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RESUMO

OLIVEIRA, Leticia Leal, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
Setembro de 2008. Reconstituicdo vesical em céaes: enxerto com tanica albuginea
conservada. Professor Orientador: Eulégio Carlos Queir6z de Carvalho. Professor

Co-orientador: Edmundo Jorge Abilio.

O comportamento clinico e histolégico de um xenoenxerto (tunica albuginea de
bovino) conservado em glicerina a 98%, como biomaterial na reconstrucao
morfofuncional vesical em cées foi o0 objetivo do experimento. Foram utilizados nove
caes adultos, sem raca definida, machos e fémeas, nos quais realizaram-se defeito
vesical de aproximadamente 4 x 3 cm, onde foi fixado um enxerto de tunica
albuginea bovina, conservada em glicerina a 98% em temperatura ambiente. Os
animais foram avaliados clinicamente, por ultra-sonografia e EAS sendo distribuidos
em trés grupos, para a retirada de amostra para bidpsia da interface do xenoenxerto
com a bexiga, aos 35, 56 e 77 dias pés-operatérios. Clinicamente nao se
observaram sinais de rejeicdo, nenhum o6bito ou complicagbes pos-operatorias.
Havia urotelizacdo no local do xenoenxerto em todos os animais, sendo a tunica
incorporada as bexigas aos 77 dias, porém, observou-se mineralizagdo aos 35 dias
e metaplasia éssea aos 77, ambas com dimensdes microscopicas e que nao
interferiram na fisiologia do 6rgao. Concluiu-se que o emprego da tunica albuginea
bovina conservada, como um xenoenxerto em bexiga canina, € de facil aquisicao,
armazenamento e utilizagcdo. Revelando-se uma alternativa com bons resultados, de
baixo custo e facil procedimento. Palavras-chave: cdes, xenoenxerto, bexiga, tunica

albuginea bovina, glicerina a 98%, preservacao tecidual, biocompatibilidade
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Leticia Leal, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
September 2008. Vesical reconstitution in dogs: bovine tunica albuginea graft
conserved in 98% glycerin. Advisers: Eulégio Carlos Queir6z de Carvalho; Edmundo
Jorge Abilio.

The objective of this study was to evaluate the clinical and histological graft
behaviour (bovine tunica albuginea) conserved in 98% glycerin like a biomaterial in a
morfological and functional vesical dogs reconstruction. A vesical defect of
approximately 4x3 cm was created in nine males and females adult mongrel dogs
and repaired with bovine tunica albuginea graft conserved in 98% glycerin and room
temperature. The animals were clinically evaluated by ultrasonography and EAS and
divided in three time groups of 35, 56 and 77 days postoperative for histological
evaluation of interface between xenograft and bladder. No postoperative
complications, signals of clinically rejection, and deaths were observed. All animals
presented whole inner surface of the graft covered by urothelium, at 77 days
postoperative the tunica was incorporated at the bladder however mineralization was
observed at 35 days and metaplasia of bone at the 77 days postoperative. The
bovine tunica albuginea conserved presents tiny dimensions and does not disturb the
physiology of canine bladder. It can be considered an alternative xenograft for dogs
with easy acquisition, storage and use.Key-words: dog, xenograft, bladder, tunica
albuginea, glycerin 98%, tissue preservation, biocompatibility.
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1. INTRODUCAO

Alternativas para reconstituicdo do aparelho urinario, especialmente no que
concerne a reconstrucao vesical tém sido pesquisadas. Materiais aloplasticos e
biodegradaveis tém sido sugeridos, todavia muitas complicagdes limitam seus usos.
Varias afeccdes de bexiga como tumores, necroses, rupturas por trauma abdominal
contuso ou penetrante, entre outras, podem prejudicar a capacidade de
armazenamento da urina.

Os problemas relacionados a fungdo normal da bexiga sdo muitos e
relevantes. Eles, além dos prejuizos fisiopatolégicos, interferem de forma efetiva na
qualidade de vida do céo, com possibilidade, inclusive, de evoluirem para faléncia
renal.

