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Resumo

Introducdo: Até o presente nao existe um produto que seja biocompativel, inabsorvivel, de
facil manipulacdo, com custo beneficio satisfatério para o implante endoscépico para
tratamento do refluxo vesicoureteral e da incontinéncia urindria por insuficiéncia
esfincteriana uretral. Objetivos: Analisar a resposta inflamatdria, a biocompatibilidade, a
estabilidade, quantificar a fibrose tecidual e a neoformacao vascular no hospedeiro, do gel de
biopolimero da cana-de-agtcar produzido pela Zooglea sp (BCA) e do dextrandémero e acido
hialurénico Deflux® implantados em bexigas de coelhos. Método: Vinte coelhos, divididos
em dois grupos de dez animais, receberam implantes na bexiga e foram submetidos a
eutandsia apos trés dias e trés meses. Cada animal recebeu dois implantes do Deflux® na
metade anterior direita da bexiga, e dois implantes do biopolimero BCA na metade anterior
esquerda da bexiga. Apds a eutandsia dos animais e remocdo da bexiga, um retangulo de
tecido, medindo 1 x 1 cm, foi recortado em cada um dos implantes. Foram utilizadas técnicas
histoquimicas de coloragdo Hematoxilina e Eosina para evidenciar infiltrados celulares e
vasos sanguineos, Resorcina-fucsina de Weigert com prévia oxidacdo com oxona (fibras do
sistema elastico) e Tricromico de Masson e Picro Sirius (coldgeno). Tecnicas
imunohistoquimicas de Avidina Biotina e o anti-corpo monoclonal anti-alfa actina para
caracterizacdo das células de musculo liso. Para a realizacdo de controles negativos, o
anticorpo primario foi substituido por PBS. A revelagdo da imunomarcacdo foi feita com
solucdo de 3,3-diaminobenzidina tetrahidrocloreto. Resultados: O implante do Deflux® foi
envolvido por uma cépsula fibrosa. O gel do Deflux® encontrava-se fragmentado em
pequenas dreas, as quais eram homogéneas em sua organizacdo e livres de células e vasos
sanguineos em seu interior. A suposi¢do é que o implante do gel do Deflux® é um material
imunologicamente inerte. O implante do gel do biopolimero da cana-de-agtcar, observou-se
que o gel foi bem colonizado por matriz celular e vasos sanguineos, um infiltrado
inflamatorio é visivel em algumas areas. Ainda, o implante foi envolvido por uma capsula de
fibrose. Diferentes dreas do gel do BCA mostram uma matriz fibrosa extracelular, embora
sessOes coradas pelo método tricromico de Masson e Picro-Sirius sob luz polarizada, tenha
mostrado uma pequena quantidade de coldgeno, ou auséncia do mesmo no gel do BCA. O
gel foi metabolizado ou estava em metabolizacdo pelas células. Por outro lado, existiam
poucas dreas no total do implante, com o gel homogeneamente distribuido, quase toda sua
extensdo foi invadida por células ou vasos sanguineos. Conclusao: Os achados sugerem que
o biopolimero da cana-de-acticar é biocompativel, integra-se ao tecido hospedeiro,
permanecendo no local implantado. Sugerem que o gel induz um processo de remodelagdo e
serd substituido por tecido conjuntivo. A analise do terceiro grupo de animais apés 12 meses
do implante podera confirmar a remodelacdo do implante com aumento do tecido residual,
permitindo confirmar a estabilidade do implante no longo prazo. Esta pesquisa translacional
visa o desenvolvimento de um novo produto para implante endoscépico para o tratamento
do refluxo vesicoureteral e da incontinéncia urinaria com custo/beneficio favoravel,
possibilitando acesso as novas técnicas, usudrios da rede publica de satde.

Palavras-chave:  Refluxo  vesicoureteral. Incontinéncia  urindria de  esforco.
Biocompatibilidade.
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Abstract

Introduction: To date, no single ideal agent fulfills the requisites of being biocompatible,
non-absorbable and easy to handle at a satisfactory cost-to-benefit ratio to be employed as an
endoscopically injectable implant agent in the treatment of vesicoureteral reflux and urinary
incontinence secondary to urethral sphincter insufficiency. Objectives: To evaluate the
inflammatory response, biocompatibility and stability and to quantify fibrosis and
neovascularization in host tissue after treatment with the sugarcane derived biopolymer gel
manufactured by Zooglea sp (BCA) in comparison to dextranomers plus hyaluronic acid
(Deflux®) as injection agents in rabbit urinary bladder implants. Methods: Twenty rabbits,
divided into two groups of ten animals each, underwent urinary bladder implant placement
and were euthanized at 3 days and 3 months post-implant. Each animal received two
Deflux® implants in the right anterior half, and two BCA biopolymer implants in the left
anterior half of the bladder. Histochemical staining was performed with hematoxillin and
eosin (H&E) to reveal cellular infiltrates and blood vessels, Weigert's resorcin fuchsin with
oxon (elastic fibers) and Masson’s trichrome and picrosirius (collagen). Avidin-biotin
Immunohistochemistry was performed with an anti-alpha actin primary antibody to
characterize smooth muscle cells. Negative controls were performed with PBS used in place
of the primary antibody. The reaction signal was developed with a 3,3'-diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB) solution. Results: Deflux® implants were clearly involved by a
fibrous capsule. The Deflux® gel was found to scatter into small homogeneously organized
areas lacking cells and blood vessels. The assumption is that Deflux® gel is an
immunologically inert material. BCA biopolymer implants were well colonized by cellular
matrix and blood vessels and showed areas of clearly visible inflammatory infiltrates.
Furthermore, the implants were completely involved by a fibrous capsule. The BCA gel itself
presented two patterns of organization. Several areas showed a fibrous extracellular matrix
on H&E stain. Examination of these areas with Masson’s trichrome and Picrosirius stain
under polarized light revealed minimal to absent collagen within the BCA polymer. The gel
had been or was in the process of being metabolized by the cells. On the other hand, a few
areas within the implant showed homogeneous distribution of the gel which was almost
entirely invaded by cells or blood vessels. Conclusion: These findings suggest that the BCA
polymer has a favorable biocompatibility profile, it integrates into the host tissue and
remains at the injection site. The histopathological data suggest that the BCA gel induces a
remodeling process and is replaced by connective tissue. Analysis of a third animal group at
12 months post-implant could confirm remodeling with increase of residual tissue and
would allow assessment of long term implant stability. This translational research effort aims
at developing a novel material to be used in endoscopic implants with a more favorable
biocompatibility profile and cost-benefit ratio. Ultimately, such agent would grant access to
modern treatment modalities to low income patients and beneficiaries of the “Sistema Unico
de Saude”.

Keywords: Vesicoureteral reflux. Urinary incontinence. Bulking agent. Biocompatibility.
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Introducao

1.1 Refluxo vésicoureteral

O refluxo vesicoureteral (RVU) é considerado uma das doengas mais
importantes em uropediatria, principalmente pelo seu impacto, pois, se ndo for
diagnosticado e tratado adequadamente, pode evoluir com danos renais irreversiveis
como a insuficiéncia renal terminal. E um evento anormal que acontece quando ha o
retorno da urina da bexiga para o trato urindrio superior, por incompeténcia do
sistema valvular da juncdo ureterovesical devido a uma anomalia isolada e congénita
do sistema valvular anti-refluxo, ou secundério a uma anomalia adquirida que afeta

este sistemal.

O refluxo vesicoureteral é uma das doengas mais comuns da urologia

pediatrica, apresentando alta incidéncia em criangas portadoras de infecgao urinaria2.

Em estudo sobre a evolugao do refluxo vesicoureteral em criancas no primeiro
ano de vida, foram avaliados, retrospectivamente, os prontudrios de 814 portadores
de RVU, dos quais 363 apresentavam idade menor que 12 meses no momento do
diagnostico. Os autores concluem que a taxa de resolucao espontanea do RVU é alta,
justificando o tratamento clinico como conduta inicial desse grupo. As indicagdes de
cirurgia devem ser individualizadas®.

Em estudo avaliando a taxa de resolucdo espontanea do refluxo vesicoureteral
nas criancgas brasileiras, numa experiéncia de trinta anos, os autores concluem que
apesar do uso da ultrassonografia como screening pré-natal, muitas criancas no Brasil,
ainda tem o diagnéstico do RVU, ap6s a ocorréncia da infeccao do trato urinario. O
dano renal pode estar associado a algum grau de refluxo e pode ser inicialmente
diagnosticado em qualquer idade, porém, mais da metade das lesdes, sdo observadas
em refluxo de alto grau (IV e V). A incidéncia da morbidade relatada pelo refluxo nas

criangas tem diminuido significativamente nas tltimas trés décadas*.
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As consequéncias do RVU sao maltiplas, principalmente a infec¢do. O refluxo
nado é ocasionado pela infeccao, mas esta sim, pela estase ureterovesical. O risco é
levar a infeccdo até o parénquima renal causando lesdes graves com cicatrizes no

parénquima denominadas nefropatia do refluxo?.

A infeccdo urindria recidivante é o quadro clinico mais frequente encontrado
em criancas portadoras de refluxo vésico ureteral (90% dos casos). Os outros 10% sdo
criancas nas quais deve-se pesquisar de outra doengas como estenose da JUP e
litiase. A infeccdo urindria é fator freqiiente que leva a descoberta do RVU; estima-se
que 35% de todas as criancas com infecgdo urindria sintomatica apresentam o RVU.
Em criancas assintomaéticas o RVU é diagnosticado em 0,5% a 1% dos pacientes. A
frequéncia com que se diagnostica o0 RVU na crianga varia inversamente com a idade.
O refluxo associado a infeccdo urindria é comum em criangas jovens; foi observado
em 70% de criangas menores de um ano, 25% das menores de quatro anos, 15% das

menores de 12 anos e 5% dos adultos!.

O diagnoéstico do RVU habitualmente é feito com o uso de ultrassom ou
urografia excretora para avaliacdo do trato urindrio alto e uretrocistografia ou

cistografia para avaliar a bexiga, ureteres e uretra.

O tratamento pode ser clinico, endoscépico ou cirargico. O tratamento
endoscépico consiste na injecao submucosa de uma substancia que funcionara como
um agente de preenchimento “bulking agent”, que promovera um alongamento do

trajeto ureteral submucoso, melhorando o mecanismo valvular antirefluxo.

Técnica endoscépica - Por meio de uma agulha endoscépica introduzida
através do cistoscopio, dirigida para o 6stio ureteral, perfura-se a mucosa em sua
porcdo posterior. A seguir injeta-se a substancia em quantidade suficiente para ocluir

a visdo do meato, re-estabelecendo o mecanismo valvular anti-refluxo.
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Figura 1: Técnica de implante endoscépico para tratamento do refluxo vésico ureteral.
(Observar o implante do agente de preenchimento “bulking”, refazendo o mecanismo
valvular anti-refluxo).

O tratamento cirargico estd indicado quando ocorre anomalias orificiais
importantes, quando ha doengas associadas ou quando ndo se controla a infeccao. O
principio de todas as técnicas cirtrgicas é o de recriar um trajeto submucoso mais

longo, para restabelecer um sistema valvular competente.

1.2 A incontinéncia urinaria feminina

A incontinéncia urindria feminina atinge milhdes de mulheres e tem alta
prevaléncia no mundo, chegando a 28% em alguns paises da Europa. A prevaléncia
global da incontinéncia urinéria de esforco feminina varia de 10 a 15% das mulheres

adultas>.

Trata-se, portanto, de um problema de satide publica que afeta a autoestima,

levando ao isolamento social e repercutindo sobre a qualidade de vida das mulheres.

