias de cada espécime, e as imagens
processadas através do software ImagePro Plus. Para isto, os pixels com a marcacao
para a fibra elastica foram selecionados e os resultados foram expressos em
porcentagem de area ocupada nas imagens.

A integracdo inflamatoria tecidual e a proliferacdo vascular foram avaliadas em
laminas coradas com Hematoxilina e Eosina de forma quantitativa. Para isso utilizou-
se o sistema de grades do software Image J. Uma malha de 42 pontos foi langada em
cada imagem obtida dentro dos corpos cavernosos (15 por animal), totalizando 630
pontos. Foram quantificados vasos sanguineos, fibroblastos, células gigantes
multinucleada (CGMN), macréfagos, células inflamatérias mononucleares e
polimorfonucleares e a presenca do CB. Ao final, foram obtidas as médias para cada

tipo celular ou estrutura atingida pelos pontos, além do desvio padréo.
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3.4 DADOS ESTATISTICOS

Registros biométricos e histomorfométricos foram utilizados para calcular a
média e os valores de desvio padrdo (DP) em cada grupo. O teste de Kolmogorov-
Smirnov foi escolhido para avaliacdo da distribuicdo normal. A analise de variancia foi
usada para avaliar os efeitos do tempo e das condicbes experimentais. Para analise
das diferencas entre os grupos, foi realizada a one-way ANOVA seguido teste Tukey
post-hoc. Para andlise das diferencas de parametros entre 3 e 6 meses pos-injecao,
as variaveis da curva normal foram comparadas pelo teste t, seguido pelo calculo dos
valores de P, considerando-se estatisticamente significativo valores <0,05). Para

todas as andlises, foi utilizado o software SigmaStat 3.5.

3.5 PROCIMENTOS ETICOS

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. 23076.022494/2015-90).
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4 RESULTADOS

4.1 ASPECTO CLINICO DO ANIMAL E AVALIACAO DO PENIS AO LONGO DO
TRATAMENTO COM CB

N&o houve complicagcdes no procedimento da injecao intracavernosa em
nenhum dos grupos. O tempo cirargico médio para injecdo do CB ou salina foi de 5
minutos por animal. De maneira geral, alguns animais apresentaram uma resposta
imediata da erecao induzida pelo CB, com exposi¢ao da glande apds a injecéo (Figura
3). Em contrapartida, alguns animais ndo apresentaram uma distribuicdo homogénea
ao longo do comprimento do corpo cavernoso, localizando-se em area isoladas e sem
contiguidade. Apds os tempos experimentais, 3 e 6 meses, 0s animais do grupo
experimental estavam com a cicatrizacdo completa e rigidez peniana palpavel. Nao
foram observados sinais de hipersensibilidade, extrusdo ou processos inflamatérios
intensos apdés 6 meses, indicando assim que a injecéo intracavernosa do CB é um

procedimento seguro.

Figura 3 — Aspecto clinico e histologico do pénis do coelho, apos
injecdo intracavernosa de CB

Fonte: Autor, 2020
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4.2 AVALIACAO DO COMPRIMENTO E ESPESSURA PENIANA “IN SITU”

Apos a injecao intracavernosa do CB houve um aumento tanto do comprimento
como do diametro peniano de 41.04 £ 1.61 para 49.96 + 0.68 e de 13.95 + 0.38 para
23.19 + 1.35, respectivamente, apos o periodo de seis meses (Tabela 1). Esse aumento
se manteve ao longo do tempo experimental, sem perdas de volume quando
comparados os tempos de 3 e 6 meses (Tabela 1). Os coelhos que receberam o CB
apresentaram uma recuperacdo da funcdo erétil quando comparado aqueles que
receberam injecdes salinas. A figura 3 demonstra a integridade do corpo esponjoso e

a preservacao do urotélio.

Tabela 1 — Comprimento e espessura peniana apos inje¢édo de CB.