A reconstituicdo da bexiga requer um material que aumente a sua
complacéncia e seu volume sem, no entanto, causar intolerancias imunologicas no
receptor do enxerto.

Pesquisas demonstraram que a bexiga urindria tem capacidade natural de
auto-reparacdo e remodelacdo. Atualmente duas técnicas de regeneracdo e
aumento da capacidade vesical tém sido propostas. A primeira envolve técnicas de
engenharia tecidual, usando materiais biodegradaveis que atuam como veiculos
transportadores celulares. A segunda fundamenta-se no desenvolvimento de
materiais biodegradaveis, acelulares, autogénicos ou xenogénicos, constituidos de
matriz rica em colageno.

O objetivo dos estudos deve ir além da melhoria dos materiais utilizados

para a reconstrucao vesical, assim como o desenvolvimento de novos biomateriais,
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mais apropriados e mais adaptados ao longo periodo em contato com a urina
(GLEESON E GRIFFITH, 1992).

No futuro, avangos no conhecimento de fatores quimicos e fisicos serdo
responsaveis pelo desenvolvimento de biomaterias “inteligentes”, os quais iniciarao a
proliferagdo, migragéo, diferenciagéo e fungdo do urotélio e musculo liso da bexiga
(CROSS et al, 2003).

O aprofundamento em experimentos neste campo da Medicina Veterinaria
podera promover o bem-estar do paciente submetido a reconstrucao vesical, ndo
apenas por possibilitar-lhe a oportunidade de mic¢ao pela via natural, como também
por disponibilizar material e procedimento de baixo custo, sem requerer
processamento tecnologico refinado, de forma a que possam ser utilizados de forma
rotineira (ABILIO, 2003).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento clinico e histolégico
de um xenoenxerto (tunica albuginea de bovino) conservado em glicerina a 98%,

como biomaterial na reconstrucao morfofuncional vesical em caes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Anatomia e fisiologia da bexiga

A urina é formada nos rins e direcionada até a bexiga, onde € armazenada
por um periodo, e posteriormente conduzida ao exterior no momento da mic¢ao
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). A func&o da bexiga € estocar urina excretada
pelos rins (STAACK et al, 2005). Os célices e pélvis renais, o ureter e a bexiga
apresentam a mesma estrutura basica, porém a parede vai gradativamente se
tornando mais espessa proximo a bexiga. A mucosa vesical se origina da
associacao do urotélio, composto pelo epitélio de transigcdo, com a lamina prépria,
formada por um tecido conjuntivo que varia de frouxo a denso.
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

A estrutura da bexiga dos mamiferos apresenta dois elementos
extremamente importantes para o seu bom funcionamento. O primeiro é a
disposicao Unica da musculatura da parede da bexiga (musculo detrusor), a qual se
expande sem aumentar a pressao interna. Isto é alcancado pelo progressivo
relaxamento do detrusor. Quando este se contrai, o esfincter uretral se fecha,
quando ha simultaneamente o relaxamento do esfincter interno € permitida a
entrada da urina na uretra. O segundo e crucial elemento é o epitélio que reveste a
bexiga, conhecido como urotélio, o qual € especializado em formar uma barreira
para a urina e se acomodar a expansdo e rapida contracdo do 6érgao
(STAACK et al, 2005). As células superficiais do epitélio de transicdo sdo as

responsaveis por esta barreira osmaética entre a urina e os fluidos teciduais.
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Nestas células a membrana plasmatica em contato com a urina é
especializada, apresentando placas espessas separadas por faixas de membranas
mais delgadas. Quando a bexiga se esvazia, a membrana se dobra nas regides
delgadas e as placas espessas se invaginam e enrolam, ao se encher novamente
ocorre 0 processo inverso, aumentando assim a superficie das células
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

A porcao muscular da bexiga € constituida de trés camadas de musculo
liso, entrelacadas, que sado separadas apenas na porcao do colo vesical. A
adventicia da bexiga é formada por tecido conjuntivo denso ndo modelado contendo
grande quantidade de fibras elasticas. Alguns locais da adventicia estdo cobertos
por uma serosa, uma dobra do peritbnio sobre a parede da bexiga, enquanto outros
locais podem estar envolvidos por um tecido adiposo (GARTNER e HIATT, 2003).

