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Resumo

Introducdo: A reconstrucdo do parénquima renal requer, em algumas situacfes, uma
técnica cirtrgica mais complexa e delicada. O trauma renal de alto grau e as nefrectomias
parciais para remocdo de tumores malignos induzem a uma reconstru¢ao renal de dificil
execucado e possuem um potencial elevado para causar perda completa do 6rgdo. A
utilizacdo de substancias auxiliares na reconstrucéo renal, tais como: selantes biolégicos e
hemostaticos tém fundamental importancia para a sua preservacdo. OBJETIVO: Avaliar o
efeito hemostatico e selante da esponja do biopolimero da cana-de-agucar em trauma renal
de alto grau induzido em coelhos. METODOS: Foi realizado um estudo experimental,
prospectivo e pareado, com vinte e quatro unidades renais de doze coelhos da linhagem
California. Apés inducédo de trauma renal bilateral e de alto grau (lesdo da via coletora),
utilizamos, para a reconstrucdo e hemostasia do parénquima renal direito, a esponja do
biopolimero da cana-de-acucar, e a esquerda, foi utilizada a esponja de Surgifoam®. Nos
dois lados, foi realizada uma sutura com fio de poliglactina 4/0 sobre as esponjas. Desta
forma, cada coelho se tornou controle de si mesmo. Durante o procedimento cirirgico, foram
avaliados: o tempo cirlrrgico total, o tempo para hemostasia e o grau de perda sanguinea.
Os animais foram sacrificados apdés quatro semanas, sendo o0s rins retirados e
encaminhados para a analise histolégica. Foi avaliada a presenca de fistulas, urinoma,
hematomas e aderéncias aos 6rgaos adjacentes no momento da nefrectomia. A andlise
histolégica observou o grau de inflamagéo e fibrose, assim como presenca de necrose.
RESULTADOS: Em relagdo ao tamanho dos rins, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos (p=0,058), o que configura uma homogeneidade entre eles. Da mesma forma, o
tempo para hemostasia foi similar (p=0,195) e a perda sanguinea (p=0,480). Por outro lado,
foi notada uma maior incidéncia de aderéncias aos 6rgaos adjacentes no grupo do BCPA,
assim como, uma maior intensidade da resposta inflamatéria a corpo estranho (p=0,004).
Todavia, sem influéncia nos resultados finais. Nao foi evidenciada a ocorréncia de
hemorragia macica, formacdo de hematomas, abscessos, fistulas ou calculos em nenhuma
das unidades renais. A presenca de fibrose e necrose foi semelhante nos dois grupos do
ponto de vista estatistico (p=0,500 e 0,414, respectivamente). CONCLUSAO: A esponja do
biopolimero da cana-de-aclcar demonstrou eficacia em relacdo ao controle hemostatico e
selante sobre o parénquima renal de coelhos, sem causar complicagbes importantes.

Futuros estudos podem direcionar seu uso rotineiro na prética urolégica.

Palavras-chave: Trauma renal. Hemostasia cirdrgica. Implantes absorviveis. Materiais

biocompativeis. Biopolimero da cana-de-agucar.



Abstract

Introduction: The reconstruction of the renal parenchyma requires, in some situations, a
surgical techniqgue more complex and delicate. The high grade renal trauma and partial
nephrectomy for removal of malignant tumors induce a kidney reconstruction difficult to
implement and have a high potential to cause complete loss of the organ. The use of
auxiliary substances in renal reconstruction, such as biological sealants and hemostatic are
of enormous value to their preservation. Objective: To evaluate the effect of sealant and
hemostatic sponge biopolymer of sugarcane in high grade renal trauma induced in rabbits.
Methods: We conducted an experimental study, prospective, matched, with twenty-four
renal units of twelve rabbits from California lineage. After induction of bilateral renal trauma
and high-grade lesions, it was used for the reconstruction of right renal parenchymal, the
biopolymer sponge of cane sugar, and in left kidney, we used the sponge Surgifoam®. On
both sides, we performed a suture with polyglactin 4/0 on the sponges. Thus, each rabbit has
control of himself. During surgery, we evaluated the total surgical time, time to hemostasis
and the degree of blood loss. The animals were sacrificed after four weeks, and the kidneys
removed and sent for histological analysis. We evaluated the presence of fistula, urinoma,
hematoma, and adhesions to adjacent organs at the time of nephrectomy. Histological
analysis showed the degree of inflammation and fibrosis, as well as necrosis. Results: In
relation to the size of the kidneys, there was no statistical difference between groups (p =
0.058), which is one commonality between them. Similarly, time to hemostasis was similar (p
= 0.195) and blood loss (p = 0.480). Moreover, it was noted an increased incidence of
adhesions to adjacent organs in BCPA group, as well as a greater inflammatory response to
foreign bodies (p = 0.004). However, no influence on final results. There was no evidence the
occurrence of massive bleeding, hematomas, abscesses, fistulas, or in any calculations of
renal units. The presence of fibrosis and necrosis was similar in both groups a statistically (p
= 0.500 and 0.414, respectively). Conclusion: The biopolymer sponge of sugarcane has
shown efficacy in the hemostatic control and sealant on the renal cortex of rabbits, without

causing major complications. Future studies may direct its routine use in urologic practice.

Keywords: Renal trauma. Surgical hemostasis. Absorbable implants. Biocompatible

materials. Biopolymer of cane sugar.
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INTRODUCAO

1.1 Conceituacao dos biopolimeros

Os biopolimeros sdo macromoléculas de alto peso molecular, formados pela
repeticdo de unidades fundamentais, monémeros unidos numa sequéncia e
produzidos por vérias espécies de sistemas biolégicos!?. O biopolimero de cana-de-
acucar € um polissacarideo extracelular obtido por sintese bacteriana, a partir de
melaco de cana-de-acucar, desenvolvido no laboratério de Microbiologia Industrial
da Estacdo Experimental de Cana-de-Acucar de Carpina / Universidade Rural de
Pernambuco, a partir de 19902.

A primeira referéncia da aplicagcdo do biopolimero como material
biocompativel ocorreu em estudo experimental, quando foram utilizadas membranas
de biopolimero in natura, como curativos para o tratamento de feridas acidentais em

ciess.

1.2 A necessidade de reconstrucdo no trauma renal

O traumatismo renal representa cerca de 8 a 10% dos traumas abdominais.
Noventa por cento dos casos sao traumas fechados e dez por cento traumas
penetrantes, com contusdes renais ou laceracdes do parénquima, devido a
ferimentos por arma branca ou armas de fogo. Embora os traumatismos penetrantes
sejam responsaveis por apenas 10% dos ferimentos renais, geralmente sdo mais
graves e eventualmente necessitam de exploracao cirGrgica®.

A conduta conservadora € adotada na maioria dos casos, cerca de 98%,
praticamente em todos os casos grau I, Il e lll, e alguns casos grau IV e, muito
raramente no grau V4,

As indicacbes absolutas de exploragdo cirdrgica de trauma renal sao
instabilidade hemodinamica, com sangramento que ameace a vida do paciente,
hematoma perirrenal pulséatil ou em expansdo e sangramento persistente.

Com o objetivo de aumentar o indice de preservacdo renal, devido as
possiveis dificuldades encontradas para reconstrucao tecidual simples, durante uma

cirurgia no trauma, o uso de agentes hemostaticos, tais como o Gelfoam®,
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Surgicell®, Tacho Sil® ou o Surgifoam® podem ser necessarios e tém uma alta
eficicia, tendo, dessa forma, um papel cada vez maior na corre¢cdo das lesdes do
trato urinario®.

Com base nos dados de citotoxicidade, biocompatibilidade e das
caracteristicas fisica e quimica do biopolimero da cana-de acgucar®® uma esponja de
biopolimero de cana-de-acUcar foi utilizada como uma alternativa para hemostasia

de lesdes renais traumaticas em coelhos.

1.3 Objetivos

Os objetivos deste trabalho estao divididos da seguinte forma:

1.3.1 Geral

+* Avaliar o efeito hemostatico e selante da esponja do biopolimero da

cana-de-acUcar em trauma renal de alto grau induzido em coelhos.

1.3.2 Especificos

% Comparar a resposta inflamatéria tecidual do hospedeiro ao
biopolimero e ao material controle, quantificando a fibrose e a necrose
tecidual;

% Identificar complicacbes agudas, tais como: formacdo de abscessos
hematomas e fistulas decorrentes da utilizacdo do biomaterial.
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REVISAO DA LITERATURA

2.1 Reconstrucédo do parénquima e preservacao renal

A reconstrucdo do parénquima renal tem fundamental importancia para a
cirurgia urolégica moderna, pois, esta havendo um aumento na incidéncia de
traumatismos externos, considerando que as lesfGes trauméticas ja ocupam uma
posicdo de destaque nacional e internacionalmente dentre os problemas de salde
mais frequentes. Nos Estados Unidos, os traumas representam uma de cada
quatorze mortes, mais de 150.000 por ano séo vitimas do trauma®.

Os principios cirargicos para a reconstrucao renal apés trauma ou nefrectomia
parcial incluem a exposi¢do renal completa, as medidas de controle vascular
temporario, desbridamento de tecido néo viavel, hemostasia por ligacdo de sutura
individual de sangramento ativos, sintese do sistema coletor, uso de fios e materiais
absorviveis e, se possivel, reaproximacdo da lesdo no parénquima e judicioso uso
de drenos?®.

Além das lesdes traumaticas, uma outra situacdo bastante comum nos dias
atuais é a necessidade de reconstrucao renal apdés nefrectomia parcial para retirada
de neoplasias renais de pequeno volume, isto é, menores do que quatro
centimetros?!.

Dependendo da sua localizacdo, as massas renais, apesar de pequenas,
podem criar uma dificuldade técnica importante para a reconstrucdo do parénquima

renal, levando, em alguns casos, a perda do 6rgdo*?.

2.2 O trauma renal

O rim é o terceiro 6rgdo mais lesado no trauma abdominal, na grande maioria
das vezes seguindo trauma fechado, que em 90% dos casos sédo contusdes renais
ou laceracdes do parénquima menores que lcm. Embora os traumatismos
penetrantes sejam responsaveis por apenas 10% dos ferimentos renais, geralmente
sdo mais graves e necessitam de exploracado cirurgica. As lesGes do pediculo renal
estdo associadas a traumas com forte desaceleracdo. Sdo comuns, 0s traumas

renais durante a infancia, devido a posi¢cdo mais baixa do 6rgdo nesta idade, e pela
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menor protecdo da gordura perirrenal, que ainda ndo esta bem desenvolvida. Rins
com alteracbes anatbmicas, tais como: grande dilatacdo da pelve renal, multiplos
cistos e tumores ou rins em ferradura tém maior facilidade em sofrer traumatismos®3.