Grupo Comprimento peniano (mm) Didmetro peniano (mm)

TO T3m T6m TO T3m T6m

Controle 31.90+1.30 36.56+4.21 41.04+1.612 11.03+1.31 14.15+0.60 13.95+0.382

Veiculo 35.41+0.83 35.56+1.14 39.53+1.952 1459+0.68 13.14+0.79 14.93+0.792

CB 35.55+0.86 36.04+0.87 49.96+0.68° 11.03+1.31 17.15+0.44 23.19+1.35°

Valores apresentados como média * erro padrdo da média. Veiculo: salina e CB: gel de celulose Bacteriana. TO,
T3m e T6m (tempos experimentais antes as inje¢des, apos 3 e 6 meses, respectivamente. Letras diferentes na
mesma coluna = P < 0.05 ap6s One-way ANOVA test.

Fonte: Autor, 2020

4.3 AVALIACAO DO PREENCHIMENTO DO CORPO CAVERNOSO

4.3.1 Efeito bulking do CB apés 3 e 6 meses de injecéo

A analise histolégica pela coloracdo de Hematoxilina-eosina revelou o
preenchimento do corpo cavernoso pelo CB com preservacdo dos constituintes
teciduais. A figura 4 demonstra a integridade do corpo esponjoso e a preservacao do
urotélio. O CB permanece ap0s os periodos de 3 e 6 meses acarretando efeito de
massa e sendo incorporado ao tecido, permeado por infiltrado inflamatério
predominantemente linfomononuclear, células gigantes multinucleadas do tipo corpo

estranho, fibroblastos e vasos sanguineos (Tabela 2).
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Figura 4 - Secc¢des transversais do pénis ap0s a eutanasia dos animais veiculo (A) e CB (B)
apos 6 meses. Em C observa-se fotomicrografia do corte panoramico dos corpos
cavernosos, completamente preenchidos por CB, envoltos pela tunica albuginea e com
preservacgdo do corpo esponjoso e urotélio.

Fonte: Autor, 2020

Tabela 2 — Efeito bulking do CB no corpo cavernoso

Grupos Corpo Cavernoso Corpo Esponjoso

Controle Score 3 vasos sanguineos intearo
Score 3 fibroblastos 9

Veiculo Score 3 vasos sanguineos intearo

(3-6m) Score 3 fibroblastos 9

CB-3m Score 3 CGMN . Score 1 mononucleares
Score 2 vasos sanguineos

CB-6m Score 2 CGMN Score 1 mononucleares

Score 1 vasos sanguineos

Valores apresentados como score de intensidade inflamatéria onde 0 = ausente; 1 = leve; 2 = moderada e 3 =
intensa. C Veiculo:salina e CB: gel de celulose bacteriana. CGMN célula gigante multinucleada.
Fonte: Autor, 2020

4.3.2 Morfometria dos corpos cavernosos

Posteriormente a orquiectomia foram observadas diferencas significativas no
didmetro dos corpos cavernosos (CC) do pénis, seguida ou ndo de preenchimento
com o CB. Como esperado, ocorreu uma diminuicdo do didametro do CC no grupo
veiculo, confirmando os efeitos da auséncia de andrégenos no tecido, bem como o
aumento do didmetro apos o preenchimento com o gel de celulose. O efeito bulking
novamente permaneceu no tecido, sem reabsor¢do, mesmo apos 6 meses de injecdo
(Figura 4).



34

Figura5 — Diametro dos corpos cavernosos entre 0s grupos controle; veiculo: salina e gel
de celulose bacteriana ap6s 6 meses de implante. Valores testados quanto a normalidade.
Diferencas estatistica = * quando valor de P < 0.005 apds One-way ANOVA.
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Fonte: Autor, 2020

4.3.3 Densidade celular e reacédo de corpo estranho

A integracdo e biocompatibilidade do CB apds implante pode ser aferida de
acordo com a celularidade e neovascularizacdo. Como esperado, no grupo de 3
meses houve uma maior quantidade de vasos sanguineos e fibroblastos. A resposta
inflamatéria mediada por células gigantes multinucleadas (CGMN), linfécitos,
plasmécitos e polimorfonucleares permaneceu inalterada ao longo do tempo

experimental (Tabela 3).

Tabela 3 — Resposta inflamatdria e neovascularizagdo do implante CB.