A incontinéncia urindria de esforco (IUE) é a perda involuntdria de urina
resultante de qualquer atividade ou esfor¢o como tossir, espirrar ou até mesmo
sorrir, € uma situacdo bastante comum na populacdo feminina e traz repercussodes
tisicas, psicoldgicas e sociais as mulheres por ela acometidas. Deve-se ao aumento da
pressdo intra-abdominal, que transmitida a bexiga, excede a pressao de fechamento

(coaptagdo) da uretra, ocasionando a perda urinéria®.



19

Histomorfometria e estereologia do gel do biopolimero do melago da cana-de-agticar Rangel AEO

A IUE ocorre por perda do suporte anatomico ao nivel da uretra e da bexiga o
que ocasiona a hipermobilidade uretral, causa mais freqtiente de IUE, atingindo 90%
dos casos. Outra causa menos freqiiente de IUE é a insuficiéncia intrinseca do
esfincter uretral (10% dos casos), devido a perda de coaptacdo da mucosa, decorrente
do baixo nivel estrogénico, na menopausa. Cirurgias prévias para correcdo da IUE,
mielodisplasia e lesdo neuroldgica, também estdo associadas a insuficiéncia

intrinseca do esfincter uretral.

O padrdao ouro para a correcdo da incontinéncia urindria de esforco, é a
cirurgia de Sling suburetral, tanto por hipermobilidade do colo vesical quanto por
insuficiéncia esfincteriana uretral. Entretanto a cirurgia de Sling apresenta um indice
de falha em torno de 5% a 7%?7. Nestes casos uma boa alternativa é a aplicacdo de um
agente de preenchimento (implante) através da injecdo periuretral, por tratar-se de

um procedimento minimamente invasivo com bons indices de cura.

O tratamento endoscépico da incontinéncia urindria por insuficiéncia
esfincteriana é feito com implante de um agente de preenchimento bulking, através de
injecdes peri-uretrais. Utiliza-se uma substancia que fara o preenchimento da
submucosa uretral, produzindo a coaptagdo da uretra, aumentando a resisténcia
uretral e corrigindo a insuficiéncia esfincteriana uretral, e conseguinte a incontinéncia

urinaria de esforco.

Figura 2: Técnica de implante endoscépico para tratamento
da incontinéncia urinaria’. (Observar a coaptacdo da uretra pelo
implante com agente de preenchimento “bulking”).
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As técnicas de injecdo periuretral foram desenvolvidas objetivando simplificar
ainda mais o tratamento da incontinéncia urindria por insuficiéncia esfincteriana
uretral, e diferentes substancias tem sido utilizadas na injecao periuretral com custos
e resultados variaveis. Melhor selecdo, durabilidade e efetividade do tratamento no

longo prazo podem determinar no futuro préximo o agente ideal.

A substancia ideal para funcionar como um agente de preenchimento
(implante expansor), tanto para produzir o mecanismo antirefluxo como no
tratamento do refluxo vesicoureteral, quanto como expansor para a correcdo da
incontinéncia urindria pela coaptagdo uretral, deve ser biocompativel, ndo estimular
reacdo do tipo corpo estranho, ndo causar alergias, ndo ser carcinogénico, nao ser

degradavel, de facil manipulacao, e apresentar relacao custo-beneficio satisfatoria.

Até o presente ndo existe um agente ideal que preencha os requisitos acima
descritos, tanto para o tratamento endoscépico do refluxo vesicoureteral, quanto para

o tratamento da incontinéncia urindria por insuficiéncia esfincteriana uretral®.

Pesquisas com novas substancias, melhor selecdo de pacientes, podem
determinar num futuro proximo o agente ideal com durabilidade e efetividade do

tratamento no longo prazo.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar a resposta histolégica do implante do gel do biopolimero de melago de

cana de agucar injetados na submucosa da bexiga de coelhos.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a resposta inflamatoéria tecidual do hospedeiro ao gel do BCA e
Deflux®, implantados na bexiga de coelhos.

b) Avaliar a biocompatibilidade por meio de técnicas histoquimicas e
imunohistoquimicas do gel do BCA e do dextranémero e acido hialurénico
Deflux®, implantados na bexiga de coelhos;

c) Avaliar a estabilidade por meio de analise histomorfométrica do gel do

BCA e do Deflux®, implantados na bexiga de coelhos.
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3 Literatura

3.1 Materiais

Vérios materiais tém sido utilizados para injecdo periureteral no tratamento
do refluxo vésicoureteral RVU e tratamento da incontinéncia urinaria de esforgo

(IUE) por insuficiéncia esfincteriana uretral.

O polytetrofluoroethylene (Teflon) foi utilizado pela primeira vez por Berg’
em 1973 e popularizado por Politano et all em 1974, com resultados que variaram de

33 a 86% de cura ou melhora.

Autores injetando teflon nos tecidos periuretrais de cadelas e macacas,
encontraram migragdo de particulas para linfonodos pélvicos, pulmao, rim, cérebro e
para o bago!l. Granuloma de teflon foi encontrado no pulmao de um paciente que se
submeteu a trés injecdes de teflon, e, posteriormente, a autdpsia, apés suicidio'?. O
teflon ndo foi aprovado para utilizacdo pelo FDA nos EUA, pela possibilidade de
migracao a distancia.

Pesquisadores injetaram gordura autéloga préxima ao colo vesical, em
pacientes com incontinéncia urindria de esforco, tendo como vantagem a
biodisponibilidade, auséncia de custos e a facil administracdo. Esse procedimento é
realizado por lipoaspiracdo da parede abdominal. Segundos eles referiram excelente
resultado inicial ap6s quatro meses de seguimento, porém mostrou desalento com o
método, pois somente 23% das pacientes encontravam-se continentes ap6és um ano

de segmento (1)'3.

A injecao de gordura autéloga tem sido realizada com resultados que variam
de 42 a 65% de cura ou melhora da incontinéncia urinaria. Porém os resultados no
longo prazo ndo sdo mantidos, devido a reabsorcao da gordura pelo organismo, o
que ocasiona a perda dos beneficios do tratamento inicial. Em um estudo na
Unicamp, trinta mulheres incontinentes, foram divididas em dois grupos. O primeiro

grupo recebeu uma tnica injecdo de gordura autéloga e, o segundo grupo, injegdes a
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cada trés meses. Ap6és um ano de seguimento obtiveram taxa de cura de 64% no

segundo grupo, contra 31% no primeiro”.

Na Escola Paulista de Medicina foi empregado o lisado de colageno bovino,
principalmente em pacientes idosas, naquelas sem condicdes clinico-cirargicas ou
que ndo desejavam ser operadas, e os resultados demonstraram uma melhora na
qualidade de vida com diminui¢do do uso de protetores higiénicos, perdas com
volumes urinarios menores. Os resultados foram decrescendo com o passar do

tempol4.

A injecdo de colageno peri-uretral é uma opgao terapéutica com resultados
entre 82 a 94% de melhora e cura. Porém a reabsorcao do coldgeno tem ocasionado
resultados menos duradouros no seguimento de longo prazo, e conseqiientemente hé

necessidade de novas aplicagdes, elevando o custo do tratamento®.

Mioblastos injetados na uretra e na bexiga de ratas, desencadeam uma menor
reacao inflamatdria e permanéncia superior, comparativamente ao coldgeno bovino.
Estes autores acreditam que injecdes de mioblastos possam aumentar a coaptacdo e a

pressdo do fechamento uretral melhorando a incontinéncia urindria8.

O carbono pirolitico é usado ha muito tempo no meio médico especialmente
em cirurgia cardiaca. Sua apresentacdo para uso injetdvel contém esferas com
aproximadamente 200 a 500pm de didmetro, isso significa que as particulas sdo
suficientemente grandes para ndo serem fagocitadas e também impede sua migracao

a distancia.

Em um estudo prospectivo, foram avaliados 52 pacientes, com incontinéncia
urinaria. Foram divididas em dois grupos. Metade recebeu implantes de carbono
pirolitico Durasphere® e o outro grupo implantes de Contingen® (coldgeno bovino).
Apbs um segmento médio de 2.8 anos, 80% das pacientes com Durasphere® e 62%
das pacientes com Contingen® apresentaram melhora da incontinéncia. No longo
prazo 40% das pacientes implantadas com Durasphere® permaneciam secas, contra

apenas 14% das que receberam o implante do contigen’®.
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Durasphere® foi utilizado em pacientes que apresentaram pielonefrites por
refluxo vesicoureteral, apds transplante renal. Oito pacientes foram tratados com
injecdo subureteral, e destes seis 75% ficaram livres das infec¢des apds um segmento
médio de vinte e quatro meses. Os autores concluiram que o tratamento é seguro,
minimamente invasivo, e pode ser a primeira op¢do de tratamento nestes pacientes
transplantados!”.

O Durasphere® é uma opgdo terapéutica com resultados de melhora e cura, o
implante ndo migra e ndo é fagocitado pelos macréfagos, porém o elevadissimo custo
torna o seu uso proibitivo em pacientes com poucos recursos, ou do sistema publico

de satide.

A aplicacao de microesferas de dextrananomeros, medindo 80 a 120um em
solucao fisiolégica de cloreto de s6dio, e acido hialuronico estabelecido a 1% (DiHA)
foi realizado por autores que advogam que a substadncia ndo é imunogénica. E
biologicamente compativel, pois é produzida pela fermentacdo de bactérias, ndo
sendo observada migracdo. Obtiveram cura objetiva ou melhora em 17 pacientes das

vinte tratadas!8. Apdés varios ensaios clinicos este produto foi colocado

comercialmente no mercado com nome de Deflux®.

O dextranomero e acido hialuroénico Deflux® o mais utilizado no presente,
apresenta resultados de melhora e cura no médio prazo, porém seu custo também é
elevado o que limita o seu uso, principalmente pelos pacientes com menos recursos

financeiros e usudrios do sistema puablico de satde.

Chertin et al'?, publicaram recentemente uma revisao de suas experiéncias, e
uma revisao da literatura, do tratamento endoscépico do refluxo vésicoureteral com
uso de diferentes substancias como agentes de preenchimento “bulking”, nos tltimos
vinte anos. Encontraram resultados semelhantes no tratamento do RVU no curto
prazo, com varias substancias, similar ao sucesso relatado com a cirurgia aberta.
Recentemente, face a notificagdo de alta recorréncia do RVU no longo prazo,
especificamente com uso do Deflux®, os autores indicam a necessidade de futuras

pesquisas com substdncias alternativas. Concluem neste trabalho que infelizmente,

ha uma escassez significativa de evidéncias na literatura em relagdo ao segmento no
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longo prazo dos resultados do tratamento do RVU com varias substancias. Afirmam
que ndo ha duvidas da alta recorréncia com uso do implante do Deflux® e ha
provavelmente a falta de avaliacdo apropriada, considerando a eficacia no longo

prazo de outros materiais/substancias de preenchimento “bulking”1°.

Diferentes substancias tem sido utilizadas na injecdao peri-uretral com custos e
resultados variaveis. Melhor selecdo, durabilidade e efetividade do tratamento no

longo prazo podem determinar no futuro préximo o agente ideal.