A importancia do trauma renal deve-se a sua significativa morbimortalidade,
guando associadas a laceracdes no parénquima renal e a lesGes renovasculares. A
conduta inapropriada e a falta de profissional especializado podem colocar em risco
a vida do paciente ou ainda acarretar um numero elevado e indesejado de
nefrectomias!4.

Hematuria esta presente na maioria dos pacientes com trauma renal, embora
até 50% dos pacientes com lesdo do pediculo renal ou da juncédo ureteropélvica
possam nao apresenta-la. A intensidade da hematudria ndo esta correlacionada com
a gravidade do traumatismo. Dor lombar, massa ou equimoses em flancos e fratura
de costelas sé&o outros sinais e sintomas que podem ocorrer na apresentacdo do
trauma renal. A presenca de choque e hematuria em vitima de trauma fechado,
identifica um grupo de alto risco, com probabilidade de 21 a 25% de grandes
laceracdes ou lesdes vasculares?!?.

O método de escolha para a investigacao do trauma renal é a tomografia
computadorizada (TC) helicoidal, com contraste. Se ndo houver disponibilidade de
realizacdo da TC, o exame de escolha passa a ser a urografia excretora. Em
pacientes instaveis e com indicacdo cirurgica, pode-se realizar a pielografia
endovenosa (PIV) na sala de cirurgia. No entanto, a exploracao renal é preferida a
realizacdo da PIV, em pacientes com indicacao cirargica para diagnéstico de lesdes
renais?.

De acordo com a Associacdo Americana de Cirurgia do Trauma, as lesbes
renais sdo classificadas em: grau | - contusbes, escoriacdes e hematomas
subcapsulares com capsula renal intacta; grau Il - pequenas laceracdes do
parénquima estendendo-se para o cortex superficial, ndo envolvendo a medula ou o
sistema coletor; grau Il - grandes lacera¢fes do parénquima estendendo-se através
do coértex e da medula renal, mas nédo envolvendo o sistema coletor; grau IV -
grandes laceracfes do parénquima estendendo-se para o cortex e da medula renal
atingindo o sistema coletor, bem como qualquer lesdo vascular de vasos
segmentares, com hemorragia contida localmente; e grau V - multiplas e profundas

laceracbes do parénquima, estendendo-se para o cértex e a medula renal e para o
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sistema coletor, bem como lesdo vascular ou avulsdo dos vasos principais,

causando extensa hemorragia ou trombose dos vasos principais®®.

Grau | Grau ll Grau lll

Grau IV

Trombose arterial

Figura 1. Classificacdo das Lesdes Renais (Adaptado)13

O tratamento do trauma renal é conservador em 98% dos casos
(praticamente todos os casos grau I, Il e lll, e alguns casos grau IV e V). O
tratamento conservador deve incluir internacdo em unidade de terapia intensiva,
repouso e acompanhamento clinico e exames de imagem, quando indicados.
Arteriografia com embolizagdo é uma nova abordagem, minimamente invasiva que
pode ser utilizada em casos de sangramento arterial na fase aguda da lesdo e no
sangramento tardio. As indicacdes absolutas de exploracdo cirdrgica de trauma
renal sdo instabilidade hemodinamica, hematoma perirrenal pulsatil ou em expanséao
e sangramento persistente!s.

Para que consigamos aumentar o indice de preservacdo renal, o uso de
agentes hemostaticos, tais como o Gelfoam® Surgicell’®, Tacho Sil® ou o
Surgifoam®, podem ser necessarios e tém uma alta eficacia, tendo, dessa forma, um
papel cada vez maior na correcdo das lesBes do trato urinario. Alguns
pesquisadores utilizaram inclusive o Hem-O-Lock® para auxiliar a correta

reconstrucdo e hemostasia no trato urinario6:17,
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Com base na experiéncia da cirurgia poupadora de néfrons, em tumores
renais pequenos, até uma matriz de gelatina foi aplicada em modelo experimental de
trauma renal complexo em porcos e foi demonstrada que a perda sanguinea total foi

significativamente menor do que o tratamento convencional com suturas apenas?®.

2.3 Neoplasia renal

O cancer renal parenquimatoso em adultos corresponde a aproximadamente
2% a 3% de todas as neoplasias malignas, acometendo anualmente 30.000 Norte-
Americanos e matando cerca de 12.000 pessoas ao ano nos Estados Unidos®29,

O céancer renal tem uma incidéncia duas vezes maior em homens, sendo mais
prevalente dos 50 os 70 anos. Pode ter incidéncia esporadica, ou estar associado a
fatores genético/hereditarios (como a doenca de Von-Hippel-Lindau e o carcinoma
renal hereditario), insuficiéncia renal crénica em hemodialise e esclerose tuberosa,
situacdes onde apresenta incidéncia aumentada?!?2,

O carcinoma de células renais (CCR) representa algo em torno de 95% de
todos os tumores do rim. Sua incidéncia continua aumentando sobremaneira, em
especial nas areas industrializadas, mesmo ndo se conhecendo os motivos reais,
parece que esse aumento decorre da melhora nas técnicas diagndésticas de imagem,
assim como por razdes ambientais, o tabagismo e a dieta?.

Atualmente, até 50% dos carcinomas renais sdo achados incidentais em
pacientes assintomaticos que estdo geralmente realizando exames de rotina. O que
confere a denominagcdo de o “tumor do radiologista”. Os sinais e sintomas mais
comuns sao hematuria, dor lombar ou no flanco e massa palpavel (chamada de a
Triade Classica do Cancer Renal), associados ou ndo a outros menos especificos,
como emagrecimento, febre, sudorese noturna, hipertenséo e varicocele*2.

A ultrassonografia (USG) é o método de imagem mais comumente
empregado para rastreamento de doencas renais. O principal papel da USG
consiste em detectar lesbes parenquimatosas focais e classifica-las em trés
categorias: definitivamente um cisto simples, definitivamente um nddulo solido ou
indeterminada (cistica, porém ndo um cisto simples). Cistos simples, com paredes
finas e conteddo anecéico, sdo considerados benignos, ndo sendo necessario

nenhum seguimento ou exame complementar para afastar neoplasia?®.
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A tomografia computadorizada helicoidal (TCH) com contraste, em virtude de
sua capacidade de acessar a densidade tecidual e vascularizagdo de massas renais,
possibilita a diferenciacdo entre cistos e nédulos soélidos, além de estadiar e auxiliar
na programagcao cirlrgica de tumores?’.

Tendo em vista que muitas lesbes cisticas renais ndo preenchem os critérios
de um cisto simples, e também ndo sdo francamente solidas, foi proposta uma
classificacdo tomografica dos cistos renais, idealizada por Bosniak, que vai desde o
tipo | ao tipo IV, de acordo com as caracteristicas tomogréaficas das lesGes e a
consequente probabilidade de neoplasia maligna?®-0.

Os carcinomas de células renais sélidos apresentam aspecto tomogréfico
variado, dependendo de sua vascularizacao, tipo histolégico, padrdo de crescimento
e aspecto macroscopico. Todos apresentam algum grau de realce pelo meio de
contraste, o que os diferencia de cistos simples. No entanto, sabe-se que pequenos
cistos simples (menores que 1 cm) podem apresentar pseudo-realce pelo contraste
devido a artefatos técnicos inerentes ao método, e, portanto, apenas realces pos-
contraste superiores a 15UH devem ser considerados como positivos para lesédo
sélida. Em caso de duvida, complementacdo com USG ou ressonancia magnética
(RM) é indicada®-33,

As indicagBes mais precisas para a nefrectomia parcial laparoscépica (NPL)
sdo os tumores menores do que 4cm, com sua maior parte exofitica em relacdo ao
parénquima renal e aqueles localizados no pdélo inferior, que geralmente permitem a
realizacdo da cirurgia sem pingamento do pediculo renal. Quando houver
necessidade de pincamento do pediculo, faz-se necessaria a ado¢do de medidas
para a preservacdo da funcdo renal, tais como o uso de manitol e o controle do
tempo de isquemia quente, o qual ndo deverda ultrapassar 30 minutos. Os tumores
profundos e os dos seios renais, que necessitam pingamento do pediculo renal por
mais de 30 minutos, deveréo ser tratados com a associacdo de hipotermia renal e
por cirurgido laparoscopista experiente343,

Numa revisdo sistematica que abrangeu um total de 2.935 tumores, houve
uma significativa associacéo entre malignidade e o volume tumoral, ou seja, quanto
menor a massa renal, maior a probabilidade de lesdo benigna, maior chance de
histologia papilar e menor o grau histolégico. No mesmo trabalho, 30% dos tumores
menores que 4 cm eram benignos. Quando o diagndstico foi de carcinoma renal,

87% eram de baixo grau®e.
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Finalmente, o tamanho do tumor apresenta estreita relacdo com seu
prognostico. A taxa de sobrevida livre de doenga em tumores menores que 4cm
apos nefrectomia parcial ou radical é entre 95% e 100%°’.

As complicacdes mais comuns da nefrectomia parcial séo: fistulas (7,4%),
necrose tubular aguda, com necessidade de didlise temporaria (6,3%) ou definitiva
(4,9%) e sangramento (1,9%)38.

Entretanto, as cirurgias usadas para extirpacdo dessas lesGes renais podem
deixar sequelas irreversiveis e danosas ao 6rgao, podendo, inclusive, levar a perda
total do rim. ApGs as nefrectomias parciais, em alguns casos, precisaremos lancar
mao de métodos de reconstrugdo do parénquima que proporcionem principalmente:
hemostasia, coaptacdo dos bordos e fechamento do sistema coletor de forma

hermética.

2.4 Técnicas de reconstrucdo renal

As principais técnicas cirurgicas utilizadas na reconstrucao renal sao:

2.4.1 Sutura simples

Desde os primdrdios da cirurgia urologica renal, os principios basicos que
norteiam a sua reconstrucdo incluem a exposicdo renal completa, o controle
vascular, o desbridamento do tecido n&o viavel, a hemostasia por sutura simples do
parénquima com fios absorviveis e a implantacédo de drenos externos?©.

Todavia a técnica classica de sutura simples sabidamente causa uma maior
perda de tecido renal vidvel, o que promove formagdo de escaras e, em Ultima
andlise, perda de funcéo renal e potencial de desenvolvimento de hipertensdo
arterial sistémica. Estes riscos em potencial geram a necessidade de aprimoramento
nas técnicas e nos materiais usados para se obter uma reconstrucdo renal com
perfeita manutencéo de sua funcéo®°.