Grupos VS (%) Fib (%) CGMN (%) Mac (%) Mono (%) Poli (%) CG (%)

CB-3m 46.50 82.25 126.25 84 19.75 0.75 303.75
(2.1) (13.0) (20.0) (13.3) (3.1) (0.12) (48.2)

CB-6m 20.80 23.4 87.4 185.4 12.4 0.2 318
(0.5) (3.7) (13.8) (29.4) (1.9) (0.03) (50.4)

P-value  0.042 0.001 0.137 0.025 0.132 0.413 0.772

Valores apresentados como média (%) em um total de 630 pontos contados (100%). P-valeu: test t. VS: vaso
sanguineo; Fib: fibroblastos, CGMN: células gigantes multinucleadas; Mac: macréfagos; Mono: leucdcitos
mononucleares; Poli: leucdcitos polimorfonucleares; CG: gel de celulose.

Fonte: Autor, 2020
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A densidade volumétrica ocupada pelo CB dentro dos corpos cavernosos
mostrou-se constante nos 2 periodos analisados, demonstrando a eficacia do material
como agente de preenchimento e sua boa integracdo ao tecido hospedeiro, com

auséncia de degradacéo ou perda de volume (Figura 6).

Figura 6 — Integragéo do gel de celulose (CB) dentro dos corpos cavernosos apoés 3 (A e B)
e 6 meses (C e D). U = urotélio, ta = tanica albuginea; CG = gel de celulose, GMC = célula
gigante multinucleada. Fotomicrografia A e C coradas com Tricrémico de Masson e B e D

com Hematoxilina e Eosina.

[ T

Fonte: Autor, 2020

4.4 HISTOQUIMICA DE FIBRAS ELASTICAS

A deposicao de fibras elasticas aumentou ao longo do tempo experimental, mas

sem diferencas estatisticas referentes a sua deposicao (Figuras 7).
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Figura 7 — Deposicgéo de fibras elasticas no grupo CB apés 3 meses (A-B) e 6 meses (C-D).
Figuras A e C coradas com coloracao de Weigert e B e D coradas com Picrosirius Red e
fotomicrografadas em microscopio de luz polarizada

Fonte: Autor, 2020

4.5 ESPESSURA DA TUNICA ALBUGINEA

A espessura da tunica albuginea permaneceu inalterada no grupo veiculo (P =
0,008), e apresentou sua menor espessura no grupo CB, apdés 6 meses de implante
(P =0.001).
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Figura 8 — Espessura da tunica albuginea entre os grupos controle; veiculo: salina e

gel de celulose bacteriana (CB) apds 6 meses de implante.
10 -
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Fonte: Autor, 2020

4.6 IMUNOHISTOQUIMICA PARA NEOVASCULARIZACAO DO IMPLANTE

Foi observado a vascularizacdo do implante em ambos o0s tempos
experimentais com uma maior vasculariza¢do no grupo CB 3 meses (P = 0.042), com
uma organizacao de vasos mais perifericamente localizados em relagcéo ao implante
(Figura 9).

Figura 9 — Imunohistoquimica de cortes transversais do corpo cavernoso preenchido com
CB e corados com Anti-CD31 para células endoteliais apos 3 e 6 meses de implante,
respectivamente A e B.

Fonte: Autor, 2020
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5 DISCUSSAO

A disfuncédo sexual masculina € um disturbio que afeta homens em diferentes
faixas etarias e levam a alteracfes que podem interferir no comportamento psicolégico
levando a transtornos que afetam a vida conjugal com consequéncias imprevisiveis.

Ayta et al., em 1995, fizeram uma projecédo da prevaléncia da DE para homens
cinguentenarios de 332 milhdes em 20257, A incidéncia varia muito com faixa etaria,
Shamloul et al., em 2013, relatam que a prevaléncia da DE € de 1 a 10% em homens
com menos de 40 anos, varia de 2% a 9% em homens entre 40 e 49 anos, aumenta
para 20-40% em homens com idade entre 60 e 69 anos. Em homens com mais de 70
anos, a prevaléncia de DE varia de 50% a 100%"".