Fibras autbnomas atingem a bexiga através dos nervos hipogastricos
simpaticos e pélvicos parassimpaticos. Fibras sensoriais seguem através do nervo
pudendo. A principal irrigacdo sanguinea provém da artéria vaginal ou prostatica,
que é suplementada pelas reduzidas artérias umbilicais. (DYCE et al, 1990).

A tunica albuginea é uma espessa capsula de tecido conjuntivo, que
envolve o testiculo, rico em fibras colagenas (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004)
formada por duas camadas. A camada mais externa € formada por feixes de
colagenos orientados longitudinalmente e a mais interna por feixes orientados
circularmente, sendo um tecido com uma boa resisténcia (HSU et al, 1994).

O uso da tunica albuginea como um biomaterial, € facilitado por ser de facil
obtencao, processamento e utilizacao (NUNES, 2007; WEFER et al, 2002), servindo
como alicerce para a regeneracéo de tecidos (WEFER et al, 2002). O enxerto de
tunica albuginea autéloga utilizado como reforgco da parede abdominal em cées,
serviu como excelente substrato e promoveu a precocidade da cicatrizagdo
(NUNES, 2007).

No experimento de Wefer et al (2002) o enxerto de matriz acelular de tanica
albuginea autodloga foi avaliado para reconstrucao funcional de pénis de coelho,

tendo um bom resultado e nao havendo rejeicdo em nenhum dos animais.
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2.2. Cicatrizacao e regeneracao da bexiga

Se a bexiga for totalmente desnudada de sua mucosa, serdo necessarias
16 semanas para a sua reepitelizacdo completa. As células do musculo liso
regeneram-se em culturas celulares, e foram encontradas fibras de musculo liso em
feridas em processo de cicatrizacdo nos vasos sanguineos, intestino, trato urinario e
utero. Contudo, ndo foi ainda conclusivamente provado que o surgimento do
musculo liso nestas feridas é o resultado de regeneracao ou hiperplasia desse. A
explicagdo mais provavel para as “novas” células do musculo liso € que sdo o
resultado de hipertrofia, migracdo e diferenciacdo a partir das células do tecido
conjuntivo. (PROBST, 1995).

Tem sido sugerido que o epitélio se regenera na presenca de urina, com
isso ha a formacao do epitélio transicional do trato urinario. Entretanto, animais do
estudo em questéo, nos quais 0 enxerto ndo teve contato com urina, desenvolveram
um novo epitélio (TORBEY, 1965).

Segundo Gleeson e Griffith (1992), a maioria dos trabalhos com préteses
aloplasticas, para a reconstrugéo total ou parcial da bexiga, tiveram como resultado
a regeneragao das células do epitélio de transicdo da superficie luminal, porém a
regeneracgao da fungcdo do musculo detrusor foi infrequente.

No experimento de Kropp et al (1996), que trabalharam com aumento da
capacidade vesical em cées utilizando a submucosa intestinal de porcos, houve
evidéncias de regeneragao do musculo liso, porém o que continua obscuro é sua
origem.

Em uma abordagem histomorfométrica de anastomose em célon de
coelhos utilizando o método analitico do picrossirius red/luz polarizada, observou-se
que o arranjo arquitetural por entrelagamento das fibras de colageno na cicatriz

confere maior resisténcia (NETO et al,2007).