3.2 Deflux®

O Deflux® é um gel estéril e altamente viscoso, composto por 50mg de
microesferas de dextrandmero e 15mg de 4cido hialurdnico, ndo animal, estabilizado
em solucdo fisiolégica de cloreto de sédio q.s., constituindo um implante
biocompativel e biodegraddvel para o tratamento do refluxo vésico-ureteral e da
incontinéncia urindria de esfor¢o por insuficiéncia esfincteriana uretral. O acido
hialurdnico estabilizado atua predominantemente como transportador deixando as
microesferas de dextrandmeros no local do implante. Essas sdo gradualmente
envolvidas pelo tecido conjuntivo do hospedeiro. O Deflux® encontra-se disponivel
em seringas contendo ImL do gel. Fabricado pelo Laboratério Q-Med AB,
Seminariegatan em Uppsala Suécia e importado pela Q-Med Brasil, com um custo
aproximado de U$ 1.000,00 (mil délares) por cada ampola de 1ImL do gel. Utiliza-se
pelo menos trés ampolas para cada tratamento do refluxo ureterovesical ou da
incontinéncia urindria de esfor¢o. O Deflux® tem sido utilizado largamente nestes
tratamentos, sendo considerada atualmente a substdncia padrdo-ouro para

implantes!”.19.
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3.3 Biopolimero

Os biopolimeros sao moléculas de alto peso molecular constituidas pela
repeticdo de unidades fundamentais organizadas numa seqtiéncia e produzidas por
varias espécies de sistemas biol6gicos?.

A celulose constitui um dos polimeros mais encontrados na natureza, presente
em 40% a 50% em quase todas as plantas. Outras fontes de celulose em menor
proporcdo, sdo as bactérias, algas marinhas, fibras de frutos, como algodao e
gramineas como bagaco de cana, bambu. Ainda podem existir na forma de celulose

artificial como a viscose e o rayon?!.

A estrutura e as propriedades mecanicas da celulose bacteriana diferem da
ceulose produzida a partir das plantas, apesar de ambas possuirem a mesma
composicdo quimica bésica, caracterizada por ser um polimero constituido de um
grande numero de unidades repetidas constituidas da polimerisacdo da D-glicose
(um agticar simples monosacarideo - hexose). A designagdo D refere-se a posi¢do do
grupo hidroxila (OH) localizada a direita do 4tomo de carbono (C), assimétrico, mais
distante do grupo aldeido (figura 3). Esses polimeros podem ser classificados em
homopolimeros, quando as unidades sdo idénticas, e heteropolimeros quando as

unidades sdo compostas por dois ou mais tipos de mondmeros?2.

OH OH OH
0 0
Ho HO %o

m OH OH

Figura 3: Férmula quimica da celulose??

Quando comparada a celulose extraida das plantas, a celulose bacteriana
possui propriedades mecanicas mais fortes no que diz respeito a resisténcia, melhor
capacidade de retencdo hidrica, tornando possivel molda-la durante a sua sintese,
além da alta biocompatibilidade e cristalinidade. Diferente da primeira, a celulose
bacteriana é altamente pura e livre de componentes biogénicos (lignina, pectina entre

outros). Outra caracteristica importante dos biopolimeros de origem bacteriana é seu
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alto grau de regularidade, estando isento de flutuacdes de ordem climatica ou

sanzonal?3.

Nos altimos anos o interesse pela celulose produzida por via microbiolégica
vem aumentando em virtude das numerosas aplicagdes comerciais desse
biopolimero, como alternativa a fabricacdo de pele artificial, diafragmas actsticos,
membranas de filtros e na cicatrizacdo de feridas?>?4. Na inddustria farmacéutica e
médica, esse material vem sendo testado como substituto de tecidos vasculares,
arcabouco de tecidos cartilaginosos, substrato para cultura de células, curativos
biolégicos para queimaduras e na fabricacdo de proéteses?, substituindo 6rgaos ocos
como: ureter, traqueia, tubo digestivo e ainda na reconstrucao de bainhas de nervos,

substituto da duramater e reparo de hérnias26-32.

Na Asia, a celulose bacteriana em sua forma desintegrada tem sido usada na
alimentacdo, como agente espessante, e na dieta, sob forma de fibras

suplementares®.

A celulose Dbacteriana pode ser descrita como uma membrana
semitransparente, constituida por uma rede de fibrilas de celulose, de dimensdes
nanomeétricas, produzida por bactérias, particularmente as Gram-negativas, cujo

representante mais importante é o Acetobacter xylinus?:34.

Os testes de biocompatibilidade in vivo demonstraram que a celulose
produzida pelo Acetobacter xylinus ndo produziu sinais macroscépicos inflamatérios
nem histolégicos compativeis com inflamacdo cronica e reagdo a corpo estranho.
Observou-se também uma integracao satisfatoria da membrana de celulose ao tecido
hospedeiro3>. Diante dessas caracteristicas favordveis a aplicabilidade em medicina,
passou-se a utilizd-la em inimeras pesquisas na area de engenharia de tecidos, como

arcabouco de proteses vasculares e tecidos cartilaginosos3®.



I[:N
U2\
[N

28

Histomorfometria e estereologia do gel do biopolimero do melago da cana-de-agticar Rangel AEO

I

3.4 Biopolimero da cana-de actcar

Na Estacao Experimental de Cana-de-Actcar de Carpina - UFRPE foi isolado
uma bactéria produtora de polimero a partir do melaco. No Departamento de
Antibitticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) foi classificada como
Zooglea sp, capaz de produzir um exopolissacarideo em meio constituido por melago
de cana-de-actcar, identificado como “Biopolimero da Cana-de-Actcar” (BCA). A
estrutura quimica desse biopolimero é constituida por diferentes monossacarideos:

glicose 87,57%, xilose 8,58%, ribose 1,68%, acido glicurénico 0,83%, manose 0,82%,

arabinose 0,37%, galactose 0,13%, ramnose 0,01 %, fucose 0,01 %?2324.

Coelho et al¥” foram os primeiros a testar na area de satide, o biopolimero da
cana-de-acucar, em seu estado bruto, envolvido em meio de cultura desidratado
(melago da cana-de-agticar) para cicatrizacdo de feridas cutdneas em animais,
demonstrando um aumento do tecido de granulacdo, controle da infeccdo e
diminuicdo do tempo de cicatrizagdo. O biopolimero “in natura”, constituido de
aglcares, forma uma pelicula estavel que, em contato com as secrecdes da ferida,
libera uma quantidade de agticar capaz de aumentar a concentracdo do meio e torna-
lo hiperosmolar. Essa liberacdo se processa de forma gradual, de acordo com a
presenca do exudato da ferida, por conta da estabilidade da membrana, diferente do
que acontece quando se usa agtcar nas feridas infectadas, quando este é rapidamente
diluido em conseqtiéncia da acao higroscopica, o que explica a necessidade de vérias

aplicacdes ao dia para o efeito ser mantido.

Em seu estado de pureza, o biopolimero, apresenta baixa citotoxicidade, boa
biocompatibilidade, elasticidade, resisténcia a tracdo, flexibilidade e ainda pode ser
moldado em diferentes formas, preenchendo assim as condi¢des necessarias para

manufatura de produtos para implantes biol6gicos383.

O grupo de pesquisas interdisciplinar, Biopolimero da Cana-de-Acucar, foi
criado com o objetivo de desenvolver estudos sobre as caracteristicas fisico-quimicas

dessa membrana celuldsica e sua utilizagdao na area de saude.
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Na area de cirurgia experimental no Ntcleo de Cirurgia Experimental (NCE)
da UFPE, as membranas do biopolimero foram utilizadas como remendos em lesdes

de estomago e bexiga induzida em animais#041.

Em 2005 o biopolimero de melago foi identificado como substitutos de
produtos biolégicos com boa tolerabilidade, produzindo pequeno grau de reagao

inflamatdria42.

Em diferentes ensaios foram definidas a aplicacdo experimental do
biopolimero da cana-de-actcar como substituto de enxerto na miringoplastia®3, como
enxerto vascular#4>, no tratamento da incontinéncia urindria através de sling%°,
realizacdo de uretroplastia?’, reconstituicdo de ttnica albuginea*, tratamento do

refluxo vésico-uretral*’ e o curativo apés cirurgia de hipospadia*2.

3.5 Estereologia

Estereologia é um termo utilizado para descrever métodos que permitem o
acesso a informacdes tridimensionais baseadas em estruturas seccionais
bidimensionais nas quais, sdo utilizados, como principios basicos, procedimentos da

geometria e da teoria das probabilidades®.

A  morfometria trabalha com estruturas bidimensionais e determina

comprimentos, perimetros e dreas, enquanto que a esterealogia estima densidades.

Entre as medidas mais empregadas estao densidade volumétrica (VV),
densidade por comprimento (Lv - lenght density), densidade de superficie (Sv) e
densidade numérica (Nv). Todos estes célculos sdo estimados por modelos que
utilizam o conhecimento estatistico, incluindo o tamanho das amostras, a

randomizagdo e a isotropia®.

*Isotropia: Qualidade de algum meio ou material que consiste em terem as mesmas propriedades
fisicas em todas as dire¢des
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O objetivo da amostragem na esterealogia é obter a eficiéncia, ou seja, a maior
quantidade de informagdo estrutural com o menor esforco e baixo custo: “fazer mais

por menos”43.

A natureza da estrutura estudada ndo interfere no método, uma vez que o

método se utiliza da quantificagdo da mesma para descrevé-la e compara-la entre si.

Na estereologia a estrutura a ser quantificada é apresentada sob a forma
bidimensional como uma lamina proveniente de uma amostra de tecido, cortado a
partir de um bloco de parafina ou de uma estrutura anatdmica macroscopica
disposta em cortes sargitais ou longitudinais, realizado por tomoégrafo
computadorizado ou ressonancia nuclear magnética. Essa abordagem produz cortes
de espessura variadas a depender do tamanho da estrutura e do objetivo do estudo.

Os cortes podem variar de centimetros a nandémeros+.

O maior desafio da estereologia consiste na perda da dimensao. Uma estrutura
tridimensional (3D) se torna uma area bidimensional (superficie 2D), que, por sua
vez, se torna uma linha (1D). Esta linha (1D) se transforma em um ponto (0D) e um
nimero de pontos é perdido gerando a perda na dimensao estrutural. Contudo, o
progresso e sofisticacdo dos métodos estatisticos permitiram uma solugdo para esse

problema3051.

A estereologia, quando utilizada para estudo da interagdo implante/prétese-
hospedeiro, permite o estudo quantitativo das seguintes fases: processo inflamatério
agudo, persisténcia deste processo ao longo do tempo processo inflamatério cronico

e, por fim, a degradacdo ou nao da prétese pelo hospedeiro®!.

Modificagdes no  volume (densidade volumétrica) original da
implante/prétese implantada podem prover informagdes sobre a degradacdo da
mesma e o método simples de contagem de pontos permite o acesso a essa

informacao®!.

A densidade por comprimento é utilizada na estereologia para avaliar
quantitativamente a extensdo da angiogénese, o que é muito util ao estudo da

resposta de cicatrizagdo entre o hospedeiro e o implante/protese®’. A densidade
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numérica é a medida utilizada pela estreologia para quantificagdo das células
inflamatdrias em termos de presenca/auséncia e freqtiéncia das mesmas. Este
parametro avalia a natureza da inflamacdo e a integracdo hospedeiro-prétese, tanto

na fase aguda (neutoéfilos e mondcitos) como na fase cronica (macréfagos)>0°1,

A resposta da cicatrizagdo também ativa a migracdo de fibroblastos a
deposicdo colageno e a neoformacdo capilar. A andlise da espessura e qualidade

dessa camada revela a reagdo implante/ prétese-hospedeiro)>0-51.

O estudo estereolégico necessita de linhas testes, pontos e moldura que
compdem um sistema-teste que, usualmente, tem uma linha - comprimento

conhecida (Lt), pontos totais (Pt) e area-teste (At)%0.

Qualquer sistema teste precisa ser superposto a uma imagem e isso pode ser
montado dentro de uma 6tica do microscépio ou pelo desenho em acetato que se
sobreponha ao monitor para receber imagens do video-microscépio. E preciso contar
as linhas e pontos que toquem a estrutura tecidual ou os ntimeros de objetos dentro

da moldura para conseguir informacao suficiente para as formulas estereolégicas0>1.
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4 Método

4.1 Populacao de estudo

A populacdo de estudo foi composta de coelhos adultos da raga (linhagem)
Califérnia com idade média de seis meses, adquiridos de criador particular. Apos
exame clinico médico veterinario, foram colocados em quarentena no biotério no
Ntcleo de Cirurgia Experimental (NCE) da UFPE.