Na maioria dos pacientes, a DE esta relacionada as alteracbes no fluxo
sanguineo para o pénis. A funcdo erétil por sua vez, depende do equilibrio e
integracdo entre fatores fisioldgicos, estrutura tecidual, propriedades fibroelasticas
dos corpos cavernosos, além do bom funcionamento de neurotransmissores, fatores
vasoativos e enddécrinos’®. Logo, a deficiéncia de androgénios, através de
orquiectomia ou tratamentos hormonais pode resultar em anormalidades estruturais
do pénis, com perda de libido e declinio da funcédo erétil”®. Em 2005, Traish e
colaboradores, demonstraram que a orquiectomia em coelhos resultou em perda da
funcao erétil e atrofia peniana, associada a reducao da musculatura lisa trabecular e
aumento do contetdo do tecido conjuntivo®.

Em relacdo a DE, nos ultimos anos, houve um progresso significativo na
compreensdao dos mecanismos multifatoriais que modulam a capacidade erétil e
predispdem a DE, levando a maior disponibilidade de opcdes de tratamentoll13-1581
especialmente através de estudos com modelos animais, como ratos e coelhos®?83,
No nosso estudo, coelhos da raga Nova Zelandia foram utilizados para se investigar
os efeitos da orquiectomia e do tratamento subsequente com gel de celulose
bacteriana (CB) na fungéo erétil, incluindo a estrutura e fungédo do tecido do corpo
cavernoso. A escolha deste modelo teve como base o porte do animal, o fato de ser
o0 modelo mais utilizado para avaliacdo experimental de implantes e a facilidade de
acompanhamento da evolucgéo clinica®.

O CB é obtido a partir do melago da cana-de-acgucar, sendo um polimero

estavel e ndo absorvido pelos tecidos circundantes®®®, Pinto et al., em 2016,
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avaliaram in vitro o gel de celulose bacteriana e observaram que nao foi citotéxico,
genotoxico ou agudamente toxico e, ainda, atenuou os efeitos genotoxicos e
mielotoxicos induzidos por ciclofosfamida, sugerindo ser um biomaterial seguro e
promissor nas areas da medicina e biologia®®. Em 2012, pesquisadores do nosso
grupo aplicaram o CB para preenchimento da orbita de coelhos eviscerados. Nesse
estudo néo foi observado infeccéo, intoxicagéo ou extrusao no CB, mostrando um bom
efeito cosmético e de biocompatibilidade. Também sobre o uso injetavel do
biopolimero, pesquisadores do mesmo grupo compararam o uso do Copolimero de
Dextrandmero/acido hialurénico (Dx/HA) com o CB em relacdo a sua
biocompatibilidade na bexiga de coelhos, e, analisando amostras de 3 e 11 meses
encontrou uma diferenca significativa em favor do gel, especialmente em relacdo a
preservacdo do material no local do implante, bem como a presenca de
neovascularizagdo®?. Esses resultados corroboram o presente estudo, onde também
foi visivel o efeito do preenchimento anatdémico do corpo cavernoso (efeito bulking)
com permanéncia do material in situ, auséncia de reacdes inflamatérias. Essas
caracteristicas séo ideais para o desenvolvimento de uma possivel protese peniana
injetavel.

O objetivo principal de uma proétese peniana € aumentar o volume peniano tanto
em comprimento como em espessura que permita a atividade sexual, com
consequente afilamento da tunica albuginea®*. Na tabela 1 e na figura 4 é visivel o
aumento tanto do diametro (13.95 + 0.38 para 23.19 + 1.35) quanto do comprimento
peniano (41.04 + 1.61 para 49.96 * 0.68), ap0s as injecbes com CB, assim como da
diminuicdo da tunica albuginea. Esse aumento se manteve ao longo do tempo
experimental (6 meses), sem perdas de volume. Por outro lado, ndo foram observadas
alteracdes estatisticas entre no grupo veiculo, pois devido a castracao cirurgica houve
atrofia do corpo cavernoso e da tunica albuginea quando comparado com o grupo
controle.

A analise histoldgica pela coloragdo de Hematoxilina-eosina também revelou o
preenchimento do corpo cavernoso pelo CB com preservacdo dos constituintes
teciduais. O CB permanece apos os periodos de 3 e 6 meses, como demonstrado na
figura 3 acarretando efeito de massa e sendo incorporado ao tecido, permeado por

infiltrado inflamatério predominantemente linfomononuclear, células gigantes
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multinucleadas do tipo corpo estranho, fibroblastos e vasos sanguineos, demonstrado
na tabela 3.