2.3. Lesoes da bexiga

Varias afecgbes como tumores, em sua maioria malignos para a espécie
canina (BENIGNI et al, 2006; ROVERE e ALCOBA et al, 2002) necroses
(LEVEILLE et al, 1992; POZZI et al, 2006), rupturas por trauma abdominal contuso
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ou penetrante (GALLATTI et al, 2004), entre outras, podem prejudicar a capacidade
de armazenamento da urina.

O funcionamento deficiente ou as desordens urinarias podem ser causadas
ainda por inflamagéo e lesdes nervosas, eles podem influir efetivamente na fisiologia
urindria, na qualidade de vida, podendo, algumas vezes, culminar com insuficiéncia
renal (BRANT et al, 2004), infeccao e incontinéncia urinaria (STAACK et al, 2005).

2.4. Alternativas para a regeneracao vesical

Uma grande variedade de materiais sintéticos e naturais tem sido utilizada
na tentativa de promover a regeneracdo vesical (PIECHOTA et al, 1998a;
SANTUCCI e BARBER, 2005).

Projetos de pesquisa direcionados para a regeneracao urinaria podem ser
divididos em trés grupos; (i) aumento da capacidade da bexiga ou detrusortomia,
mantendo o epitélio intacto e estimulando o crescimento de outra camada dessa; (ii)
uso de enxertos aloplasticos e biodegradaveis para induzir a regeneragao da bexiga;
e (iii) utilizacdo de estratégias de bioengenharia de bexiga utilizando cultura de
células e transferéncia de gens (SHOKEIR, 2002).

Existem também estudos direcionados para o uso de células tronco para
repararem ou substituirem tecidos ou 6rgéos. Estas células podem se diferenciar em
qualquer outro tipo celular. Podendo assim, se diferenciar em urotélio, e participando
da regeneracgao vesical. (STAACK et al, 2005).

2.4.1. Transplante vesical

Brandt et al (2004) e Teixeira et al (2007) realizam transplante de bexiga,
entre cdes mestigos vivos, os quais foram utilizados neste estudo como doadores e
receptores do segmento supra-trigonal da bexiga, e ndo com o 6rgéao inteiro.

A bexiga transplantada se recuperou acompanhada da sua funcao
miccional. Os quatro caes do estudo foram acompanhados até 18 meses apo6s o
transplante vesical e permaneceram com as fungdes vesicais normais e sem uso de
imunossupressores (BRANDT, et al, 2004). Entretanto no experimento de
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Teixeira et al (2007) dos dez caes utilizados trés apresentaram rejeicdo a bexiga
transplantada, mesmo utilizando imunossupressores por 30 dias.

Ainda assim os autores consideraram o transplante de bexiga em caes um
modelo viavel fisiologico e simples (BRANDT, et al, 2004; TEIXEIRA et al, 2007).

2.4.2. Engenharia tecidual

Em certas situagdes clinicas, como extrofia de bexiga, cancer ou agenesia
de bexiga, as células normais ndo se regeneram no enxerto, sendo situacoes
interessantes para o uso da engenharia celular. Assim as células sdo desenvolvidas
in vitro criando linhas celulares viaveis, para a regeneracao desejada sem problemas
de rejeicao, apoptose ou desenvolvimento de neoplasias (ZHANG et al, 2005).

O sucesso da engenharia tecidual urolégica depende da criacdo de um
enxerto apropriado, que deve ter um arcabouco biodegradavel. O biomaterial ideal
deve servir de suporte para o crescimento celular e agir como matriz, permitindo o
crescimento tridimensional semeando diferentes populagées de células (ZHANG et
al, 2005).

Um estudo comparativo entre enxerto de submucosa intestinal porcina
semeada com células uroteliais e musculares, e 0 mesmo enxerto ndo semeado e
uma cistectomia ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. Este
resultado € importante para reavaliar as técnicas de engenharias teciduais na
regeneragdo vesical (ZHANG et al, 2006).