Nesta linha de pesquisa e na tentativa de preservar cada vez mais as
unidades renais acometidas de traumas ou neoplasias, estudos prévios tém utilizado
técnicas mais apuradas e o0 uso de diversas substancias auxiliares na reconstrucao,

tais como: hemostaticos??, e selantes*!, ou telas dos mais diversos materiais?.
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Portanto, devido a sua importancia, faz-se mister o desenvolvimento de novos
produtos mais ou t&o eficazes quanto os atuais e, se possivel, com menor custo. E

0 que se propdem os biopolimeros derivados da cana-de-acgucar.

2.4.2 Os biopolimeros

Em relacdo a sua conceituacdo, os biopolimeros séo definidos como
macromoléculas de alto peso molecular, compostos por uma repeticdo de unidades
fundamentais, ditos mondmeros, que se dispdem unidos numa sequéncia e sao
produzidos por diversas espécies de sistemas bioldgicos. Os diferentes grupos
funcionais dos biopolimeros podem participar em varios tipos de reacdes
quimicas!=2,

Uma grande variedade de bactérias sintetizam polimeros extracelulares
independentemente de elas se propagarem em culturas de suspensao ou biofilmes.
Neste, 0os polimeros bacterianos apresentam-se capsulares altamente hidratados,
anexados as células. Os polimeros bacterianos, quase exclusivamente
polissacarideos, tém sido estudados em virtude de sua aplicacdo industrial®?.

Polimeros extracelulares microbianos tém fundamental importancia, pois a
interacdo entre a célula bacteriana e o substrato, conduz para uma adesédo
irreversivel, que é determinada pelas propriedades fisicas das macromoléculas na
superficie da célula e sdo frequentemente observados por microscopia eletrbnica
como matriz extracelular, responsavel pela integridade do biofilme. Em tais casos, o0s
polimeros aparecem como fibras condensadas se estendendo além da célulal242,

A sintese de exopolissacarideos através da produgao biolégica “in vivo”
envolve macromoléculas como proteinas, acidos nucléicos e polissacarideos®. Os
exopolissacarideos séo produzidos largamente por bactérias e microalgas e, menos
frequentemente, por leveduras e fungos. Os polimeros de origem bacteriana
apresentam maior viabilidade industrial e comercial. Entretanto, apenas uma
pequena fracdo tem sido comercializada apesar da potencialidade para substituir as
gomas obtidas a partir de plantas e algas marinhas®843,

Nos dias atuais, nota-se um crescente interesse pelo uso da celulose da
origem bacteriana. Algumas bactérias Gram-negativas, tal como acetobacter
xylinium, tém a capacidade de produzir celulose. Essa producéo se da na forma de

uma pelicula extracelular que rapidamente se agrega em microfibrilas celulésicas*.
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Algumas das caracteristicas de polimeros contendo carboidratos sdo elas a
sua potencial biocompatibilidade, o que viabiliza a sua aplicagdo farmacoldgica e
biomédica. Algumas destas aplicacdes, como a utilizacdo em sistema de liberacéao
de drogas, utilizacdo em curativos e dispositivos para implantes cirdrgicos ja foram
descritas®44,

Os biopolimeros de maior interesse sao os extracelulares, devido a sua maior
facilidade de extracdo e purificacdo. Em geral, os exopolissacarideos ndo contém
combina¢Bes organicas volateis ou substancias quimicas toxicas e podem ser
sintetizados por fermentacdo de recursos renovaveis, que incluem produtos de
desperdicios organicos, como subprodutos derivados da cana-de-agucar, existindo
atualmente a  tecnologia  eficiente para ampla producdo  destes
exopolissacarideos**4°,

A Zoogloea ramifera 115, uma bactéria Gram-negativa, foi primeiramente
isolada por Friedman & Dugan em 1968, produziu um exopolissacarideo
denominado de Zooglan, demonstrando uma forte afinidade por ions metélicos e
aminoacidos, apresentando um comportamento reoldgico peculiar. Investigacdes
estruturais nesse biopolimero estabeleceram que o Zooglan é um exopolissacarideo
altamente ramificado composto de D-glicose, D-galactose e &cido pirlivico*46:47.

Por meio de um processo de tratamento para reducdo dos acucares
residuais, o grupo de pesquisa do BPCA obteve um produto puro, constituido
unicamente de acguUcares e acido glicurénico polimerizados. Tal polimero em estado
de pureza apresenta elasticidade, resisténcia a tracdo, flexibilidade e ainda pode ser
modelado em diferentes formas, caracteristicas fisico-quimicas fundamentais para a
confeccdo de implantes bioldgicos*.

Um heteropolissacarideo extracelular foi obtido através de sintese bacteriana
(Zoogloea sp.), a partir do melago da cana-de-agucar na Estacdo Experimental de
Cana-de-Acucar de Carpina, Divisdo de Industria da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. A identificacdo do microorganismo foi realizada no Instituto de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Esse polissacarideo foi
hidrolisado em duas fases sendo uma a frio com &cido trifluoroacético resultando em
88% de material soluvel e outra quente que resultou em 100% de hidrélise e os
componentes foram expressos com respectivas concentragdes que somam 100%

demonstrando pureza absoluta do produto. Os principais monossacarideos
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presentes na fracdo soltvel foram glicose (87,6%), xilose (8,6%), manose (0,8%),
ribose (1,7%), galactose (0,1%), arabinose (0,4%) e acido glicurdnico (0,8%)4°.

A primeira publicacdo que relatou o emprego do biopolimero de cana-de-
aclcar (BPCA) foi feita por Coelho et al®, que baseados no conhecimento das
propriedades cicatrizantes do agucar utilizaram o biopolimero de cana-de-agucar sob
a forma de peliculas sobre ferimentos resultantes de traumas diversos ou exérese
de tumores com indicacdo de cicatrizacdo por segunda intencdo. Os autores
consideraram que houve reducdo gradual da secrecdo presente nas feridas,
verificaram o crescimento acelerado de tecido de granulacdo e recomendaram sua
utilizagéo.

Em estudo experimental, a citotoxicidade do BPCA foi avaliada in vitro frente
a dois outros biomateriais: polipropileno e e-PTFE. O BPCA apresentou baixa
citotoxicidade comparavel ao e-PTFE por meio do indice de adesao, producdo de
acido nitrico e a viabilidade celular de macréfagos alveolares de ratos®°.

A partir de entdo diversos outros trabalhos foram e estdo sendo
desenvolvidos no nucleo de cirurgia experimental da Universidade Federal de
Pernambuco, com resultados promissores, em diversas areas da Medicina®-°,

Ndo ha, até o momento na literatura, qualquer relato da utilizacdo da
esponja de biopolimero de cana-de-acUcar na reconstrucao do parénquima renal em
casos de traumas renais de alto grau ou pos nefrectomia parcial. O objetivo do
presente trabalho é avaliar o BPCA nesta funcdo, em um estudo experimental em

coelhos.
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MATERIAIS E METODOS
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3.1 Populacéao e local do estudo

Nesta investigacdo, foram empregadas 24 unidades renais de 12 coelhos
(Oryctolagus cunniculus), da linhagem California, machos adultos, sadios, com peso
entre 2 a 3Kg procedentes do Biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental da UFPE,
mantidos em gaiolas individuais, em ambiente com exaustéo e ventilagdo constantes
e temperatura apropriada, no mesmo local. Todos receberam alimentacédo padrdo

tipo Labina® e 4gua ad libitum, durante todo o periodo dos experimentos.

3.2 Escolha do animal e modelo experimental

Animal: O coelho pertence a classe Mammalia, ordem Lagomorpha, familia
Leporidae, género Oryctolagus e espécie Oryctolagus cunniculus. Optou-se pela
utilizacado de coelhos machos da raca California, com peso entre 2 e 3Kg, por ser

mais utilizado na literatura para o objetivo do presente estudo®6-58,

3.3 Escolha do material controle

A escolha pelo material de controle, a esponja de Surgifoam® (Esponja
Gelationosa Absorvivel da Ethicon), foi realizada devido ser este um material
amplamente descrito na literatura como substancia hemostéatica no tratamento de
lesGes renais de alto grau, assim como de diversos outros 0rgaos parenquimatosos
ou ndo. As unidades originais mediam 8cm de comprimento, por 6.25cm de largura,
por 10mm de espessura. Posteriormente eram cortadas em pedacos menores de

2cm de comprimento por 1cm de largura®%-64,

3.4 Distribuic&o dos grupos

Foram empregados 12 animais, isto €, 24 unidades renais, nos quais
realizamos a cirurgia nos dois rins, sendo um controle do outro, conforme descri¢ao

abaixo:
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= Grupo 1 - experimental — (12 unidades renais): Indug&o de trauma renal
de alto grau (lesdo da via coletora = Grau 4), utilizando-se um bisturi frio,
lamina 15mm, longitudinalmente na face anterior do rim direito, medindo
10mm de comprimento por 10mm de profundidade, com colocacédo da
esponja do biopolimero e sutura imediata em dois pontos, com fio de
poliglactina (vicryl®) 4.0, continuo. Sacrificio apés 4 semanas;

» Grupo 2 - controle — (12 unidades renais) Inducé&o de trauma renal de
alto grau, utilizando-se um bisturi frio, [amina 15mm, longitudinalmente na
face anterior do rim esquerdo, medindo 10mm de comprimento por 10mm
de profundidade, com colocacdo da esponja do Surgifoam® e sutura
imediata em dois pontos, com fio de poliglactina (vicryl®) 4.0, continuo.
Sacrificio ap6s 4 semanas;

3.5 Procedimentos
Os procedimentos cirtrgicos foram realizados da seguinte forma:
3.5.1 Preparo pré-operatorio

Consistiu na suspensdo da dieta sélida, oferecendo apenas agua 6 horas
antes do procedimento cirdrgico. Os animais foram pesados imediatamente antes do

procedimento em balanca de precisdo automatizada.