O CB é um material que desencadeia uma reacao de corpo estranho, gerando
uma resposta inflamatoria cujo agente celular central € o macréfago que assume seu
estado de ativacdo epitelioide e progressivamente se fusiona formando uma
populacdo de células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho bastante
numerosa Nos nNOssos espécimes. Houve uma manutencdo das células gigantes
multinucleadas, que ja se formaram no periodo de 3 meses e persistiram no tecido
envolvendo o material exégeno incorporado. E possivel que a permanéncia do corpo
estranho funcione como estimulo para atrair mais macréfagos justificando o aumento
numeérico em 6 meses. A inflamacéo é fundamentalmente uma reacéo protetora e seu
objetivo final é proteger o organismo de algo que esteja causando lesdo celular. A
reacdo inflamatéria € um processo esperado com a injecdo de qualquer material
exdgeno no organismo®’.

Em paralelo a resposta celular ao CB estimula & neovascularizacdo, como ja
foi demonstrado em experimentos anteriores, que em conjunto com o envolvimento
do CB pelos elementos inflamatorios, garantem a incorporacao do material exégeno
ao tecido do hospedeiro. Na evolugédo de um processo inflamatorio crénico também é
usual que este tecido ricamente vascularizado seja progressivamente, pelo menos em
parte, substituido por tecido fibroso, persistindo predominantemente vasos mais
calibrosos que garantem a nutricdo e, mais uma vez, é um fator pertinente na
manutenc¢do do material incorporado ao tecido®’. Assim, no presente estudo, o achado
de reducdo dos vasos sanguineos no grupo de 6 meses comparado com o de 3
meses, poderia ser explicada, como jA mencionado, pela organizacdo do processo
inflamatorio, no qual pequenos vasos neoformados sao substituidos por tecido
conjuntivo.

Quanto a predominancia de vascularizacdo na periferia do implante, é algo
esperado e justificavel, j& que a neovascularizacdo em grande medida ocorre a partir
de vasos preexistentes que estdo na periferia, jA que a regido central esta ocupada
pelo implante. Outra possibilidade no grupo de 6 meses, € que houve uma diminui¢ao
no numero de vasos, porém esses vasos eram mais calibrosos mostrando a sua boa
integracao tecidual. Estudo prévio, utilizando mesmo modelo animal, substituiu olhos

eviscerados por CB, encontrou a presenca de neovascularizagéo, porém mesmo apos
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8 meses do seu experimento ndo foi encontrado neovascularizagdo no centro do
implante®*, provavelmente pelo tempo de andlise, assim como aconteceu em nosso
experimento.

Em relacéo as fibras elasticas, podemos considerar o aparecimento de elastina
como parte da deposicao de matriz extracelular que ocorre na organizagdo do
processo e vai substituindo, pelo menos em parte, o tecido ricamente vascularizado.
Séo as fibras elasticas que garantem elasticidade a um tecido®’, ou seja, sua
capacidade de se expandir e retrair, algo essencial no corpo cavernoso. Assim, o
aumento delas, aos 6 meses, pode sinalizar uma maior capacidade de expansao,
mesmo na presenca do CB.

A injecdo intracavernosa de CB apresenta-se como uma opcdo de terapia
segura para DE em coelhos. O CB aumentou o diametro e o comprimento peniano,
diminuiu a espessura da tunica albuginea, além de ser biocompativel, funcionando
como uma opc¢ao de tratamento ambulatorial bem tolerado, clinicamente duravel,

minimamente invasiva e de baixo custo.
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6 CONCLUSAO

O Gel de celulose bacteriana (CB) utilizado para preenchimento dos corpos
cavernosos de coelhos para tratamento da disfuncao erétil (DE), para uma possivel
prétese peniana, mostrou-se satisfatorio com boa integracéo local, com aparecimento
de neovascularizacdo e mantendo-se estavel no local, no periodo analisado, de 3 e 6
meses. Apds novos estudos e com prazo mais longo de analise, isto podera se
transformar numa nova modalidade de tratamento para DE, podendo ser realizado

com anestesia local em regime ambulatorial e com baixo custo.
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