A reconstrucdo da bexiga de minipigs utilizando ileo semeado com
queratindcitos e fibroblastos autélogos obteve bons resultados. Nao houve
complicagdes com o material implantado. Nesse caso a irrigagcao sanguinea do ileo
manteve a nutricao do enxerto (BREHMER et al, 2006).

A engenharia tecidual € um estudo promissor (MERTSCHING et al, 2005;
SANTUCCI e BARBER, 2005) €, que tem como objetivo a reconstrucao de tecidos e
orgaos. Foi desenvolvido um arcaboug¢o de matriz acelular oriunda de jejuno porcino
com estruturas vasculares criadas in vitro. Este arcabouco pode resolver problemas
referentes a vascularizagdo de enxertos, tendo importancia no futuro
desenvolvimento de tecidos e érgaos (MERTSCHING et al, 2005).
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2.4.3. Biomateriais na reconstituicao vesical

Varios tipos de biomateriais tém sido testados, com o objetivo de encontrar
um enxerto que seja implantado com técnica cirargica simples, resistente ou
tolerante a infecgdes intraluminais, mantenha um bom armazenamento e baixa
pressao vesical, e ainda promova um completo esvaziamento da urina (GLEESON e
GRIFFITH, 1992).

Os mais utilizados séo: o pericardio, a fascia lata, o periténio, a dura mater,
a capsula renal, a submucosa de intestino delgado, o musculo diafragma e bexiga;
de diferentes espécies animais, ja foram empregados em urologia (FARAMARZI-
ROQUES et al, 2004; PIECHOTA et al, 1998a; SIEVERT et al, 2008;
ZHANG et al, 2005, 2006), cirurgia geral (BRUN et al, 2002, 2004; MAZZANTI et al,
2003; NETO et al, 1999) e neurocirurgia (PIGOSSI, 1967; PIGOSSI et al, 1971).

Os enxertos sao transplantes cujas células, sem viabilidade vital no
hospedeiro, sejam substituidas ou incorporadas por tecidos no receptor
(ALVARENGA, 1992). O transplante feito com tecidos que, migrados para outra
area, tém sua integracdo independente da sua area de origem
(PIGOSSI et al, 1971).

O biomaterial € denominado retalho quando ha dependéncia da area
doadora, também chamado de pediculo (PIGOSSI et al, 1971).

Entretanto, o transplante corresponde a materiais, com textura néao celular,
podendo ser de origem organica ou inorganica e que, incluidos no organismo,
permanecem temporaria ou permanentemente, sem se integrar ao receptor
(ALVARENGA, 1992 e PIGOSSI et al, 1971). O autotransplante (transplante
autélogo) ocorre quando o receptor do implante € ao mesmo tempo doador.
Isotransplante (isogénio/singénio) significa que receptor e doador sdo gémeos
idénticos ou membros de uma cepa homozigota, tem antigenos idénticos de
histocompatibilidade. No halotransplante (homaélogo/halogénico) o receptor e doador
sdo membros da mesma espécie animal, sem compartilhar os mesmos antigenos de
histocompatibilidade e no xenoenxerto doador e receptor pertencem a espécies
animais diferentes (ALVARENGA, 1992).

A reconstrugdo vesical necessita de um material que aumente a sua
complacéncia e seu volume, sem causar alteracées imunoldgicas no receptor do
enxerto (GRECA et al, 2004).
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Qualquer enxerto ndo autdlogo deve satisfazer a alguns critérios: ndo ser
antigénico ou carcinogénico; ser facilmente incorporado pelo hospedeiro e funcionar
por toda a vida do receptor estimulando as propriedades mecanicas do segmento
original e ser facilmente armazenado e implantavel (RAISER et al, 2001).

As proteses aloplasticas séao utilizadas em reconstrugéo parcial ou total da
bexiga e aplicadas como implantes temporarios, apds a regenera¢ao sao removidas.
Porém, ocorrem numerosos fracassos, como: rejeicao do enxerto, extruséo, infeccao
do trato urinario, formagao de calculos, fistula urinaria, peritonites, encolhimento e
metaplasia 6ssea (SHOKEIR, 2002).