3.5.2 Anestesia

O procedimento anestésico foi realizado pela médica veterinaria do Nucleo de
Cirurgia Experimental da UFPE, que utilizou, como drogas pré-anestésicas, a
atropina 0,25% (0,44mg/Kg por via IM), aplicada 10 minutos antes da cirurgia. Para
anestesia, foi utilizada uma solucdo de drogas composta de: 1ml de ketamina 25%
50mg + 1ml de xilazina a 2%. Foi administrado por via intramuscular (IM) 0,2 ml
dessa solucdo por 100g de peso corporal do animal®. Durante o procedimento
cirdrgico-anestésico, foi administrado oxigénio (0,5ml/minuto) através de mascara.
Esse procedimento permitiu uma anestesia satisfatoria para o tempo cirdrgico. O

nivel de anestesia foi monitorizado pela observacdo dos reflexos palpebrais,
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movimentos respiratérios e estimulos cutaneos e foi considerado anestesiado o

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

3.5.3 Técnica cirdrgica

O ato cirurgico foi realizado na sala de microcirurgia do Nucleo de Cirurgia
Experimental (NCE) da UFPE. Apés
anestesiados, foi realizada tricotomia da
parede abdominal e fixacdo do animal a
mesa cirdrgica por meio de fitas elasticas,
com o0s membros em extenséo,
procedendo-se, a seguir, antissepsia
adequada da parede abdominal, com

'

.

Fig. 3. Intraoperatorio — Coelho Anestesiado

solucéo de polivinilpirrolidona (PVP a
1% de iodo ativo) e colocacdo de
campo cirdrgico esterilizado. Inciséo
abdominal mediana, a partir do
apéndice xifoide, com cerca de 10cm,
abrangendo planos estratigraficos,
Fig. 2. Intraoperatorio — Abertura Abdominal

com abertura da aponeurose e
peritbnio, com hemostasia, utilizando-se eletrocautério. Afastamento das alcas
intestinais e colon. Disseccdo romba até a gordura perirrenal, com identificacdo de
abertura da fascia de Gerota, de cada lado. ApGs o isolamento do parénquima renal,
incisdo longitudinal ao longo da face anterior do rim, com cerca de 10mm de
comprimento por 10mm de profundidade, e aprofundamento da incisdo até a saida
de urina, comprovando gque houve lesdo das vias coletoras, caracterizando assim,

uma lesao renal de alto grau.
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% Grupo 1 - Rim direito

A lesao renal foi preenchida com a esponja do biopolimero, medindo 2cm x
1lcm, suturada com fio de poliglactina 4/0 (vicryl®). O tempo para hemostasia foi
verificado imediatamente e cronometrado, assim como o tempo cirargico total do
procedimento.

+ Grupo 2 - Rim esquerdo

Realizou-se 0 mesmo procedimento, todavia, preenchendo a lesdo com
Surgifoam®, 2cm x 1cm, suturando com fio de poliglactina 4/0 (vicryl®).

Cronometramos tempo para hemostasia e tempo cirdrgico total.

3.5.4 Avaliacéo cirurgica

Durante o procedimento cirdrgico foram avaliados: o tempo cirdrgico total do
experimento, medido em minutos; o tempo para hemostasia, medido em segundos e
0 grau da perda sanguinea, classificada como Leve (até 1 gaze dupla estéril,
medindo 7,5cm x 7,5cm, ensopada de sangue), Moderada (entre 2 e 5 gazes) e
Acentuada (mais de 5 gazes).

No periodo poés-operatdrio, os animais foram mantidos com a mesma
alimentacdo. Nao houve complicacdes pds-operatorias.

A seguir, ap0s quatro semanas, os animais foram sacrificados conforme
protocolo estabelecido pelo nucleo de cirurgia experimental da UFPE e,
posteriormente, o0s rins operados foram retirados e encaminhados para estudo

histoldgico.

3.5.5 Descri¢ao do material utilizado na confec¢céo do enxerto

Trata-se de um biopolimero que apresenta elasticidade, resisténcia a tracao e
flexibilidade, podendo ser modelado em diferentes formas. Através do método de
colorimetria diferencial exploratéria (DSC), a esponja apresenta uma temperatura de
fusado cristalina bem definida (118°C), propriedade que indica a relativa pureza do
material®. A citotoxicidade da esponja, avaliada através do indice de adesividade de

macrofagos, de morte celular e producdo de Oxido nitrico, mostra uma alta
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biocompatibilidade frente aos ensaios e confirma a baixa citotoxicidade do
biopolimero, permitindo a sua aplicacdo experimental com seguranc¢a®.

A bactéria Zoogloea sp. foi utilizada no meio GLP, que consiste nos
seguintes reagentes por litro: glicose (20,09), extrato de levedura (5,0g), peptona
(3,00) e Agar (15,0g9). A matéria-prima utilizada foi o melago produzido por empresas
acucareiras do Estado, sendo o material ajustado a brix 15% e pH=5.

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

minutos, resultando em peliculas com espessura aproximada entre 5mm.

3.5.6 Confeccao do biopolimero

Esponjas do biopolimero foram produzidas pelo grupo de pesquisa do
biopolimero de cana-de-acucar. O processo de producdo foi desenvolvido no
laboratorio de cana-de-acucar da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), o qual disponibilizou as esponjas em sua forma “bruta”, para serem,
posteriormente, padronizadas no Nucleo de Cirurgia Experimental para adquirirem
forma e tamanho adequados para a utilizacdo no experimento e, vedadas em alcool
isopropilico (figura 4) no servico de esterilizagdo do Hospital das Clinicas de
Pernambuco. A esterilizacdo foi feita com radiacdo gama (y), no Laboratério de
Metrologia do Departamento de Energia Nuclear da UFPE, visando atender
conceitos pré-estabelecidos de assepsia cirurgica.

Fig. 4. Esponja de biopolimero de cana-de-aguUcar.
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3.5.7 Sacrificio

Os animais foram sacrificados quatro semanas apos o implante, conforme
preconizado pelo Nucleo de Cirurgia Experimental da UFPE, ou seja, dose
excessiva de anestésicos e, posteriormente, reabertura da incisdo abdominal e
nefrectomia bilateral, com visualizagcao e registro fotografico do seu aspecto externo,
sem a sua abertura. Armazenou-se em formol tamponado a 10% e, apds 48 horas
de fixacdo, foram parafinados. Os rins foram pesados imediatamente antes do
preparo para a sua analise histoldgica, também em balanca de precisdo, da marca
Micheletti AM-15. Foram preparados cortes histologicos de cinco micra em toda a

extensao do material extraido.

3.5.8 Confeccéo das laminas

Apbs a inclusdo em parafina, com a utilizagdo do micrétomo para realizar
cortes de 05 micra e posterior confec¢do de laminas com a coloragdo hematoxilina-
eosina a fim de se avaliar, de modo quantitativo, a reacdo inflamatéria tipo corpo
estranho, a fibrose, a presenca de necrose e de abscesso. As laminas foram
analisadas, pelo mesmo patologista, com auxilio do microscépico da Olympus CX31,
com magnificagdo de 400x.

Fotografias digitais foram obtidas a partir desses cortes utilizando uma
camara fotografica (DP71, Olympus, Téquio, Japao) acoplada a um microscoépio de
luz (CX31, Olympus). Todas as fotos foram originalmente capturadas no formato
TIFF, e convertidas para JPEG a fim de diminuir o tamanho dos arquivos. A perda

de qualidade, no entanto, ndo prejudicou a analise.

3.5.9 Histoquimica

Foram utilizadas técnicas de coloracdo: (a) hematoxilina e eosina (HE) para
evidenciar infiltrados celulares e vasos sanguineos; (b) Tricrbmico de Masson e

Picro Sirius para avaliar o colageno.
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3.5.10 Andlise histolégica

A histologia foi avaliada por um Unico patologista experiente e teve como
critérios a intensidade da reacéo inflamatoria provocada e a presenca de fibrose do
tecido em contato com o material.

O padrao histolégico agudo caracteriza-se por exsudacdo de liquido e
proteinas plasmaticas (edema) e a migracdo de leucdcitos, predominantemente
neutrofilos. O padrdo cronico € caracterizado pela presenca de linfécitos,
macrofagos, proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose tecidual. O tipo
subagudo é definido pela reacdo inflamatéria com componentes do padrédo agudo e
cronico simultaneamente.

Alguns critérios quantitativos foram adotados. A intensidade do processo
inflamatoério foi descrita a partir da observacdo da celularidade no exsudato, da
extensdo do processo e pela presenca de necrose celular. A intensidade da
atividade inflamatoria foi assim classificada: nula - auséncia de sinais inflamatorios,
leve (1x) - exsudato com infiltragdo celular em pequena quantidade, reacao
envolvendo até 1/3 do tecido estudado, auséncia de necrose; moderada (2x) -
exsudato com infiltracdo celular em guantidade moderada, rea¢do envolvendo entre
1/3 e 2/3 do tecido, presenca de pouca necrose; intensa (3x) - exsudato com
infiltracdo celular em grande quantidade, reacdo envolvendo mais que 2/3 da
amostra, necrose celular intensa. A fibrose caracterizou-se pela presenca de
fibroblastos e deposicdo de coldgeno na matriz extracelular. A fim de confirmar a
presenca da fibrose, em algumas laminas selecionadas pelo patologista, além da
coloragdo HE, também foi utilizada a coloracdo Picrosirius e Tricrbmio de Masson,
evidenciando as fibras colagenas. A fibrose foi classificada em ausente, leve,
moderada e acentuada. Necrose e abscesso foram catalogados simplesmente pela

sua presenca (P) ou auséncia (ND, de Nao Demonstrado).

3.6 Analise estatistica

Na analise estatistica dos dados, foram utilizadas técnicas estatisticas
descritivas e inferenciais. Nas técnicas descritivas, apresentaram-se: frequéncias
absolutas, média, mediana e desvio padrdo. Nas inferenciais, utilizaram-se testes de

hipoteses: Teste Shapiro-Wilks de normalidade, teste de Wilcoxon para a
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comparacao de dois grupos emparelhados ou seja: cada unidade amostral (coelho)
produziu informac¢des de um mesmo sistema na situacao de distribuicdo ndo normal.
Foi utilizado o teste de McNemar, nas situacdes onde o teste de Wilcoxon
apresentou muitos empates. Em aceitando-se a normalidade para os dados (Valor-p
do teste Shapiro-Wilks maior que 0,05), utilizou-se o teste t-Student emparelhado.
Forca da verdade: em todos os testes, foi definido como nivel de

significancia o p<0.05.

3.7 Consideracgdes éticas

Esta pesquisa foi aprovada e seguiu os principios que regem o coédigo de
ética experimental e as leis de protecdo aos animais de acordo com as normas
vigentes no Brasil especialmente a Lei 9.605 - art.32 e Decreto numero 3.179-art.
17, de 21/09/1999, que trata da questdo e normas para pratica cientifica de
vivisseccdo de animais. O Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE)
estabeleceu aprovacdo integral em parecer concedido sob o ndamero
23076.031529/2010-77 (Anexo A).