Os coelhos foram mantidos no biotério do NCE, em gaiolas apropriadas,
individuais e conjuntas, permitindo a socializacdo dos animais ocupantes das
diversas estantes, em ambiente climatizado, com temperatura mantida em torno de
23° C, e exaustao for¢cada. Foram alimentados com ragdo apropriada®, e mantidos em
ambiente livre de ruidos e estresse, com foto-periodo de 12 horas, controlado por
temporizador, respeitando-se os ciclos diurnos e noturnos, conforme os principios
que regem o Cédigo de Etica Experimental e as leis de protecio aos animais de
acordo com as normas vigentes no Brasil, e os principios éticos da Experimentagao

Animal elaborado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

4.2 Desenho de estudo

O desenho do estudo enquadrou-se na tipologia de ensaio biolégico ou dos
estudos de intervencdo ou experimentais, que constituem um tipo especial de estudo
de coorte®2, Neste estudo 20 animais foram alocados, mediante randomizacdo, em
dois grupos:

G1: 10 coelhos que receberam implantes na bexiga do Deflux® e do BCA e

foram submetidos a eutandsia precoce, ap6s trés dias apds implante;

* Racdo industrial especial para coelhos marca Labina®
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G2: 10 coelhos que receberam implantes na bexiga do Deflux® e do BCA e

foram submetidos a eutanasia tardia, 90 dias ap6s implante.

4.3 Fluxograma da coleta de dados

MODELO EXPERIMENTAL

Populagao de Estudo

( Coelhos adultos da linhagem

—

L Califérnia
( 20 coelhos )
_ J
P
2 grupos: G1= 10 coelhos
G2= 10 coelhos
_ J

e R
Tamanho da amostra
N Y,
e - R
Randomizacéao

N Y,

e ; . R
Procedimento Cirtrgico

N Y,

( L . N

Eutanasia

N Y,
Leitura das Informacoes

Y,

Analise dos Resultados

(Implantes do gel do Biopolimero da cana-|
de-acticar e do Deflux conforme
L padronizacao )
G1 ap6s 3 dias dos implantes
G2 ap6s 90 dias dos implantes
(& )
~
( Amostras dos implantes submetidas as
Lanélises histomorfomeétrica e estereologica

)

( Software programa:
Image ] versao 1.44
L (NIH, Bethesda - USA)

Figura 4: Fluxograma de coleta de dados
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4.4 Elenco de variaveis

4.4.1 Variaveis independentes

Nome da variavel Definicao / categorizacao

Implante Gel do biopolimero da cana-de-agticar

Deflux® - dextrandmero em acido hialurénico

4.4.2 Variaveis dependentes

Nome da variavel Definicao / categorizacao

Histolégicas Quantitativas

Densidade por volume médio de fibra
visualizada em campo de microscopia com
aumento 10x expressa em percentagem (%)
calculada através da técnica esterealdgica.

Densidade volumétrica do colageno

Quantidade de células gigantes por campo em

Ntmero de células gigantes por campo aumento de 400x.

Quantidade de neovasos por campo em

, aumento de 400x.
Nuamero de neovasos por campo

Histolégicas Qualitativas

Processo caracterizado pela infiltragdo de fibras
de colageno e células inflamatdrias no implante

Incorporagao
potac em toda sua extensao (Sim/Nao).

Processo caracterizado pela formacdo de um
invélucro inflamatério em torno do implante

E laca
ncapsulagdo (Sim/Nao).
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4.5 Procedimentos

O experimento foi executado pelo autor, com o apoio do orientador e do lider
do grupo de pesquisa, e com assisténcia da médica veterindria, no Nucleo de

Cirurgia Experimental da UFPE, no periodo de abril a setembro de 2010.

4.5.1 Preparo do material empregado no estudo

O gel do biopolimero da cana-de acgticar foi desenvolvido e produzido pelo
Grupo de Pesquisa Biopolimero da cana-de-agticar no Laboratério de Biopolimeros
da Universidade Federal Rural de Pernambuco. O gel foi processado a partir de um
exopolissacarideo, obtido por sintese a partir de melaco de cana-de-actcar através de
um processo de fermentacao pela bactéria Zooglea SP. Apds tratamento e hidratagao

do exopolissacarideo, o gel foi obtido, analisado e disponibilizado para pesquisas.

O gel é apresentado em seringas plasticas de ImL e 5 mL, estas seringas foram
devidamente acondicionadas em envelopes grau cirurgico, que foram selados e

esterilizadas por irradiacdo gama.

O gel do Deflux® foi adquirido do representante comercial da Q-MED no

Brasil. O gel do Deflux®, vem acondicionado em seringa estéril em envelope lacrado.
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Figura 5: Apresentagdo do Set de BCA “A” e
do gel do Deflux® “B”, nas respectivas
embalagens.

Figura 6: Seringas com gel de BCA “A”,
com gel Deflux® “B”.
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4.5.2 Procedimento anestésico

O procedimento anestésico foi realizado pela médica veterindria do NCE 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 utilizado 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 solugdo por 100g de peso
corporal do animal52. Durante o procedimento cirtirgico-anestésico, foi administrado
oxigénio (0,5ml/minuto) através de madscara. Esse procedimento permitiu uma
anestesia satisfatéria para o tempo cirtrgico necessario. No pds-operatério, como

analgesia foi utilizado dipirona sédica, trés gotas por via oral.

4.5.3 Procedimento cirtrgico

Apbs a administracdo da anestesia e a tricotomia da regido abdominal, os
animais foram levados a sala de cirurgia, e devidamente posicionados na mesa
operatdria, com fixagdo dos membros com fita cardiaca e colocagdo de mascara de
oxigénio. Em seguida realizou-se a antissepsia com polivinilpirrolidona e aposi¢ao

dos campos cirtirgicos. Em todos os animais repetiu-se os mesmos procedimentos.

Procedeu-se a incisdio abdominal mediana longitudinal, com
aproximadamente 10 centimetros de comprimento, observando-se os planos
anatomicos, realizou-se a abertura da cavidade abdominal.

Foi realizado o procedimento de exteriorizacdo da bexiga com observacdo de
sua anatomia e identificado o vaso do plexo venoso central que faz o delineamento
anatomico virtual da bexiga em dois segmentos, direito e esquerdo, desse modo,
facilitando bastante a localizacdo topogréfica para a realizacdo sistematizada dos

implantes na bexiga.
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Figura 7: Posicionamento do animal na
mesa cirdrgica e do cirurgido durante o
procedimento.

Figura 8: Estudo Andtomotopografico da
Bexiga para definicdo dos locais dos
implantes
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Figura 9: Realizacdo do implante na
bexiga do coelho. Observar uma dilatagdo
(formagdo de uma papula) na extremidade da
agulha

4.5.4 Padronizacao dos locais dos implantes na bexiga

Para sistematizar a realizacao dos implantes, e facilitar a sua localizac¢do, por
ocasido da eutandsia, e ainda, para ndao haver confusao ou troca de amostras.
Tomando-se como referéncia o plexo venoso central (linha vermelha do diagrama,
£ig.10), que divide anatomicamente a bexiga em duas partes iguais, ficou estabelecido
que os implantes do gel do biopolimero da cana-de-agticar seriam feitos no lado
esquerdo da bexiga, (circulos amarelos a esquerda, no diagrama), e que os implantes do
Deflux® seriam feitos do lado direito da bexiga (circulos amarelos a direita no

diagrama).

Ficou sistematizado que os implantes seriam colocados paralelamente, e no

sentido longitudinal, ao plexo venoso central da bexiga, sendo colocados pontos com
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fios de prolene 4-0, como marcadores, entre os implantes, e nos extremos de uma

linha imagindaria passando pelos mesmos, paralela ao plexo venoso central.

Deste modo, cada coelho recebeu um total de quatro implantes, dois do
biopolimero a esquerda, e dois do Deflux® a direita. Assim, cada coelho tornou-se
controle dele préprio, haja vista, que o mesmo coelho, recebeu implantes como (caso

estudo), do biopolimero (BCA), e recebeu implantes do Deflux® como (caso controle),

dele préprio.

.Q.
.O.

o

A B

Figura 10: Diagrama com a padronizacdo dos locais dos
implantes na bexiga o diagrama mostra um esquema da face
anterior da bexiga de coelho, que apresenta o plexo venoso
central (linha vermelha). Sdo mostrados os implantes (circulos
amarelos) de biopolimero da cana-de-agticar (a esquerda do
plexo) A, e Deflux® (a direita do plexo) B. Os pontos negros
representam segmentos de fios de sutura, deixados como
marcadores definindo a posi¢do dos implantes.
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Figura 11: Foto implante com pontos
marcadores na bexiga

4.5.5 Eutanasia

A eutanasia do grupo G1, ocorreu trés dias ap6s a realizacao dos implantes do
gel do BCA e do Deflux® nas bexigas dos coelhos, grupo de eutandsia precoce (GEP),
e no grupo G2, ocorreu ap6s 90 dias ap6s a realizagdo dos implantes do gel do BCA e

do Deflux® nas bexigas, grupo de eutanasia tardia (GET).

Os animais foram anestesiados, segundo o mesmo protocolo, descrito no
procedimento anestésico, e, posteriormente, foi administrado por via intracardiaca,

dose letal de Thiopentax® s6dico™.

* Thiopentax, Laboratério Cristalia-BR
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4.5.6 Preparo do material para histologia

Ap6és a eutandsia dos animais e remocdo da bexiga, um quadrado de tecido,
medindo aproximadamente 1 x lcm, interessando todos os planos da paraede da
bexiga, foi recortado para cada um dos implantes. De um grupo controle com
animais com idade e peso semelhantes aos animais implantados, foi coletado

amostras do tecido da bexiga em semelhanca aos obtidos dos grupos experimentais.

As amostras foram aplicadas sobre um papel e fixadas em formaldeido a 5%
tamponado com 1% de glicerina. Apods a fixagao as amostras foram clivadas no meio
de modo a dividir a drea do implante em duas metades iguais. Cada uma dessas
metades foi incluida em parafina com a face clivada voltada para baixo mostrando
toda extensdo da parede da bexiga, do urotélio a serosa. Foram confeccionadas
laminas e coradas pelas técnicas de Hematoxilina-eosina, tricromico de Masson e

Picro-Sirius para estudo histolégico

4.6 Estudo histomorfométrico

Os estudos histomorfométrico e estereoldgico foram realizados na Unidade de
Pesquisa Urogenital, no Departamento de Anatomia da Poés-Graduagdo em
Fisiopatologia e Ciéncias Cirtrgicas da Universidade Estadual do Rio de Janeiro -

UER].
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4.7 Técnicas histolégicas

Os blocos de parafina contendo fragmentos de bexiga foram seccionados em
cortes com a espessura de 5 pm, os quais foram corados por técnicas para estudo
histoquimico e imunohistoquimico. Fotografias digitais foram obtidas a partir desses
cortes utilizando uma cdmara fotografica (DP71, Olympus, Téquio, Japao) acoplada a
um microscépio de luz (BX51, 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 andlise.

4.7.1 Histoquimica

Foram utilizadas técnicas de coloragdo: (a) Hematoxilina e Eosina (HE) para
evidenciar infiltrados celulares e vasos sanguineos; (b) Resorcina-fucsina de Weigert
com prévia oxidagdo com oxona para estudar fibras elasticas; e (c) Tricromico de

Masson e Picro Sirius para avaliar o colageno.