Tecido de pericardio bovino tratado quimicamente é muito utilizado por ser
biodegradavel e ter uma excelente retengdo de sutura. Este é tratado com &cido
acético e anidrido acido acético. A principal desvantagem €& o custo
(SHOKEIR et al, 2002).

Varios sdo os segmentos do trato gastrointestinal de diversas espécies que
podem ser utilizados na cirurgia urolégica. Estdbmago, jejuno, ileo e coblon
apresentaram vantagens e desvantagens no seu uso (GRECA et al, 2004).

O uso de mucosas gastrointestinais pode resultar em complicagcbes como:
desbalanco eletrolitico, formacao de calculos, infecgdes no trato urinario, producao

de muco e neoplasias malignas (STAACK et al, 2005).

2.4.3.1. “Flap” do musculo reto abdominal

Utilizou-se um flap do musculo reto abdominal autélogo de coelhos como
técnica de aumento da capacidade vesical. Neste tipo de técnica o risco de
perfuracdo na regido do enxerto é minimo, pois o tecido € bem espesso. Entretanto
ha excessiva fibrose e contragdo da bexiga, diminuindo assim a sua capacidade

significativamente, tornando o método ineficaz (ELICEVIK et al, 1998).

2.4.3.2. Enterocistoplastia

Um estudo no qual se utilizou intestino delgado (ileo) autélogo como 6rgéao
doador na reconstituicao cirurgica da parede da bexiga canina, comparando duas



21

técnicas de enxerto intestinal - uma com segmento intestinal integro e outra com a
mucosa intestinal erodida -, visando o acompanhamento dos fenémenos de
contragao e urotelizagdo do enxerto. A técnica da erosao da mucosa do auto-enxerto
ileal em canino impede a producdo de muco, permitindo a uroepitelizagcdao do
mesmo, a partir do 14° dia. Por outro lado, o enxerto com a mucosa integra ndo
favoreceu a uroepitelizacao no prazo fixado pelo experimento, devido a producéao de
muco sobre 0 mesmo (ABILIO, 2003). A técnica de erosdo da mucosa auto-enxerto
ileal foi testada em coelhos apresentando uma baixa intensidade de fibrose e boa
revascularizagdo (ELICEVIK et al, 1998).

No mesmo estudo de Elicevik et al (1998) foi testado como auto-enxerto o
flap ileal invertido, que obteve também uma baixa quantidade de fibrose, a técnica
de erosdo de mucosa foi a que apresentou melhores resultados, principalmente na
histopatologia.

A enterocistoplastia porcina utilizando o ceco autélogo desmucolizado é
uma opgao quando os disturbios vesicais ndo sao muito extensos (KOCKUM et al,
1999).

No trabalho de Gill et al (2000) e Lorenzo et al (2007) a enterocistoplastia
autéloga em humanos foi realizada por meio de laparoscopia, o0 que é vantajoso por
ser uma técnica menos invasiva. Porém, a desvantagem dessa técnica é o risco de
extravasamento de conteudo intestinal no meio intraperitoneal (LORENZO et al,
2007).

O colon descendente autdlogo foi testado por se observar nesse maior
contratiidade e capacidade de armazenamento, obtendo bons resultados na
anastomose célon-trigono vesical canina. Observou-se inclusive uma adaptagéao
satisfatdria de tecido com reepitelizagcdo da mucosa do colon e facil execugdo da
técnica cirurgica (PEREIRA et al, 2002).

Segundo Torbey e Mozden (1965), se as propriedades de absorcdo e
secrecdo da mucosa intestinal sdo anuladas, através da remoc¢édo da mucosa da
parede intestinal, a seromuscular n&o altera o metabolismo da bexiga e pode ser um
substituto dessa.