4.1 Avaliacéo poOs-operatdria dos animais

Dos 12 animais usados na experimentagéo, todos sobreviveram. Os animais
preservaram seu comportamento habitual, ndo foi constatada qualquer deficiéncia
na motricidade, houve manutencdo em seus costumes alimentares e na ingestao
hidrica. A cicatrizacdo da ferida operatéria ocorreu de forma similar em todos eles,
nao existindo deiscéncias, formagéo de hematomas ou infecgdes de ferida. Nenhum
animal apresentou sangramento interno apos os procedimentos. Ndo houve ganho

ou reducédo de peso significativos em nenhum deles.

4.2 Aspecto macroscépico quatro semanas apds o uso da esponja BPCA

Por ocasido da segunda fase do experimento, a retirada dos rins de cada
animal, para estudo histopatolégico, os animais eram sacrificados e, a inspecao
macroscopica, ndo foram constatadas deformidades na cicatrizacdo do parénquima
renal, ndo observamos hematomas perirrenais, abscessos, presenca de fistula ou
urinoma em nenhum caso. A retirada das unidades renais transcorreu com
facilidade, todavia foram identificadas aderéncias cicatriciais mais firmes entre o rim
e 6rgaos adjacentes (figado e alcas intestinais), principalmente do lado direito, ou
seja, no lado em que usamos o biopolimero da cana-de-acucar. Nao houve
evidéncia de alteracdo na coloracdo ou na textura dos enxertos de membrana do
biopolimero da cana-de-agucar ou de Surgifoam®, os quais estavam recobertos com

uma fina camada de tecido conjuntivo.
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Fig. 5. Boa Cicatrizacéo do parénquima - BPCA

Fig. 7. Aderéncias ao mesentério
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Fig. 9. Aderéncias ao mesentério 2
4.3 Resultados estatisticos
Tabela 1 - Medidas descritivas por Grupo e sua comparacéo pelo teste de Wilcoxon.
Variavel Grupo Média Mediana DP Valor-p
Peso do Rim (g) BPCA 10,00 10,00 3,02 0,058
Controle 12,50 10,00 4,52
Tempo de Hemostasia (s) BPCA 211,17 209,50 19.92 0,195
Controle 203,42 201,00 18,66
Peso do animal (g) - 2489,25 2521,00 259,52 -

Tempo de cirurgia (min) - 30,33 29,00 8,02
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O peso do rim e o tempo para hemostasia ndo apresentaram diferenca
significante entre os grupos Experimental e Controle, segundo o teste nao
paramétrico de Wilcoxon que considera o emparelhamento ocorrido nestas
medicdes e a distribuicdo ndo normal dos dados, comum em experimentos com
pequeno tamanho amostral. Para avaliar a normalidade utilizou-se o teste Shapiro-
Wilks que apresentou Valor-p < 0,005 para peso dos rins e Valor-p > 0,05 para o
tempo de Hemostasia que permitiria a utilizacdo do teste-t emparelhado o qual
apresentou Valor-p = 0,124 confirmando a mesma decisdo obtida com o teste de
Wilkoxon. Portanto ndo h& diferenca significante no Peso do rim e no Tempo de
hemostasia por grupo experimental e controle.

10
i m10g

7 m12,5¢g

o N B O ®
I\.

BPCA Controle

Gréfico 1. Peso médio dos rins (p=0.058)
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Grafico 2 — Tempo Médio para Hemostasia em segundos (p=0.195)
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Tabela 2 - Perda de sangue por Grupo e sua comparacao pelo teste de Wilcoxon.

Grupos
BPCA Controle
Perda de sangue Valor-p
Leve 5 3
Moderada 5 7 0,480
Acentuada 2 2
Total 12 12 -

Pode-se observar, na Tabela 2, segundo o teste de Wilkoxon, que considera o
nivel de mensuracdo ordinal das 12 observacfes emparelhadas, que ndo héa

diferenca significante entre os grupos Experimental e Controle.

B Experimental

Frequéncia

H Controle

Leve Moderada Acentuada

Perda de sangue

Gréfico 3: Incidéncia da perda de sangue por grupo experimental e controle

O gréafico 3 mostra que uma menor incidéncia de perda de sangue Leve no

grupo Controle e de forma moderada com menor incidéncia no grupo Experimental.

Tabela 3 - Reacao inflamatéria por Grupo e sua comparacéo pelo teste de Wilcoxon.

Grupos
BPCA Controle
Reacéo inflamatéria Valor-p
Leve
Moderada 0 0,004
Acentuada 11

Total 12 12 -
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A reacéo inflamatdria apresentou diferenca estatisticamente significante a 5%
entre os grupos estudados com emparelhamento e nivel de mensuracdo ordinal. O

grupo Experimental € o que apresentou maior Reacéao inflamatoria.

Fig. 10. Reacgdo inflamatdria do tipo corpo estranho com células
gigantes multinucleadas (setas) fagocitando material exégeno - BPCA

(*). - Hematoxilina-eosina 400x.

Biopolimero

M leve
B moderada

M acentuada

Controle

H leve
B moderada

M acentuada

Grafico 4: Grau de Reagéo Inflamatoria entre os Grupos — p = 0.004
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Fig. 11. Reacdo de corpo estranho 1+/3+ - Hematoxilina-eosina 400x.

Fig. 12. Reacgéo de corpo estranho 3+/3+ - Hematoxilina-eosina 400x.

Fig. 13. Infiltrado inflamatério contendo linf6citos (setas) e neutrdfilos (*)

40
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- Hematoxilina-eosina 400x.

12 11
10
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T M Experimental
£ 4
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Leve Moderada Acentuada
Reagdo Inflamatdria

Grafico 5: Incidéncia da Reacéo Inflamatoria por grupo Experimental e Controle.

O grafico 5 mostra que uma maior incidéncia de reacao inflamatoéria Leve no

grupo Controle e de forma acentuada com maior incidéncia no grupo Experimental.

Tabela 4 - Fibrose por Grupo e sua comparacédo pelo teste de McNemar.

Grupos
BPCA Controle
Fibrose Valor-p
N&o demonstrada 2 0
Leve 8 10 0,500
Moderada 2 2
Acentuada 0 0
Total 12 12 -

Neste caso, a aplicacédo do teste de Wilcoxon apresenta excessivos empates
tornando mais apropriado a dicotomizacao dos resultados da Fibrose em Ausente e
Presente. Torna-se possivel a aplicagdo do teste de McNemar que com o seu Valor-
p = 0,500 permite considerar a decisdo de que nao ha diferenca significante na
ocorréncia da Fibrose por grupo. O teste de Wilkoxon apresenta a mesma decisao
com Valor-p 0,480 ou 0,102 excluindo a categoria Acentuada que nao foi observada

nos dois grupos.
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Fig. 14. Fibrose 2+/3+ - Hematoxilina-eosina 400x.

Fig. 15. Fibrose 3+/3+ - Hematoxilina-eosina 400x.

Fig. 16. Coloragdo de Picrosirius (vermelho) ressaltando
a deposicao de colageno (*) - 400x.

42
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Fig. 17. Coloragéo de Picrosirius (vermelho) ressaltando a
deposicao de colageno entre os tdbulos renais (setas). - 400x.

Fig. 18. Coloracgdo de Tricromico de Masson ressaltando a
deposicéo de colageno (azul) entre os tlbulos renais (setas). - 400x.

43
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Grafico 6: Incidéncia da Fibrose por grupo Experimental e Controle. p=0,500

O gréafico 5 mostra que ha maior incidéncia de fibrose no grupo Controle.

Tabela 5 - Necrose por Grupo e sua comparac¢ao pelo teste de McNemar.

Grupos
BPCA Controle
Necrose Valor-p
Presente 7 5 0,414
Ausente 5 7
Total 12 12 -

N&o houve diferenga estatisticamente significante na ocorréncia da Necrose

por grupo.

Controle

Gréfico 7: Incidéncia de Necrose em cada Grupo. P=0.414
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Fig. 20. Necrose coagulativa - Hematoxilina-eosina 400x.



DISCUSSAO

5.1 Utilizac&o de biopolimero de cana-de-acucar

Em relacdo a sua origem, a cana-de-acucar provém da Papua (Nova Guiné)
onde ja era conhecida ha milhares de anos. Foi cultivada na Asia Meridional, e
trazida pelos arabes da Africa para a Sicilia e desta para a costa Sul da Espanha.
Entre os portugueses o seu cultivo teve inicio no Algarve, e depois transportado para
a llha da Madeira. Muito embora introduzida oficialmente no Brasil por Martim
Afonso de Souza, em 1532, a cana-de-acUcar jA tomava conta da paisagem
pernambucana desde os primordios da colonizacdo, ainda no tempo da feitoria de
Cristévdo Jacques, no Canal de Itamaracad (1516). Em 1526, j4 figurava na
Alfandega de Lisboa o pagamento de direitos sobre o acUcar proveniente de
Pernambuco. Nos cinco séculos seguintes a Historia do Estado de Pernambuco esta
estreitamente relacionada a cultura canavieira®®.

Em relagdo aos biomateriais, eles devem ser submetidos a testes de
biocompatibilidade para avaliar como interagem, assim como o0s seus derivados,
com os diversos sistemas do corpo. Um material € considerado biocompativel se
ndo causar reacdes adversas apos implantado, tais como: irritacdo, inflamacéo,
reacdo imunologica e desprender componentes. De acordo com o Food Drug
Administration (FDA), os dispositivos médicos implantaveis e seus constituintes néo
devem produzir reacdo adversa local ou sistémica, ser carcinogénico, produzir
efeitos adversos ao sistema reprodutivo e desenvolvimento®”.

A membrana de biopolimero da cana de acucar (BPCA) ja foi testada em
relacdo a sua citotoxicidade, avaliada por indice de adesado, producdo de oOxido
nitrico e viabilidade celular de macrofagos alveolares em ratas e ndao apresentou
resposta toxica para as células da cultura. O biopolimero de cana-de-agucar
evidenciou alta biocompatibilidade frente aos trés ensaios de citotoxicidade®°.

Nos primeiros experimentos em que o biopolimero foi utilizado, era
empregado in natura, ainda com acgucares residuais, e serviu para tratamento de
feridas acidentais em caes. Posteriormente, foi desenvolvido um processo de
tratamento para reducdo daqueles acucares com obtencdo de um produto livre de

impurezas, constituido de agucares e acido glicurénico polimerizados®3.
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A avaliacdo da resposta inflamatdria e posterior agregacéo de um material
sintético ao modelo animal € uma importante etapa para sua posterior utilizagdo em
estudo clinico. A possibilidade do emprego em Medicina de produtos sintetizados a
partir de derivados da cana-de-acucar constitui-se em um novo horizonte a ser
alcangado num futuro proximo, e servirdA como uma nova destinacdo para essa
graminea.