4.7.2 Imunohistoquimica

Células de miusculo liso foram caracterizadas utilizando-se a técnica de
Avidina Biotina e o anti-corpo monoclonal anti-alfa actina (Zymed Laboratories, 08-
0106 predilute antibody, Carlsbad, CA, USA). Para a obtencao de controles negativos,
o anticorpo primadrio foi substituido por PBS. A revelacao da imunomarcacao foi feita
com solucdo de 3,3-diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) (Zymed Laboratoérios,
002014) a 0,1% em H2O2. Os cortes foram entdo lavados em &gua destilada,
desidratados em uma série crescente de etanol, diafanizados em xilol, e montados

com Ethelan.
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4.8 Estudo esterealégico

A estereologia foi utilizada para estudo da interacdo implante/hospedeiro,
permitindo o estudo quantitativo das fases do processo inflamatério agudo,
persisténcia deste processo ao longo do tempo (processo inflamatério croénico) e, por
fim, a incorporagao ou ndo dos implantes pelo hospedeiro.

As modificagdes no volume (densidade volumétrica) original dos implantes
do biopolimero BCA e do Deflux® nos dara informacgdes sobre a degradacdo ou nao,
dos mesmos, ao longo do tempo. Sera feito estudo comparativo no futuro, do grupo

G2 (com trés meses de implante) com o grupo G3 (ap6s um ano dos implantes).

Qualquer sistema teste precisa ser superposto a uma imagem e isso pode ser
montado dentro de uma 6tica do microscépio ou pelo desenho em acetato que se
sobreponhe ao monitor para receber imagens do video-microscépio. E preciso contar
as linhas e pontos que toquem a estrutura tecidual ou os nimeros de objetos dentro

da moldura para consegui informagdo suficiente para as férmulas estereal6gicas*50.

A figura 3 mostra um classico sistema-teste chamado “multipurpose” ou M-

42.

Figura 12: Sistema de testes M-42.
Este sistema tem 21 linhas curtas
com tamanho conhecido (d) e dois
pontos-teste em cada extremidade
(Pp 42 pontos no total)*
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A densidade por comprimento foi utilizada na esterealogia para avaliar
quantitativamente a extensdo da angiogénese, o que serd muito atil ao estudo da
resposta de cicatrizagdo entre o hospedeiro e os implantes do biopolimero BCA e do
Deflux® e compara-los ao longo do tempo apds trés meses e um ano da realizacdo
dos implantes.

A densidade numérica foi utilizada na esterealogia para quantificacdo das
células inflamatdrias em termos de presenga/auséncia e frequéncia das mesmas. Este
parametro foi usado para estabelecer uma comparagao da natureza da inflamacdo e a
integracdo implante-hospedeiro, tanto na fase aguda neutréfilos e mondcitos, como
na fase cronica, macréfagos.

A andlise esterealogica foi utilizada para avaliar a resposta a cicatrizacado ativa,
a deposicdo de fibroblastos, coldgeno e capilares. A andlise da espessura e qualidade
dessa camada revelando a reacdo implante/hospedeiro (banco de dados para futura

comparagao com grupo G3, apdés um ano dos implantes).

4.9 Densidade vascular

A quantificagdo dos vasos foi feita em imagens digitais de cortes corados pelo
HE e observados com aumento de 200X. Apds carregar a imagem no programa
Image] versdao 1.44 (NIH, Bethesda, USA), uma regido contigua do implante foi
manualmente delimitada e sua area foi medida. Quando o implante ocupava todo o
campo, a drea da imagem era utilizada. Em seguida, o namero de vasos dentro dessa
regido foi contado usando o plugin "Cell Counter" do Image]. O resultado final foi
entdo expresso como densidade, ou seja, nimero de vasos por unidade de area,
milimetros quadrados. Cinco regides aleatérias e de tamanho semelhante foram

analisadas por corte, e cinco cortes foram examinados por animal.
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4.10 Aspectos éticos

Esta pesquisa obedeceu aos principios que regem o Coédigo de FEtica
Experimental e as leis de protecdo aos animais de acordo com as normas vigentes no
Brasil, especialmente a Lei 9.605 - art. 32 e o Decreto n° 3.179 - Art. 17 de
21/09/1999, que trata da questdo e normas para préatica cientifica de vivissegdo de
animais, e o principios éticos da Experimentacdo Animal elaborado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Esta pesquisa foi aprovada em 22/10/2008 pela Comissio de Ftica em
Experimentacao Animal do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal

de Pernambuco (CEEA-UFPE) processo n° 23076. 012767 / 2008-69 (anexo 2).
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5 Resultados

Tabela 1. Avaliacado histologica preliminar dos implantes corados em Hematoxilina-Eosina
(HE) no grupo G1, 3 dias ap6s implante de Biopolimero da cana-de-acticar e Deflux®.

Grupo G1 Imagem amorfa Invasao celular
Biopolimero Sim Nao
Deflux® Sim Nao

Figura 13: Corte histologico de por¢do da bexiga na drea sem implante, corada
por hematoxilina-eosina (HE) no grupo Gl trés dias apés implante, para
mostrar as camadas da parede da bexiga. Observa-se: (A) camada muscular,
(B) submucosa, (C) mucosa, (D) luz da bexiga
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Figura 14: Biopolimero de cana-de-agtcar (A) trés dias apés o
implante, corado em Hematoxilina-Eosina. Observar o aspecto
amorfo do implante, e nitido contorno entre o tecido e o
material implantado (B) Aumento 400X.

Figura 15: Biopolimero de cana-de-actcar (A) trés dias apds o
implante, corado em Alpha-Actina. Observar nitido contorno entre
o tecido e o material implantado (B) Aumento 200X.
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Figura 16: Deflux® (A) trés dias apdés o implante, corado em
Hematoxilina-Eosina. Observar em maior aumento 400X o nitido
contorno entre o tecido e o material implantado (B).

Tabela 2. Avaliagdo histolégica dos implantes corados em Hematoxilina-Eosina (HE) no
grupo G2, 90 dias apds implante de Biopolimero da cana-de-acucar) e (Deflux®).

Grupo G2 Matriz celular Neoformacao vascular

Biopolimero Sim Sim

Deflux® Nao Nao
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Figura 17 Biopolimero de cana-de-acticar trés meses apds o implante, corado em
Hematoxilina-Eosina. Observar invasao de células e vasos. Aumento 200 X

Figura 18 Biopolimero de cana-de-agtcar trés meses apds o implante, corado em
Hematoxilina-Eosina. Observar o arranjo histolégico com invasao de células e
vasos. Integracdo ao hospedeiro. Aumento 200 X
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Tabela 3. Avaliacdo histolégica dos implantes corados pela técnica de Resorcina-fucsina de
Weigert no grupo G 2, 90 dias ap6s implante de Biopolimero da cana-de-agticar e Deflux®.

Grupo G2 Presenca de fibras elasticas
Biopolimero Nao
Deflux® Nao

Figura 19: Deflux® (D) trés meses ap6s o implante, corado em Alpha-Actina.Observar
auséncia de células e vasos nos implantes e dispersdao da massa polimérica em nticleos
amorfos em forma de ilhas, entrecortada por tecido mesenquimal. Aumento 200X.
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Tabela 4. Avaliacdo histolégica dos implantes corados pelas técnicas histologicas de
Tricromico de Masson e Picro Sirius no grupo G 2, 90 dias ap6s implante de Biopolimero da
cana-de-acgtcar e Deflux®.

Grupo G2 Presenca de coldgeno
Biopolimero Sim
Deflux® Nao
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Figura 20: Biopolimero de Cana-de-Agtcar (B) trés meses apds o implante, corado em
Masson. Observar invasao de células, coldgeno e vasos. Aumento 200X.
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Tabela 5. Avaliacdo da reacdo de contengdo dos implantes corados pela técnica histolégica

de Hematoxilina-Eosina (HE) e segundo o grupo G 2, 90 dias ap6s implante de Biopolimero
da cana-de-acticar e Deflux®.

Grupo G2 Encapsulamento (fibrose)
Biopolimero Nao
Deflux® Sim

s %o A,

Figura 21: Implante do Deflux® (D) ap6s trés meses, corado em Masson.
Observar organizacdo estrutural homogénea, nao apresentando infiltrado
de células, vasos ou matriz extracelular e isolado por uma cépsula fibrosa.
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6 Discussao

A anélise histologica das laminas coradas em HE do grupo G1 (ap6s trés dias
dos implantes) revela uma imagem amorfa semelhante, tanto para os implantes do

gel do biopolimero da cana-de-agticar como para os implantes do Deflux®.

O grupo G2 (ap0s trés meses dos implantes), mostrou um arranjo histolégico
muito diferente entre os dois materiais. No caso dos implantes do gel do biopolimero
da cana-de-agtcar, toda a estrutura foi invadida por células e vasos, 0 mesmo ndo
ocorre nos implantes do gel do Deflux® que se apresentou isolado por uma capsula

fibrosa.

O Deflux® no G2 (trés meses dos implantes) permanece praticamente
inalterado, consistindo de um material com organizacdo estrutural homogénea e

apresentando pouco ou nenhum infiltrado de células, vasos, e matriz extracelular.

A andlise das imagens dos implantes do Deflux® mostradas nas figuras 19 e 22
mostra a dispersdao da massa polimérica com ntcleos amorfos em forma de ilhas,
entrecortadas por tecido mesenquimal com vasos e células. Ocorre uma expansao. A
funcdo de agente de preenchimento “bulking” é funcdo decorrente da permanéncia

no local do material aplicado ou de expansao.

Os dois materias estudados pela técnica histoquimica de Weigert, especifica
para corar fibras elasticas, os resultados foram negativos. Pode-se assim dizer que
ndo foi detectada a presenca de fibras elasticas nos implantes do biopolimero da

cana-de-agtcar, e nos implantes de Deflux®.

A analise histolégica observa-se que os implantes do Deflux® no G2 (trés
meses de implante) permaneceram praticamente inalterados consistindo de um
material com organizacdo estrutural homogénea e apresentando pouco ou nenhum
infiltrado de células, vasos, e matriz extracelular caracterizando um material
essencialmente inerte, sendo assim eficiente como um agente de preenchimento
"bulking agent". Consequentemente ndo hé varidveis no implante de Deflux que

permitisse avaliar e quantificar, com vistas a comparé-las com o biopolimero da
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cana-de-agtcar. Por esse motivo, a investigagdo foi direcionando para a andlise das
alteracOes qualitativas e quantitativas que ocorreram no biopolimero durante sua
integracdo no tecido. A identificagdo segura dos componentes teciduais dentro do
implante, a neoformacdo vascular com os marcadores de endotélio, é portanto,
fundamental. Com esse tipo de anédlise é possivel determinar se o biopolimero da
cana-de-acticar é de fato adequado como um agente de preenchimento "bulking
agent".

Nessa avaliacdo temporal do biopolimero, foi importante um "time point"
inicial, que foi constituido pelo grupo G1 (3 dias de implante), assim pode-se
identificar como foi a conformacao original do material. Por outro lado, observou-se
que no grupo G2 (3 meses de implante), que o biopolimero sofre uma integragdo no
tecido, mas nao se sabe, se isso representa um estégio estavel, ou se é apenas um
“instantaneo” de um processo que ira continuar. Para responder a esta pergunta, foi
constituido um grupo com um ano de implante (G3), que esclarecera essa questdo,
mostrando o comportamento dessas alteragdes ao longo do tempo.

Em experimento anterior, realizado pelo Grupo de Pesquisas - Biopolimero da
cana-de-acticar Departamento de Cirurgia da UFPE, com implante do gel do
biopolimero no tecido celular subcutaneo do rato, e em diferentes areas, nao ocorreu
reducdo de volume do implante, apds a sua aplicacdo, mesmo ocorrendo substituicao
por tecido mesenquimatoso. J& no controle com implante contra lateral de gordura
autdéloga, implantado no mesmo animal (rato) e no mesmo momento, o material
(gordura) foi reabsorvido. Nesse ensaio observamos a preservacao do volume de
biopolimero da cana-de-acticar injetado no tecido celular subcutaneo, mesmo

ocorrendo processos de biotransformagao e remodelacao*.
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Figura 22: Um ano ap6s o implante subfacial em abdome de rato do gel do biopolimero
da cana-de acticar (Cellulosic Exopolysaccharida) “CE”, e de gordura “Adipous
Tissue”. Observar a redugdo do volume do implante de gordura em comparagdo ao
implante do biopolimero da cana-de-agticar®.

Pela experiéncia acima relatada e pela revisdo da literatura, os implantes de
gordura autdloga sdo reabsorvidos e ndo funcionam no longo prazo, tem-se entao, a

perspectiva do biopolimero da cana-de-actcar®.

A injecdo de colageno peri-uretral é uma boa opcdo terapéutica com
resultados entre 82 a 94% de melhora e cura. Porém a reabsorcao do colageno tem
ocasionado resultados menos duradouros no seguimento de longo prazo, e
conseqiientemente ha necessidade de novas aplicacdes, elevando o custo e a

morbidade do tratamento?®.

Em 2010 foi concluida uma revisao da literatura dos ultimos vinte anos, com
uso dos diferentes substancias utilizadas com agentes de preenchimento “bulking
agent”, no tratamento do refluxo vésico-ureteral (RVU)!. Os autores revisaram sua
propria experiéncia e da literatura, e observaram que os resultados foram
semelhantes tanto tratamento endoscépico quanto na cirurgia aberta no curto prazo.
Recentemente, face a notificacdo da alta recorréncia do RVU, especialmente com o
uso do Deflux®, faz-se necessdrio a pesquisa de substancias alternativas como
agentes de preenchimento. Infelizmente ndo existem evidencias na literatura com

seguimento de longo prazo apods a correcao do RVU com varias substancias. A alta
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recorréncia do RVU com uso do Deflux®, se deve provavelmente a falta de avaliacao
a respeito da eficacia de outros agentes de preenchimento no longo prazo. Este fato
demanda estudos de longo prazo, além de protocolos de seguimento de tratamentos
endoscopicos do RVU e um correto aconselhamento dos familiares a respeito da
correcao endoscopical®.

A opgdo de comparar o implante do biopolimero da cana-de-agticar (BAC),
produzido pela fermentacdo do melaco da cana pela bactéria Zooglea sp com o
Deflux®, porque Deflux® é o produto mais utilizado no presente como “bulking
agent” no tratamento do refluxo vésico ureteral e incontinéncia urinaria de esforco. O
Deflux® segundo Stenberg et al'® é biologicamente compativel e nao é imunogénico,
pois é composto por microesferas de dextrananomeros medindo de 80 a 120um em
solugdo de acido hialurénico produzido por bactérias. O acido hialuroénico é um
biopolimero formado pelo dcido glucurénico e a N-acetilglicosamina, uma substancia
presente no organismo de todos os animais, e encontra-se em todos os 6rgdos do
nosso corpo, em diferentes proporcdes, sendo que a pele contém 56 % do total. No
Nnosso organismo, esta substancia é responsavel pelo volume da pele, forma dos olhos
e lubrificacdo das articulacdes, sendo normalmente produzido e degradado’8. O
biopolimero da cana-de-actcar contém naturalmente em sua composicao &acido
glicuronico?. Como método terapéutico, pode ser obtido a partir de animais ou a
partir da fermentacdo de bactérias. Este ultimo tem grandes vantagens, uma vez que
permite a sua producdo em escala industrial e, por ndo possuir proteinas animais,
ndo provoca reacoes alérgicas, sendo muito utilizado como agente de preenchimento
em procedimentos estéticos para a eliminagdo de rugas e no preenchimento dos
labios pelos esteticistas e cirurgides plasticos.

A anélise do processo de encapsulamento, caracterizado pela formacdo de um
involucro inflamatério com fibroblastos em torno dos implantes, observou-se uma
reacdo mais intensa com deposicao de uma maior quantidade de fibroblastos no
entorno dos implantes do Deflux®, evidenciando um processo de maior encapsulagao
destes implantes. Ao contrario, no entorno dos implantes do gel do biopolimero da

cana-de-agtcar (BAC), observa-se uma reacdo menos intensa com menor migracao de
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fibroblastos  (fibrose). Tal fato parece sugerir uma maior integragdo

implante/hospedeiro.

Observou-se até o presente que no processo de remodelacdo por que passou
os implantes do gel do biopolimero (BCA), apds trés meses, a presenga de matriz
celular e neoformacao vascular, o que sugere uma melhor integragao e incorporacao
do implante ao hospedeiro. Acredita-se que tal fato, ird contribuir para uma melhor
estabilizacio do implante, no sitio de aplicacio do gel, diminuindo
consideravelmente o risco de migracdo ou embolia para outros 6rgaos. Entretanto,
tem-se na realidade uma “fotografia”, um “instantdneo” apds os trés meses do
implante. Se esse processo continuar, e se houver a formacdo de um tecido de
substituicao no local implantado, mantendo o seu volume, estaremos entdo, frente a
uma substincia ideal com a funcdo de preenchimento, de “bulkig agent” estdvel,

procurada pelos pesquisadores.

Manhes em 1966 na Franca, apresentava os “Novos conceitos da Biocirurgia” e
postulava: “Devemos abandonar as concepgdes simplesmente anatdmicas e
mecanicas das cirurgias, vez que trabalhamos com tecidos vivos, que obedecem a

suas proprias leis de cicatrizacdo e reconstituicdo”>°.

Segundo este autor, “A biocirurgia agrega os conhecimentos da cirurgia
classica, ao reforco tecidual induzido por bio-materiais, que obedecem principios de
respeito a engenharia tecidual com solucdes proprias que estimulam e canalizam as
reagdes do organismo, onde elas sdo necessérias, sem pontos de fixagdo diminuindo a

necrose e infec¢ao, com resultados anatdomicos e funcionais imediatos” .

O biomaterial ideal, para um implante, segundo os principios da engenharia
tecidual, deveria apds reacdes de remodelagdo, que ocorrem no organismo
hospedeiro, induzir a formacdo um novo tecido com matriz -celular,
neovascularizacdo estabilizando-se no local implantado. Nesse sentido, o gel do

biopolimero da cana-de-agticar parece seguir este principio.

Espera-se que, assim como nos experimentos anteriores realizados, os

resultados desta pesquisa sejam semelhantes, ou seja, que o gel do biopolimero da
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cana-de-agticar permaneca no local do implante, mantendo o seu volume original,
ocupando um espago como agente de preenchimento apesar dos processos de

remodelacao e biotransformagao ocorridos.

Caso esta hipdtese se comprove, espera-se que em um futuro, se possa
desenvolver novas pesquisas e ensaios clinicos visando a producdo de um produto
nacional de baixo custo, portanto acessivel a populacao de baixa renda e do Sistema
tnico de satide SUS para tratamento do refluxo vésico ureteral e da incontinéncia

urinaria de esforco.

Pesquisas translacionais podem ser desenvolvidas no futuro que esta préximo
a acontecer, com o gel do biopolimero da cana-de-actcar, acrescido de nutrientes
especificos, como meio de cultura para células tronco, visando nao apenas a funcao
de agente de preenchimento “bulking”, como também o implante de células
cultivadas em laboratério, para correcdo de defeitos sitio especificos, de vdrias

doencas em pesquisas experimentais in vitro e in vivo que estdo acontecendo.
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7 Conclusoes

Nas condi¢des de desenvolvimento dos experimentos a biocompatibilidade do
gel do biopolimero de melago da cana-de-actcar (BCA) foi comparada com a do

Deflux®, implantados na bexiga de coelhos pode-se constatar que:

A) O gel do bipolimero de melago da cana-de-agticar apresentou infiltrado
inflamatorio e foi bem colonizado por matriz celular e vasos sanguineos,
enquanto que o Deflux® encontrou-se fragmentado livres de células e
vasos sanguineos;

B) O gel do biopolimero do melaco da cana-de-agtcar, trés meses apds o
implante como agente modelador, apresentou BCA biocompatibilidade
com bio integracao ao tecido do hospedeiro demonstrado por celularidade
e neoformacao vascular;

C) O gel do biopolimero do melaco da cana-de-actcar e o gel de Deflux®
injetados na submucosa da bexiga de coelhos apresentou boa estabilidade
permanecendo no local ap6s o implante, caracterizando-se como agentes

modeladores, “bulking agents”.
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Anexos
Anexo 1: Protocolo para uso de animais experimentais

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Bioldgicas

Av. Prof. Nelson Chaves, S/N 50670-420 / Recife - PE - Brasil Fones: 55 (81) 2126/ 8840/2126 8351
Fax: (55 81) 2126 8350 www.Ccb.Ufpe.Br

Protocolo para uso de animais experimentais

Titulo: Implante do gel do biopolimero da cana-de-aciicar em bexiga de coelhos: analise

histomorfométrica e estereoldgica.

1.1. Projeto Definitivo (X) Piloto ( )

1.2. Periodo previsto para utilizacao dos animais:
Inicio 04/08/2008 Término22/12/2008

2. Finalidade: ( ) Ensino (X) Pesquisa

3. Responsavel:

Nome: Artur Eduardo de Oliveira Rangel - 01

Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade de Pernambuco - FCM/UPE. Departamento:
Materno Infantil - Fone: (81) 3427.3911, Residéncia: 3222.8111
Cel: 9964.6135 - email: artureor@yahoo.com.br

4. Colaboradores: Salvador Vilar Corréa Lima - 02
Jose Lamartine de Andrade Aguiar - 03

5. Qualificacdo da Equipe: (Especificar a experiéncia prévia e o treinamento dos membros
da equipe com os animais)

01: Professor Assistente da UPE, Mestre em Medicina - FCM / UPE, 1996.
Experiéncia prévia: Implante do gel do biopolimero em bexigas de caes e ratos.

02: Professor Adjunto da UFPE, Doutor em Medicina, com extensa experiéncia em
cirurgia experimental com animais.

03: Professor Adjunto da UFPE, Doutor em Medicina, Lider do Grupo de Pesquisas com
Biopolimero da cana de agtcar, com extensa experiéncia com cirurgia experimental
com animais.

5.1. Existe acompanhamento de técnico especializado? (X) SIM () NAO
Nome: Dra. Adriana Ferreira Cruz

Qualificagdo: Médica Veterindria com Residéncia em Cirurgia de Pequenos Animais.
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6. Informacdes sobre a origem do animal: Biotério (X)
Especificar:

Animal silvestre*( ) Exético () Outros (X)
*Anexar solicitacdao de autorizacdo ao IBAMA.

Outro: Especificar: Animais adquiridos em criadouro sob vigilancia sanitaria e por
solicitacdo escrita da Médica Veterinaria responsavel pelo projeto.

7 Descrigao dos animais:

() Camundongo () Rato () Cobaia ( ) Hamster () Coelho (X) Cdo () Gato

() Gerbil () Primata ndo humano .

Se for trabalhar com mais de um tipo de animal colocar em anexo o que se refere a idade e sexo.