O objetivo primordial da nossa pesquisa visa a busca por um novo
material heterdlogo, biocompativel e de menor custo, o que se equaliza com um dos
objetivos da Medicina moderna. A utlizacdo de materiais para auxiliar a
reconstrucdo renal em casos de trauma e de tumores renais pequenos é uma
guestdo de suma importancia e de grande utilidade. Uma pesquisa realizada na
Universidade Federal de Pernambuco comparou a membrana do BPCA com PTFE e
polipropileno como fita para sling em ratas e evidenciou um grau de reacao
inflamatdria semelhante. O material utilizado mostrou-se absolutamente inerte e
preservado na regido implantada. O BPCA é estavel, de facil manipulacdo, com
reacao tissular minima, com boa incorporacgdo ao hospedeiro®!.

A resposta inflamatéria ao BPCA foi avaliada através da sobreposicdo de
membranas de BP e telas de polipropileno sobre o peritonio parietal de ratos, por
meio de formacéo de aderéncias com epiploo e algas intestinais. Em todos os ratos
foi observado incorporacdo das proteses implantadas ao peritbnio e ndo foram
encontradas colecdes, exsudato livre e fistulas. Os autores concluem que o
biopolimero de cana-de-acUcar pode ser uma alternativa viavel, comparavel ao
polipropileno, para a confeccdo de telas para proteses cirdrgicas. Nossos achados
corroboram os do trabalho citado, onde ndo encontramos maiores niveis de fibrose
ou de complicacdes, como as fistulas, comparativamente ao grupo controle.
Todavia, macroscopicamente, tivemos uma maior intensidade nas aderéncias ao
figado e algas intestinais, com o BPCA, fato que vai de encontro aos achados deste
trabalho®3.

Ainda no ambito da Universidade Federal de Pernambuco, pesquisadores
locais, testaram o BPCA como enxerto livre para tratamento de perfuracfes crbénicas
da membrana timpanica foi realizada em Chinchilla laniger. Os resultados obtidos
foram comparados com os de enxerto de fascia autdloga, realizados na orelha
contralateral, ou seja, cada animal foi controle de si mesmo, assim como no NOSso

estudo. Os resultados funcionais e de cicatrizacdo, assim como de
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biocompatibilidade e de complicagcbes foram semelhantes do ponto de vista
estatistico, demonstrando que a membrana do BPCA podera, em um futuro préximo,
ser utilizado na otorrinolaringologia®®.

Em outro estudo, pesquisadores da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), de forma prospectiva e pareada, utilizaram a membrana do BPCA como
substituto para a mucosa da orelha média de ratos Wistar, com a finalidade de
analisar a interacdo do biopolimero com a mucosa local. Vinte e quatro animais
foram usados, comparando a membrana do BPCA com a fascia autéloga. O
sacrificio foi realizado em trés momentos, apés 4, 8 e 12 semanas. Observaram que
houve reacdo inflamatéria no grupo experimental, semelhante ao grupo controle,
com reabsorcéao tardia do enxerto do BPCA e concluiram que seu uso € viavel, mas
que futuros estudos devem ser realizados a fim de direcionar mais claramente o seu
uso na otorrinolaringologia®®.

Sob forma de tubos e remendos em artérias de cdes, o BPCA foi
experimentado como protese vascular e comparado ao enxerto de
politetrafluoroetilieno (PTFE). O comportamento funcional e morfolégico dos
enxertos realizados com o BPCA mostrou-se adequado ao seu emprego CoOmo
substituto vascular, foi comparavel ao e-PTFE sem constatacdo de diferencas
estatisticamente significantes. Tais achados também se alinham aos do nosso
estudo, evidentemente, em tecidos corporais distintos®45.

Polimeros sintéticos ou naturais podem ser obtidos com uma extensa
variacdo de propriedades como rigidez, resisténcia mecanica, densidade e
resisténcia térmica. A ciéncia dos polimeros e suas aplicagbes levam em
consideracao, como ponto de partida, a compreensao de como estes materiais sao
sintetizados. A sintese de polimeros revela um complexo procedimento que é
determinante para a sua estrutura. O exopolissacarideo produzido pela Zogloea sp.
tem propriedades fisicas como elasticidade, resisténcia a tracdo e a flexibilidade,
podendo ser modelado em diferentes formas, o que possibilita sua utilizagdo como
uma esponja que pode ser introduzida dentro do defeito produzido pelo trauma no

parénquima renal.
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5.2 Reconstrucgéo do parénquima renal

Desde 1909, com Bergel, que se comecou a utilizar, em cirurgias, as misturas
de fatores da coagulacédo, para promoverem a cicatrizacdo das feridas'®. Embora a
reconstrucdo renal tenha uma grande importancia nas lesdes traumaticas, a maioria
dos trabalhos atuais busca a melhor forma de reconstrucdo do parénquima renal,
nas cirurgias poupadoras de néfrons, tendo em vista 0 maior numero destas
realizadas para tumores renais pequenos’®-72,

Para que consigamos aumentar o indice de preservacdo renal, o uso de
agentes hemostaticos, tais como o Gelfoam® Surgicell’®, Tacho Sil® ou o
Surgifoam®, podem ser necessarios e tém uma alta eficacia, tendo, dessa forma, um
papel cada vez maior na correcéo das lesdes extensas do trato urinario®.

Com base na experiéncia da cirurgia poupadora de néfrons, em tumores
renais pequenos, até uma matriz de gelatina foi aplicada em um modelo
experimental de trauma renal complexo em porcos, sem a utilizacdo de suturas no
tecido renal, sendo demonstrado que a perda sanguinea total foi significativamente
menor do que o tratamento convencional com suturas isoladas. Além disso, assim
COmo na nossa experiéncia, nao tiveram nenhum sangramento tardio ou formacao
de urinomas ou fistulas urinarias apés os procedimentos?®.

Um grupo sueco, com o intuito de avaliar a capacidade hemostatica e a
estabilidade do coagulo formado, em situacdes de trauma, testou experimentalmente
quatro substancias hemostaticas em rins de ratos Sprauge-Dawley submetidos a
traumatismo: esponja de gelatina, trombina bovina, fator Vlla recombinante liofilizado
e um polissacarideo microporoso. Concluiram que os produtos que contém a
gelatina obtiveram o mais rapido e melhor grau de hemostasia, ressaltando que mais
estudos sdo necessarios para a confirmacgéo desses resultados®®.

A utilizacdo de substancias hemostaticas no parénquima renal atualmente
tem suas pesquisas direcionadas principalmente nas cirurgias poupadoras de
néfrons, sobremaneira nas cirurgias para pequenos tumores renais*®. Em relacéo
aos nossos achados, ficou demonstrado que nédo existem falhas neste aspecto, isto
€, na capacidade hemostatica do biopolimero, pelo menos ndo houve nenhum
indicio de que o material pudesse retardar ou comprometer de maneira importante a
hemostasia renal, tendo em vista que ndo encontramos hematomas ou perdas por

hemorragia incoercivel em nenhum dos animais.
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Um produto atual e que vem tendo seu uso bastante disseminado para a
hemostasia das nefrectomias parciais e que tem demonstrado eficicia, seguranca e
biocompatibilidade é a esponja composta por fibrinogénio e trombina (TachoSil®).
Alguns trabalhos na literatura tém corroborado a sua utilizacdo, inclusive em outros
orgédos sdlidos, tais como figado, pulméo, pancreas e, em algumas situacoes, até no
coracgao*.73-76,

Varias substancias tem sido testadas com o intuito de corrigir as falhas do
parénquima renal. Estudo realizado no Reino Unido, avaliou a eficacia de TachoSil®,
uma esponja hemostética composta de fibrinogénio e trombina, com funcao selante
e hemostética, apos nefrectomia parcial em modelo experimental em porcos. Eles
analisaram o peso, a pressdo arterial, a perda de sangue estimada, o peso da
amostra da nefrectomia parcial, além da presenca de fistula urinaria. Os achados
histopatolégicos e as complicacbes foram registradas. Todos 0s porcos
sobreviveram, o tempo médio de isquemia quente foi de 18 minutos, a perda de
sangue foi de 90 ml e peso médio ressecado foi de 13,7 g. Nao houve evidéncia de
fistulas. Histologicamente, as alteracdes inespecificas foram observadas em todas
as amostras, que incluem calcificacao distréfica, cicatrizacdo, e areas de fibrose na
margem nefrectomia parcial cirargico. Concluiram que TachoSil® é eficaz e
proporciona um adjuvante da hemostasia. Mais estudos, incluindo testes em
humanos, sdo necessarios para avaliar esta observacéo ainda®’.

Um grupo de pesquisadores turcos comparou 3 tipos de agentes
hemostaticos topicos em modelo experimental de nefrectomia parcial (NP), em
termos de resisténcia adesiva, controle da hemorragia e aderéncias pés-operatorias
intra-abdominais, usando ratos. Compararam celulose oxidada extrato de planta
hemostatico e o quitosano. A cicatrizacdo de feridas foi excelente em todos os
grupos, exceto em 1 de rato no grupo de quitosano. A quitosana foi associada com
escores significativamente mais elevados de adesao intestinal e peritoneal, embora
0s escores histopatolégicos foram semelhantes. Concluem que quitosana e extrato
da planta hemostatico foram tdo eficazes quanto sutura convencional para a
hemostasia, mesmo sem controle hilar. O uso de celulose oxidada n&o foi associada
com escores mais elevados de aderéncias, hematoma ou formacéo de abscessos’”.