Outro (especificar): ndo se aplica

Linhagem: Raca Califérnia

Se houver mais de um tipo de animal descrever em anexo. (ndo se aplica)
Sexo: (X) M (X) F  Idade: adulto jovem (120 dias) Peso: entre 2,0 e 2,5 Kg

7.1.1 Padrao sanitario (especificar os controles sanitarios de manutengdo dos animais no
biotério)

e Animais ingressos sdo considerados sadios, apés exame clinico e laboratorial, atestado pela
médica veterindria responsavel.

e Biotério de alvenaria, paredes revestidas de azulejo e piso de epdxi.

e Animais mantidos em confinamento em gaiolas dispostas em estantes.

e Limpeza periédica de paredes, piso, estantes e gaiolas.

¢ Remocao periédica dos residuos dos animais e desinfecgdo das superficies.

7.1.2 Climatizacdao, fotoperiodo, exaustdo de ar, posicdo da gaiola na estante.

e Temperatura mantida em torno de 25° C, por 12 horas diurnas.

e Exaustdo forcada mantida por 12 horas noturnas.

e Foto-periodo de 12 horas controlado por temporizador.

e Gaiolas localizadas nas trés posiches da estante, permitindo a socializagdo dos animais
ocupantes das diversas estantes.

7.1.3 Tipo de alimentagdo: (X) ragdo industrial da marca Purina/ Coelhos ®
() suplementacdo () dieta especifica

Especificar: dieta esteatogénica (hiperlipidica).

7.1.4 Qualidade da dgua: () filtrada ( ) autoclavada () clorada ()Compesa (X) Mineral
() Poco

7.1.5 Tipo da cama: ( ) esterilizada () ndo esterilizada papel ( ) maravalha () outros (X)

8 Existe planejamento estatistico para a definicdo do niimero de animais?
(X) SIM () NAO
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8.1 N° de grupo experimental : 2

8.1.2 N° de animais por grupo experimental: 3 + 12 N° de animais previsto no projeto: 15
8.1.3 N° de animais por gaiola: 1 Tipo e tamanho de gaiola: GTGC - 120 Beiramar ®

9 Informagdes sobre os procedimentos experimentais do projeto de pesquisa ou da aula:

9.1 Serd usado algum tipo de contencdo no animal. () SIM (X) NAO
Qual? Justifique. (ndo se aplica)

9.2 Serao usadas drogas analgésicas e/ ou anestésicas? (X) SIM () NAO

9.2.1 Droga(s): Ketamina 50mg - Xilazina 2% (20mg) - Atropina 0,25% (0,44mg/Kg por
via IM) - Dipirona Sédica 3 gotas no pés-operatorio, se necessario.

9.2.2 Dosagem: Drogas Anestésicas: 1 ml de Ketamina 50mg + 1ml de Xilazina a 2%
(0,2ml da mistura / 100g de coelho).
Drogas pré-anestésicas: Atropina 0,25% (0,44mg/Kg por via IM).
Drogas analgésicas: Dipirona Sédica 3 gotas V.O. diariamente, se
necessario.

9.2.3 Via de administragdo: As drogas pré-anestésicas e anestésicas serdo feitas por via
Intramuscular (IM). A droga analgésica, se necessario, sera feita por via oral (V.O).

9.2.4 Volume: Sera utilizada a férmula: Peso x dose / 100 = dose em ml da mistura anestésica.
9.3 Envolvera dor nos animais? () SIM (X) NAO

Em qualquer condigdo, justifique a resposta, e faga uma breve descrigdo de como sera
avaliada a presenca de dor durante o periodo de experimentagao.

Os procedimentos propostos, sob anestesia geral, sdo executados correntemente em humanos.

Sdo aprovados pelas comissoes de ética de todos os hospitais e previstos nas tabelas de procedimentos
médicos, como procedimento indolor quando realizado sob sedacdo ou anestesia geral. Neste
experimento os procedimentos que foram propostos aos animais, ha muitos anos foram aprovados em
humanos. O implante de substancias na sub-mucosa da bexiga e da uretra sao utilizados em humanos
para o tratamento do refluxo vésico ureteral e da incontinéncia urindria na insuficiéncia esfincteriana
uretral.

Os animais, durante o periodo de manutencdo em cativeiro, ndo serdo submetidos a qualquer
manipulagdo dolorosa.

Durante o periodo de manutencdo em cativeiro a avaliacao de qualquer ocorréncia, acidental, de dor,
sera feita mediante observagdo de mudancas no comportamento, nos hébitos e na postura do animal.
Existindo qualquer suspeita de DOR serd administrado Dipirona Sédica liquida (3 gotas) V.O. para
um animal entre 2,0 a 2,5 Kg.

Na fase de implantacdo do biopolimero na bexiga, o animal serd submetido a intervencao cirtrgica
sob anestesia geral. Nessa ocasido os animais serdo poupados de qualquer sensagdo de stress ou dor,
pela acdo das drogas anestésicas.

No curso da cirurgia o nivel de anestesia serd monitorado mediante a pesquisa do reflexo podal de
sensibilidade. Por ocasido do procedimento de coleta dos tecidos da bexiga com o implante do
biopolimero, para o estudo histomorfométrico e esterealégico, o animal serd inicialmente anestesiado
e em seguida sacrificado, com uma “overdose” de Propofol (Diprivan®).

9.4. Os experimentos propostos sdo especificos para:
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Dor () SIM (X) NAO Estresse () SIM (X) NAO Anorexia () SIM (X) NAO

Outros especificar: Avaliar o comportamento do implante do gel biopolimero da cana-de-agticar na
submucosa da bexiga de coelhos.

9.5. O procedimento levara a alguma restricao hidrica ou alimentar? () SIM (X) NAO
9.6. Realizara cirurgia? (X) Sim () Nao (X) Unica () Mdltiplas
Esta previsto algum tipo de suporte (analgésicos,antiinflamatérios etc.) durante a

Recuperacao: sim, Dipirona Sédica liquida (3 gotas V.O.) se necessario.
9.7.Havera exposicao/inoculagdo/administracdo de algum agente quimico ou biolégico?

(X) SIM () NAO. Se for sim especificar.

Dosagem dos implantes: 0,1ml do Deflux, e 0,1 ml do gel do Biopolimero da cana-de-agticar. Via de
administracdo: Implante na submucosa da bexiga

Freqiiéncia: Serao realizados 4 (quatro) implantes: 2 implantes do Deflux no lado esquerdo da bexiga e
2 implantes do biopolimero da cana-de-aguca no ladodireito da bexiga, a céu aberto, apds a

laparotomia.

9.8. Havera extracao de fluidos? () SIM (X) NAO
Se sim, especificar: (ndo se aplica)

Quantidade da amostra:15 Bexigas dos coelhos
Meétodo de coleta: Cistectomia apds eutanasia.

9.9 Havera reposicao de fluidos? () SIM (X) NAO
Se sim, especificar (ndo se aplica)

Via de administracdo (ndo se aplica) Volume (ndo se aplica0
9.10. EUTANASIA: () Deslocamento cervical ( ) Decapitacao () CO2

() Perfusdo sob anestesia (X) Dose excessiva de anestésico (10mg de Propofol /
Diprivan®)

() Dessangramento com anestesia Outro:
9.11 Como sera realizado o descarte dos animais?

Apoés a eutanasia, serdo considerados lixo biolégico. Serdao acondicionados em sacos plasticos
especificos, mantidos em freezer até a coleta especializada do lixo biolégico, do Nucleo de Cirurgia

Experimental do Nucleo de Ciéncias da Satde da UFPE.

9.12. Os animais poderdo ser usados para outro experimento de pesquisa ou ensino?
(X) SIM () NAO

9.13. Os animais serdo usados para retirada de 6rgaos? (X)SIM () NAO

10. Resumo do Procedimento experimental.
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Estudo Experimental pré-clinico (fase 1) em animais, com o procedimento de implante do gel do
biopolimero da cana-de-agticar em bexiga de coelhos para analise histomorfométrica e estereoldgica.

Com o objetivo geral de avaliar o comportamento do implante do gel biopolimero da cana-de-agticar na
submucosa da bexiga de coelhos. E especificamente de: Definir a estabilidade do gel do biopolimero
no local implantado. Avaliar a migracdo (embolizacdo) para 6rgdos; Identificar reagdes teciduais
agudas, como formacdo de abscessos e fistulas do implante de gel de biopolimero; Estudar a resposta
inflamatoéria tecidual do hospedeiro ao gel do biopolimero; Quantificar a formagao de fibrose tecidual
no hospedeiro ap6s os implantes do gel do biopolimero.

A realizacdo desta pesquisa podera trazer informagdes importantes em relacdo a este novo tipo de
material (biopolimero da cana-de-agticar), que poderdo redundar em projetos clinicos de abrangéncia
bastante significativa por se tratar de uma area onde hd uma grande procura por um novo tipo de
material que preencha os requisitos principais de biocompatibilidade, seguranca, efetividade e baixo
custo tanto para o tratamento de mulheres com incontinéncia urinaria por insuficiéncia esficteriana
uretral, quanto para o tratamento endoscépico das criangas com refluxo vésico uretral.

11. TERMO DE RESPONSABILIDADE
Eu certifico que:

Li os principios éticos da Experimentacdo Animal elaborado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA) e concordo plenamente com suas exigéncias durante a duracdo
deste experimento/aula. Esse estudo ndo é desnecessariamente duplicativo, tem mérito cientifico e
ndo pode ser realizado por metodologias alternativas.

A equipe que participa do projeto foi treinada e é competente para executar os procedimentos
descritos nesse protocolo. Me comprometo a solicitar nova aprovacdo deste protocolo sempre que
ocorra alteracao significativa dos experimentos aqui descritos.

Tudo o que foi declarado neste protocolo é absoluta expressdo da verdade. Estou ciente que o nao
cumprimento das condicées aqui especificadas é de minha total responsabilidade (pesquisador

principal) e que estarei sujeito as condi¢des previstas na lei em vigor.

Lei de Crimes Ambientais No. 9605 - de 12/02/1998 - Art. 32 Praticar ato de abuso, maus tratos, ferir
ou mutilar animais silvestres, domésticos ou domesticados, nativos ou exoéticos; Pena - detengdo de
trés meses a um ano e multa. Paragrafo 1°. Incorre nas mesmas penas quem realiza experiéncia dolosa
ou cruel em animal vivo, ainda que para fins didaticos ou cientificos, quando existirem recursos
alternativos. Paragrafo 20. - A pena é aumentada de um sexto a um tergo se ocorre morte do animal.
Regulamentacdo da lei de Crimes Ambientais - Decreto 3.179 de 21/09/1999 - Art. 17 Praticar ato de
abuso, maus tratos, ferir ou mutilar animais silvestres, domésticos ou domesticados, nativos ou
exoticos; Multa de R$ 500,00 a R$ 2.000,00, com acréscimo por exemplar excedente; I - R$ 200,00 por
unidade; II - R$ 10.000,00 por unidade de espécie constante na Lista Oficial de Fauna Brasileira
ameacada de extingdo e do Anexo I da CITES; e III - R$5.000,00 por unidade de espécie constante na
Lista Oficial de Fauna Brasileira ameacada de extingdo e do Anexo Il da CITES. Pardgrafo 1o. Incorre
nas mesmas multas, quem realiza experiéncia dolosa ou cruel em animal vivo, ainda que para fins
didaticos ou cientificos, quando existem recursos alternativos

DATA: 30 de maio de 2008.

Artur Eduardo de Oliveira Rangel
ASSINATURA PESQUISADOR

Jose Lamartine de Andrade Aguiar
VISTO DO CHEFE DO DEPARTAMENTO
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Anexo 2. Comité de Etica do Centro de Ciéncias Biolégicas da UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670~-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

fax: (55 81) 2126 8350 1\
www.ccb.ufpe.br

Recife, 22 de outubro de 2008

Oficio n® 77/08

Da Comiss&o de Etica em Experimentacéo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Artur Eduardo de Oliveira Rangel

Aluno de Pés-Graduagéo em Cirurgia - CCS

Professor orientador: Dr. Salvador Vilar Correa Lima

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076. 012767 / 2008 - 69

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “Implante do gel do Biopolimero da cana-de-acticar em bexiga de coelhos:
andlise histomorfométrica e estereoldgica ”.