Na Grécia, um estudo comparou selantes de fibrina liquidos e membranas
hemostéticas de forma experimental em nefrectomias parciais. Investigaram que o

agente hemostatico pode aderir de forma mais eficaz para o tecido renal e servir



494

= Unracds
,.‘ Frocra 5 1
'& 0= FEpaysuco
B

Tavares LHM. Esponja de biopolimero de cana-de-aclcar no tratamento de trauma renal...

como uma almofada. Selante de fibrina liquida isolada ou em combinagdo com uma
membrana (colageno, gelatina ou celulose oxidada) foi aplicada a superficie de corte
do rim de coelhos. As analises histoldgicas foram também realizadas para comparar
0 grau de adesdo de cada um dos hemostaticos acima mencionados. Selante de
fibrina mais o colageno ou pinga hemostatica de gelatina foi encontrado para ter um
efeito mais forte do que o selante de fibrina hemostatica, aplicados isoladamente ou
selante de fibrina mais celulose oxidada. O estudo histolégico mostrou que o selante
de fibrina aderiu bem ao tecido renal, quando foi aplicado com o colageno ou
gelatina hemostatica, mostrando a vantagem de combinar estes dois materiais para
a realizagdo da hemostasia eficaz. Selante de fibrina usado em combinagdo com o
colageno ou gelatina hemostatica foi a mais adequada para a obtencao de um efeito
reforcado hemostatico no local da sutura num modelo animal em nefrectomia
parcial @,

Um grupo coreano comparou, para reconstrucdo do parénquima renal, apés
nefrectomia parcial, o uso de tela de politetrafluoretileno expandido (Gore-Tex®) e
Hem-O-Lock® como agentes hemostaticos durante a nefrectomia parcial. No
primeiro grupo, eles usaram o Gore-Tex® isolado, os tumores renais tinham até
2,5cm de diametro, enquanto no grupo 2, foi usado Gore-Tex® associado ao Hem-O-
Lock e os tumores eram maiores que 2,5cm. A idade média dos pacientes era de 53
anos (35-85a), os pacientes foram acompanhados em média por 41,8 meses (6-
56m). O tempo médio de isquemia fria para o grupo 1 foi de 24 minutos, enquanto
no grupo 2 foi de 35 minutos. N&o houve complicagbes maiores em nenhum dos
grupos. Concluem que o uso do Gore-Tex isoladamente ou em associagdo ao Hem-
O-lock, é bastante seguro e menos oneroso do que o uso de agentes hemostaticos
nas nefrectomias parciais?®.

Pesquisadores turcos testaram, experimentalmente em 25 porcos, uma tela
de acido poliglicélico em traumas renais de alto grau, com grande perda de
parénquima, nos quais a sutura simples ndo seria adequada. O objetivo do estudo
foi avaliar a eficacia da hemostasia produzida quando do uso desta tela, em
comparacdo com um grupo controle onde nenhuma medida foi tomada e
sabidamente o grau de hemorragia levaria a 0Obito. Concluiram que a técnica é
rapida, de facil execugcdo, pois ndo necessita de suturas adicionais, controla

eficazmente a hemorragia e mantém a viabilidade do parénquima renal’®.
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Na Turquia ainda, foi realizado estudo experimental em coelhos, comparando
0 uso da tela de poliglactina com as suturas simples com fios de catgut e
poliglactina, e foi visto que os melhores resultados em termos de hemostasia e
manutencéo de tecido renal viavel foi obtido com a tela de poliglactina®®.

Como podemos notar nos paragrafos acima, diversos pesquisadores, nas
mais diferentes localidades, continuam testando e avaliando novas substancias que
possam auxiliar na cirurgia renal reconstrutiva. Os estudos experimentais até agora
realizados permitem-nos projetar uma provavel perspectiva de realizacdo de ensaios
clinicos com o presente material e, com isso, introduzir a possibilidade de um novo
material, bioequivalente e de custo muito mais acessivel a nossa realidade, no
arsenal de tratamento daquelas condicfes que exigem uma reconstrucao renal mais
refinada e segura, com a certeza da manutencdo de mais unidades renais, seja
aguelas afetadas por traumatismos externos ou iatrogénicos, bem como as
acometidas por tumores de pequeno volume e com indicagdo apenas de uma
nefrectomia parcial.

Além do baixo custo, as caracteristicas de obtencéo e producao representam,
por outro lado, um diferencial importante, por conta da natureza inesgotavel da fonte
de producdo do material do biopolimero. Por tratar-se de um instrumento cuja
natureza ndo provoca poluicdo ou degradacdo no decorrer do processo de
industrializacdo pode também ser considerado como ecologicamente correto, fato
bastante relevante nos dias atuais. Principalmente, pelos achados estatisticamente
similares de perda sanguinea, fibrose e necrose, com o grupo controle. Assim como
pela auséncia de complicacdes graves, do tipo hemorragia copiosa, fistulas urinarias

ou abscessos.



CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo, analisados com uma margem de
seguranca de 95%, permitem concluir que:
= A esponja de biopolimero do melago da cana-de-acuUcar pode ser
utilizada como selante e agente hemostatico para o tratamento de
lesGes renais que exijam reconstrucdo do seu parénquima, em
coelhos;
= O biopolimero provocou uma reacao inflamatéria tipo corpo
estranho acentuada em comparagdo ao grupo controle, todavia
sem comprometer o resultado cirdrgico; a presenca de necrose e
fibrose foi similar nos dois grupos;
= A utilizacdo do biopolimero ndo apresentou complicacdes cirargicas
agudas como formacdo de  abscessos, fistulas ou

hemorragia/hematomas.
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ABSTRACT

PURPOSE: To analyze the effects of the biopolymer sponge cane sugar in an experimental model
of renal trauma in rabbits.

MATERIALS AND METHODS: An experimental study, prospective, paired with 12 rabbits from
New Zealand lineage. After induction of bilateral renal trauma and high-grade, the biopolymer
sponge of cane sugar was used in hemostasis and reconstruction of the right renal parenchyma,
compared with the sponge Surgifoam ®, in the left kidney. The animals were sacrificed after four
weeks. We performed a comparative histological analysis of the effects on kidney surgery and
analyzed statistically.

RESULTS: There was more inflammatory reaction and adhesions early in the experimental group
compared to control. However no influence on efficacy and biocompatibility of the biopolymer.
There was none of the groups in massive bleeding, hematoma, fistula or urinary stone formation.

CONCLUSION: A biopolymer sponge cane sugar has shown good efficacy in relation to
hemostatic control and reconstruction of the renal parenchyma without causing major complications.
Future studies may direct its routine use in urologic practice.

Key words: Renal Injury, Surgical Hemostasis, absorbable implants, inflammation,
biocompatible materials
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Artigo Original

RESUMO

OBJETIVO: Analisar os efeitos da esponja do biopolimero da cana-de-aclicar em um modelo
experimental de trauma renal em coelhos.

MATERIAL E METODO: Estudo experimental, prospectivo e pareado com 12 coelhos da
linhagem Nova Zelandia. Apo6s inducdo de trauma renal bilateral e de alto grau, a esponja do
biopolimero da cana-de-aclcar foi utilizada na hemostasia e reconstrugdo do parénquima renal
direito, comparada com a esponja de Surgifoam®, no rim esquerdo. Os animais foram sacrificados
apos quatro semanas. Foi realizada uma analise histol6gica comparativa dos efeitos sobre rins
operados e analisada estatisticamente.

RESULTADOS: Houve maior reacdo inflamatdria e mais aderéncias precoces no grupo
experimental em comparacdo ao controle. Todavia ndo influenciou na eficdcia e na
biocompatibilidade do biopolimero. N&o houve em nenhum dos grupos hemorragia macica,
formacdo de hematoma, fistulas ou célculos.

CONCLUSAO: A esponja do biopolimero da cana-de-aglicar demonstrou boa eficacia em relagdo
ao controle hemostatico e de reconstrugdo do parénquima renal, sem causar complicacfes
importantes. Futuros estudos podem direcionar seu uso rotineiro na pratica uroldgica.

Key words: Renal Injury, Hemostasia Cirdrgica, implantes absorviveis, inflamacao, materiais
biocompativeis.
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Introducéo/Introduction

A composicdo do biopolimero da cana-de-acicar (BPCA) consiste de varios
exopolissacarideos, sendo 87,6% de glicose. Os polissacarideos sdo sintetizados e excretados
pela Zoogloea sp., quando esta bactéria permanece em um meio rico em melaco da cana-de-
aclcar!

O biopolimero foi sintetizado inicialmente na Estacdo Experimental de Cana de
Acucar de Carpina, da Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE, a partir de 1990.
O processo de producdo foi otimizado, obtendo-se no presente uma taxa de conversdo de
50%.%2

A partir de 2001 foi desenvolvida, no Nucleo de Cirurgia Experimental da UFPE, uma
série de ensaios quimicos com o objetivo de adequar o biopolimero, em estado de pureza, para
diversas aplicacdes cirdrgicas, dentre estas 0 uso em incontinéncia urinaria e cicatrizacdo de
feridas cutaneas.®*

O rim é o terceiro 6rgdo mais lesado no trauma abdominal, na grande maioria das
vezes seguindo trauma fechado, que em 90% dos casos sdo contusdes renais ou laceracdes do
parénquima menores que 1 cm. Embora os traumatismos penetrantes sejam responsaveis por
apenas 10% dos ferimentos renais, geralmente sdo mais graves e necessitam de exploragéo
cirlrgica, o que muitas vezes leva a perda do 6rgdo.°

Necessitamos, portanto, de novas substancias que ajudem em casos de lesdes renais
extensas. Existem, na literatura, alguns relatos sobre substancias hemostaticas e selantes de
fibrina usadas como auxiliares na reconstrucdo do parénquima renal lesado.®’

Todavia, ainda ndo existem relatos sobre a eficacia da membrana do biopolimero da
cana-de-agUcar no trauma renal, assim como as suas reacOes teciduais. Baseado nessas
informacdes, iremos investigar experimentalmente os efeitos do BPCA em rins de coelhos
com trauma renal extenso (grau 1V).

Material e Método / Materials and Methods

O desenho do estudo foi experimental, prospectivo, longitudinal e pareado. A andlise
estatistica utilizou os testes: ndo paramétrico de Wilcoxon, Shapiro-Wilks, teste-t de Student
emparelhado e o teste de McNemar. Vinte e quatro unidades renais de 12 coelhos
(Oryctolagus cunniculus), da linhagem Nova Zelandia, machos adultos, sadios, com peso
entre 2 a 3Kg, foram submetidas a um trauma renal extenso, usando bisturi de ldamina n° 15,
com 1lcm de profundidade por 1cm de extensdo. Em cada coelho, o rim direito foi suturado
com fio de poliglactina 4/0, usando-se, entre as bordas do ferimento, uma esponja do BPCA, e
no rim esquerdo, uma esponja de Surgifoam® de uso corrente nos traumas de Orgaos
parenquimatosos, como controle. Ap6s 4 semanas, 0s animais foram sacrificados com altas
doses de anestésicos e os rins foram retirados para analise histolégica. O tempo total do
procedimento e o0 tempo para hemostasia foram cronometrados. A perda sanguinea foi
mensurada. A histotologia foi avaliada por um Unico patologista experiente e teve como
critérios a intensidade da reagdo inflamatoria provocada e a presenca de fibrose do tecido em
contato com o material.

Alguns critérios semiquantitativos foram adotados. A intensidade do processo
inflamatdrio foi descrita a partir da observacéo da celularidade no exsudato, da extensdo do
processo e pela presenga de necrose celular. A intensidade da atividade inflamatoria foi assim
classificada: nula - auséncia de sinais inflamatorios, leve (1x) - exsudato com infiltracdo
celular em pequena quantidade, reacdo envolvendo até 1/3 do tecido estudado, auséncia de
necrose; moderada (2x) - exsudato com infiltracdo celular em quantidade moderada, reacéo
envolvendo entre 1/3 e 2/3 do tecido, presenca de pouca necrose; intensa (3x) - exsudato com
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infiltracdo celular em grande quantidade, reacdo envolvendo mais que 2/3 da amostra, necrose
celular intensa. A fibrose caracterizou-se pela presenca de fibroblastos e deposicdo de
colageno na matriz extracelular. A fim de confirmar a presenca da fibrose, em algumas
laminas selecionadas pelo patologista, aléem da coloracdo HE, também foi utilizada a
coloracdo Picrosirius. O presente estudo teve aprovacdo integral do Comité de Etica em
Experimentagcdo Animal do Centro de Ciéncias Biologicas onde foi realizado o experimento e
esta registrado sob o protocolo n° 23076.031529/2010-77.

Resultados / Results

O peso médio dos animais foi de 2.489g. O peso dos rins variou entre 5 e 10g. O tempo
cirdrgico médio do procedimento foi de 30,33min. O tempo médio para hemostasia com o
BPCA foi de 211.2s e no controle de 203.4s. A perda de sangue foi avaliada através do
nimero de gazes embebidas completamente por sangue, sendo leve (apenas 1 gaze),
moderada (2 a 5 gazes) e acentuada (acima de 5 gazes).

Variavel Grupo Média Mediana DP Valor-p
Peso do Rim (g) BPCA 10,00 10,00 3,02 0,058
Controle 12,50 10,00 4,52
Tempo de Hemostasia (s) BPCA 211,17 209,50 19.92 0,195
Controle 203,42 201,00 18,66
Peso do animal (g) - 2489,25 2521,00 259,52
Tempo de cirurgia (min) - 30,33 29,00 8,02

TABELA 1 - Medidas descritivas por Grupo e sua comparagéo pelo teste de Wilcoxon.

Por ocasido da segunda fase do experimento, a inspecdo macroscopica, ndo foram
constatadas deformidades na cicatrizacdo do parénquima renal, ndo observamos hematomas
perirrenais, abscessos, formacdo de calculos urinérios, presenca de fistula ou urinoma em
nenhuma unidade renal.

215 +7211,2

210 +°
. 203,4

205

200 + I

195 - T T T "
BPCA Controle

Gréfico 1 — Tempo Médio para Hemostasia em segundos (p=0.195)
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Gréfico 2 — Perda Sanguinea Intra-operatéria. P=0.480

Todavia foram identificadas aderéncias cicatriciais entre o rim e Orgdos adjacentes,
principalmente do lado direito, ou seja, no lado em que usamos o BPL. N&o havia evidéncia
de alteracdo na coloracdo ou na textura dos enxertos de membrana do biopolimero da cana-
de-acucar ou de Surgifoam®, os quais estavam recobertos com uma fina camada de tecido
conjuntivo.

Foto 1 - Boa cicatrizagdo do BPCA

i

Foto 2 — Presenca de fortes aderéncias entre o BPCA e as algas intestinais.
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O grau de reacdo inflamatoria foi classificado como leve, moderada e acentuada.

Reacdo inflamatdria BPCA Controle Valor-p
Leve 1 6
Moderada 0 5 0,004
Acentuada 11 1
Total 12 12

Tabela 2 - Reagéo inflamatoria por Grupo e sua comparacao pelo teste de Wilcoxon.

Analises histoldgicas foram obtidas a fim de identificar e quantificar a presenca de

reacdo inflamatdria, fibrose e necrose no material estudado.

Foto 3 -

Reacdoinflamatoria dotipo corpo estranho com células gigantes multinucleadas
(setas) fagocitando material exdgeno (*)

Foto 4
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Tecido necrdtico (*) permeado por células inflamatdrias (setas)

Foto 5

Reacao de corpo estranho 1+/3+
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Biopolimero

H leve
B moderada

= acentuada

Controle

H leve
B moderada

M acentuada

Graéfico 3 - Grau de Reagdo Inflamatéria entre os Grupos — p = 0.004

Fibrose BPCA Controle Valor-p
Néo demonstrada 2 0
Leve 8 10
Moderada 2 2
Acentuada 0 0
Total 12 12

TABELA 3 - Fibrose por Grupo e sua comparagéo pelo teste de McNemar.

BPCA 7

Controle 5

Gréfico 4 — Incidéncia de Necrose em cada Grupo. P=0.414
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Discussao / Comments

O rim é o terceiro 6rgdo mais lesado no trauma abdominal, na grande maioria das
vezes seguindo trauma fechado, que em 90% dos casos sdo contusdes renais ou laceragdes do
parénquima menores que 1 cm. Embora os traumatismos penetrantes sejam responsaveis por
apenas 10% dos ferimentos renais, geralmente sdo mais graves e necessitam de exploragéo
cirdrgica.®

De acordo com a Associacdo Americana de Cirurgia do Trauma, as lesdes renais sao
classificadas em: grau I- contusdes, escoriacfes e hematomas subcapsulares com cépsula
renal intacta; grau Il- pequenas laceragdes do parénquima estendendo-se para o coOrtex
superficial, ndo envolvendo a medula ou o sistema coletor; grau Ill- grandes laceracdes do
parénquima estendendo-se atraves do cortex e da medula renal, mas ndo envolvendo o sistema
coletor; grau IV- grandes laceracGes do parénquima estendendo-se para o cortex e da medula
renal atingindo o sistema coletor , bem como qualquer lesdo vascular de vasos segmentares ou
principais, com hemorragia contida localmente; e grau V- multiplas e profundas laceracfes do
parénquima, estendendo-se para o cortex e a medula renal e para o sistema coletor, bem como
lesdo vascular ou avulsdo dos vasos principais, causando extensa hemorragia ou trombose dos
vasos principais.®

O tratamento do trauma renal é conservador em 98% dos casos (praticamente todos 0s
casos grau I, Il e Ill, e alguns casos grau IV e V). As indicagdes absolutas de exploragéo
cirurgica de trauma renal sdo instabilidade hemodinamica, hematoma perirrenal pulsatil ou
em expansdo e sangramento persistente. 8

Para que consigamos aumentar o indice de preservacdo renal, o uso de agentes
hemostaticos, tais como o Gelfoam®, Surgicell®, Tacho Sil® ou o Surgifoam®, podem ser
necessarios em alguns casos mais graves e tém uma alta eficacia, tendo, dessa forma, um
papel cada vez maior na correcdo das lesdes do trato urinario.

Com base na experiéncia da cirurgia poupadora de néfrons, em tumores renais
pequenos, até uma matriz de gelatina foi aplicada em um modelo experimental de trauma
renal complexo em porcos e foi demonstrada que a perda sanguinea total foi
significativamente menor do que o tratamento convencional com suturas apenas.’

A membrana de biopolimero ja foi testada em relacdo a citotoxicidade, avaliada por
indice de adesdo, producdo de 6xido nitrico e viabilidade celular de macréfagos alveolares em
ratas e nao apresentou resposta toxica para as células da cultura. O biopolimero de cana-de-
aclcar evidenciou alta biocompatibilidade frente aos trés ensaios de citotoxicidade.

O uso do BPL foi introduzido experimentalmente em 2002, por pesquisadores da
UFPE que testaram seu efeito sobre a cicatrizacdo de feridas cutaneas com bons resultados.®

A sequir, varios outros estudos também usaram o BPCA como substituto em diversas
situagdes, tais como membrana timpanica, 0sso, artérias e até tinica vaginal.*11213

Um grupo sueco testou experimentalmente quarto substancias hemostaticas em rins de
ratos: gelatina, trombina bovina, fator Vlla e um polissacarideo microporoso. Concluiram que
os produtos que contém a gelatina obtiveram o mais rapido e melhor grau de hemostasia.*

A utilizacdo de substancias hemostaticas no parénquima renal atualmente tem suas
pesquisas direcionadas principalmente nas cirurgias poupadoras de néfrons, sobremaneira nas
cirurgias para pequenos tumores renais. °

Um produto bastante atual e que tem demonstrado eficacia, seguranga e
biocompatibilidade é a esponja composta por fibrinogénio e trombina (TachoSil®). Alguns
trabalhos na literatura tém corroborado a sua utilizagéo.'*’

O presente estudo demonstrou uma alta eficacia da esponja do biopolimero, no que diz
respeito & hemostasia, auséncia de reacdes inflamatdrias prejudiciais a sua fungdo, auséncia de
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fistulas, hematoma ou formacdo de célculos no interior da via urinaria, complicacdes que
poderiam, porventura, limitar ou até contra-indicar o seu uso clinico.

Conclusao / Conslusion

Baseado nos achados acima mencionados, conclui-se que a esponja do biopolimero da
cana-de-acucar obteve eficacia satisfatoria na hemostasia renal, assim como nao causou
maiores efeitos deletérios ao parénquima renal remanescente, quando comparado ao controle,
0 que lhe confere uma boa perspectiva para uso futuro na pratica clinica, tendo em vista que
seu custo final devera ser bastante inferior aos produtos usados atualmente. Trabalhos
posteriores poderdo corroborar esses resultados e vislumbrar mais de perto o seu uso na
pratica médica diéaria.
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Recife, 22 de maio de 2010
Oficio n° 88/10

Da Comiss&o de Etica em Experimental Animal (CEEA) da UFPE
Para: Leandro Henrique de Mesquita Tavares

Aluno de Pés-Gradua{;Eo em Cirurgia - CCS

Prof. Orientador: Dr. Salvador Vilar Correia Lima

Universidade Federal de Pemambuco

Processo n® 23076.031529/2010-77

Os membros da Comiss3o de Etica em Experimentac3o Animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pemambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “Esponja de biopolimero de cana-de-agtcar no tratamento de trauma renal
extenso induzido em coelhos™.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentacio
Animal e com as nommas intemacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for
Care and Use of Laboratory Animals as quais s3o adotadas como critérios de avaliagdo e
julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especiaimente a Lei 8.605 — art.
32 e Decreto 3.1789-art 17, de 21/08/1990, que trata da quest3o do uso de animais para finas
cientificos.

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

Atenciosamente,

ﬂbua MQ.{SM%%T’QM La—

ﬁammx Criadouro; Coelhos; Californa;

Sem Machos; Idade: 120 dias; Nimero de anmais

previsto no protocolo: 12 animas ﬁ‘m.m&.’e{eﬂwa\u-
<BEh  Fioadok ir Lihat

Ladd

CCE: Integrar para desenvolver
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