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

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1 999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos.

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

Atenciosamente,

VY o
Observagao: %MQ)%W

Origem dos animais: Criadouro: Coelhos; Califérnia;
Sexo: Machos; Idade: 120 dias: Nimero de animais

- : nimais. $Profa. Maria Teresa Janse:.
previsto no protocolo: 12 animais Foetkisnle do CESA

VUFPE

CCB: Integrar para desenvolver
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Anexo 3. Resumos publicados advindos da pesquisa

Clinical Urology
International Braz J Urol Volume 32 (Suppl. 2): June, 2006

TL-74
ISSN 16777-5538

Bio-Sling no tratamento da incontinéncia urindria de
esforco: estudo experimental e primeiros ensaios clinicos

°
Inte rnatl O nal Roberto Gongalves, Artur Rangel, Jodio Aleixo Duarte, Rogerson

Andrade, Fébio Oliveira Vilar, José¢ Lamartine Aguiar, Luiz Alberto
Aratjo, Salvador Vilar Lima

Introdugdo/Objetivos: Testar um novo material heterélogo utilizado
como sling no tratamento da incontinéncia urindria ¢ apresentar os

primeiros resultados clinicos.

Meétodos: Estudo experimental: Foram estudados 3 grupos: 1-Foram

utilizados 30 ratas com peso aproximado de 250 G as quais foram
anestesiadas com hidrato de cloral intra-peritoneal de agordo com

Official Journal of the Brazilian Society of Urology protocolo do Niicleo de Cirurgia Experimental da UFPE Uma faixa
Official Journal of the Confederacion Americana de Urologia

de biopolimero multiperfurada de 3mm de largura foi colocada no
Volume 32, Suppl.2, June, 2006

espago sub-uretral. As extremidades foram fixadas de cada lado &

aponeurose do misculo reto abdominal. 2- Foram utilizados também

30 animais com peso semelhante ao grupo do experimento 1 e

seguindo o mesmo protocolo. Utilizamos uma faixa de aponeurose

' I ' l dos miisculos retos abdominais com 3mm de largura e Scm de

comprimento nas mesmas localizagoes utilizadas no experimento

1. 3- Foram utilizados 30 animais seguindo-se o mesmo protocolo.

Uma faixa de polipropileno, com 3mm de largura e 5cm de

comprimento nas mesmas localizacées utilizadas no experimento

ml 1. Grupos de 10 animais em cada experimento foram sacrificados

com 4, 8 ¢ 12 semanas.Todas as faixas foram retiradas ¢ analisadas

Papers presented at da seguinte forma: 1. Analise macroscdpica para verificar aderéncia

as estruturas vizinhas. 2. Avaliar erosdo uretral 3. Avaliagdo

XXVIII Congreso de la Confederacién Americana de Urologia-CAU 2006 histolégica apés coloragdo com HE e tricromo de Masson. Estudo

Clinico: Apés aprovagio pelo comité de ética, 20 pacientes foram

VIl Congresso Norte - Nordeste de Urologia selecionadas para utilizagdo deste novo material. Até o momento

03 pacientes foram submetidas a cirurgia utilizando o sling de
XV Congreso de la Sociedad Ibero Americana de Urologia biepolimero o o o

Pediatrica - SIUP Resultados: A avaliagio macroscépica dos 3 materiais foi semelhante

ndo sendo observadas aderéncias a 6rgaos vizinhos ou erosio uretral.

Microscopicamente foi encontrada reagio inflamatéria tipo corpo

. stranho semelhantes nos 2 grupos ateriais heterélogos. A
Recife - June 17" 221 estranho semelhantes nos 2 grupos de materiais heterélogos

2006 avaliag@o inicial dos primeiros pacientes operados mostrou boa
tolerabilidade e auséncia de reagio.

Conclusdo: O material testado apresentou caracteristicas adequadas
de tolerabilidade e compatibilidade.Os resultados preliminares dos

primeiros ensaios clinicos aponttam na dire¢io de que poderd

representar uma nova op¢do no tratamento da incontinéncia de
esforgo.

= 7\
Key words: sling; incontinéncia urindria
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THE JOURNAL OF UROLOGY

€106 THE JOURNAL OF UROLOGY*

mean bladder capacity, voided volume and frequency were similar
between all silk groups (p=0.05) while average compliance increased
in all augmented animals relative to the control group.

CONCLUSIONS: Manipulation of structural and mechanical
properties of silk scaffolds by adjusting gel-spinning fabrication param-
eters to include high ASR coupled with LYO PW treatment produces
matrices that support functional bladder tissue regeneration in rodents
while maximizing the rate of scaffold degradation.

Source of Funding: Tissue Enginering Resource Center,
NIBIB P41 EB002520 (Kaplan); Children;s Hospital Boston
Office of Sponsored Programs Support for Pilot Studes
(Estrada); Harvard Catalyst/The Harvard Clinical and
Translational Science Center NIH UL1 RR 025758 (Estrada)

263

URINARY NEUTROPHIL GELATINASE-ASSOCIATED LIPOCALIN
(NGAL) IS A POTENTIAL NON-INVASIVE MARKER FOR RENAL
SCARRING IN PATIENTS WITH VESICOURETERAL REFLUX

Manabu Ichino, Mamoru Kusaka*, Hitomi Sasaki,
Takahiro Maruyama, Kiyohito Ishikawa, Ryoichi Shiroki,
Kiyotaka Hoshinaga, Toyoake Aichi, Japan

INTRODUCTION AND OBJECTIVES: Renal scarring is a seri-
ous complication that often occurs after chronic pyelonephritis in the
presence of vesicoureteral reflux (VUR). In our recent study, we estab-
lished a rat model of renal scar formation after bacterial infection. Using
this model system, we performed global analysis of gene expression by
microarray and identified NGAL as one of the most up-regulated genes
following renal injury. The high levels of NGAL expression were sub-
sequently confirmed at both the RNA and protein levels. In our present
study, we investigated the urinary NGAL levels in patients with child-
hood VUR and evaluated its potential usefulness as a biomarker of
renal scarring.

METHODS: A total of 34 patients diagnosed with VUR without
the evidence of current urinary tract infection and 28 normal healthy
children were enrolled in this study. Renal scars were evaluated by a
99mTc-DMSA renal scan in 24 of the VUR cases. Urinary NGAL levels
were monitored by Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA).

RESULTS: In our initial analyses, the NGAL levels were meas-
ured in urine samples from normal healthy children. These levels were
found to be much higher in infant donors of less than 1 year of age than
the reported normal levels (0.7-9.8 ng/ml). Even after the values were
normalized with the urinary concentration of creatinine, the ratios were
still high in samples from infants. We next evaluated the urinary NGAL
concentration in 34 VUR cases and compared these levels with those
of normal controls. We further normalized the NGAL/creatinine values
to the age-specific average. The urinary NGAL levels were found to be
significantly high in the VUR group (p < 0.01). We further compared the
urinary NGAL levels in patients with and without renal scarring as
demonstrated by a 99mTc-DMSA renal scan. The presence of renal
scarring was observed to be significantly associated with high NGAL
values (p < 0.005). We applied a cut-off value of 1 and this allowed for
both high sensitivity (89.5%) and high specificity (100%) and suggested
that high urinary NGAL values are diagnostic for the presence of renal
scarring (AUC of ROC curve, 0.947). Assays for serum creatinine,
urinary BMG and NAG are routine tests for evaluating renal function but
do not predict the presence of renal scarring.

CONCLUSIONS: Urinary NGAL levels are significantly higher
than normal in VUR patients with renal scarring without the evidence of
UTI. The estimation of urinary NGAL may thus be useful as a non-
invasive diagnostic or prognostic biomarker of renal scarring.

Source of Funding: None
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A NEW BULKING AGENT TO TREAT VESOURETERAL REFLUX:
AN EXPERIMENTAL STUDY

Salvador Lima*, Artur Rangel, Lamartine Aguiar, Recife, Brazil;
Francisco Sampaio, Luiz Cardoso, Henrique Gomes,
Rio de Janeiro, Brazil

INTRODUCTION AND OBJECTIVES: The use of bulking
agents in Urology became very popular especially after the approval of
new agents suchs as Deflux. We present the experimental results of a
new agent a cellulosic exopolysaccharide (CE), synthesized from sugar
molasses by Zooglea sp [Paterson-Beedle. Carbohydr Polymers. 2000;
42:375-383] with specific characteristics that can represent a new
option in the treatment of VUR.

METHODS: Ten adult rabbits had the new agent injected into
the bladder (submucosa) using a small abdominal incision. Three
points in each half of the bladder were injected with 0.2ml of Deflux and
the same amount of CE.The animals were sacrificed after 3 and 90
days, Collagen and elastic fibers were evidenced using the Sirius red
and Weigert's resorsin fuchsin staining methods, respectively. Smooth
muscle cells were identified by immunolabeling with smooth muscle
alpha-actin. The density of blood vessels was assessed in oulined
areas of injected material or normal bladder wall using the ImageJ
software and HE-stained sections, and was expresed as as mean*+SD
number of blood vessels per mm2.

RESULTS: In 3-day samples, injected CE and Deflux were
located mostly under the lamina propria and were structurally homo-
geneous and free from inflammatory cells or blood vessels. However, in
3-month samples, with the exception of a few small areas, CE was
organized as short bundles, although the material stained weakly for
collagen and was negative for elastic fibers, in contrast to the adjacent
tissue. CE areas were populated by fibroblast-like cells, which were
negative for smooth muscle immunolabeling. Newly formed blood
vessels were also present in these areas, with a density 45.0+8.4,
whereas in normal bladders the value was 35.2+29. A few small
inflammatory infiltrates were observed in the CE areas, especially
around blood vessels. Deflux areas in 3-month samples were frag-
mented but still homogeneous and free from cells or blood vessels.

CONCLUSIONS: The results obtained thus far indicate that this
biomaterial exhibits little immunogenicity and integrates better in the
host tissue as compared with Deflux. Therefore, CE should be an
efficient material when incorporation is desired, for example as a
suppportive scaffold in reconstructive surgery. CE may still be an
effective bulking agent if its metabolizatin in the longer term does not
involve reduction in volume.

Source of Funding: Source of Funding: FAPERJ, CNPq
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DAMAGED MATRIX INCREASES NUCLEAR DNA
METHYLTRANSFERASE EXPRESSION IN BLADDER SMOOTH
MUSCLE CELLS

Jiaxin Jiang, Karen Aitken*, Tyler Kirwan, Cornelia Tolg,
Darius Bagli, Toronto, Canada

INTRODUCTION AND OBJECTIVES: Previously, damaged
matrix (heat-denatured collagen) induced growth of bladder smooth
muscle cells (BSMC) (Herz et al, Journal of Urology 2003). We sus-
pected that BSMCs undergo epigenetic change, as BSMC phenotype
does not always revert back to normal upon return to normal matrix in
vitro or after removal of obstruction in vivo. We hypothesize that
obstructive stimuli (matrix and mechanical strain) induce epigenetic
change, e.g. DNA methylation. Our objective was to see if: DNA
methylation machinery (DNA methyltransferases or DNMTs) is induced
by obstructive stimuli; and if DNA methylation affects growth in these
models.

METHODS: Primary BSMC (passage 1-2) were cultured on
denatured or native collagen for 24 hours in low serum. Mechanical
strain of serum-starved BSMC was performed on Flexcell 4000 Ten-
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