Nas duas ultimas décadas a enterocistoplastia tem sido muito utilizada para
o tratamento de sérias desordens vesicais. Entretanto, pelos beneficios deste
procedimento um alto preco é pago €, dentre as complicagdes mais significantes,

podem ser incluidos a producdo de muco, formacdo de calculos, bacteriuria,
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distarbios metabdlicos e complicacdes intestinais (GRECA et al, 2004; GREENWEL
et al, 2001). Além disso, acredita-se na formacdo de fatores carcinogénicos
derivados da interagdo entre a urina e bactérias fecais, 0 que pode favorecer a
ocorréncia de neoplasias. A dificuldade de se confirmar essa teoria se da pelo longo
periodo de laténcia dessa doenga (CROSS et al, 2003). Outro problema relacionado
a enterocistoplastia é o enrugamento do enxerto, diminuindo o seu tamanho, esta
alteracdo € muito prejudicial e pode ocorrer por trauma mecanico
(KOCKUM et al, 1999).

As complicagdes relacionadas a enterocistoplastia podem ser atribuidas ao
fato de o epitélio intestinal ndo ser adaptado fisiologicamente para uma exposi¢ao
prolongada a urina. O biomaterial ideal para a reconstrucdo urinaria deveria
combinar propriedades mecanicas da parede do musculo liso com uma estrutura
para ter contato com a urina parecida com o urotélio. Varias alternativas além da
convencional enterocistoplastia tém sido exploradas (CROSS et al, 2003).

Considerando estas desvantagens, foi desenvolvido um experimento no
qual se utilizou flap seromuscular pré-fabricado como enxerto para aumentar a
capacidade vesical. Neste estudo foram utilizados coelhos, cujos cecos foram
isolados e a mucosa cecal retirada. Em seguida, uma parte do urotélio da bexiga foi
retirado e colocado no local da mucosa do ceco utilizando uma porgéo de silicone
para manter a luz cecal e fixar o urotélio. Apés duas semanas este enxerto foi
aplicado na bexiga com o objetivo de ampliar a capacidade vesical. A desvantagem
da enterocistoplastia pré-fabricada tem relacdo com a necessidade de haver dois
estagios operatérios. Entretanto, este procedimento culminou no aumento da
capacidade vesical sem as complicagdes comuns da enterocistoplastia. Ainda assim,
a necessidade de se fazer duas cirurgias em um pequeno periodo é um risco
acentuado (AKTUG et al, 2001).

As desvantagens relacionadas com a enterocistoplastia inspiram o
desenvolvimento de pesquisas para a obtencdo de tecidos alternativos a serem
utiizados no aumento da capacidade vesical (GARIBAY et al, 1995 e
GREENWELL et al, 2001).
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2.4.3.3. Submucosa intestinal porcina

Quando se utilizou uma biomatriz de base colagenosa oriunda de
submucosa intestinal (SIS, COOK®) os resultados foram de urotelizacdo e
regeneragdo do musculo liso em coelhos avaliados em vérios periodos e até os nove
meses. Apesar de se notar consideraveis incrustacbes no enxerto
(NUININGA et al, 2003).

Na utilizagcdo da submucosa intestinal porcina para aumento da capacidade
vesical em caes, esta foi normalizada e houve regeneragao do urotélio e do musculo
liso, quando avaliados ap6s quinze meses. Os animais estiveram cateterizados
(periodo de 24 as 92h.), porém, em dois dos dezenove caes retiraram as sondas
urinarias no periodo de doze horas apdés a cirurgia € houve vazamento de urina pela
linha de sutura (KROPP et al, 1996).

A submucosa de intestino proveniente de suinos mostrou ser um bioenxerto
capaz de induzir a neoangiogénese, a neoformacdo muscular e a deposicao de
colageno necessaria para aumento e reparo vesical de caes. O crescimento de um
novo tecido contratil sobre molde da submucosa é preferivel a uma cicatriz inerte,
muitas vezes limitante no que diz respeito a contratilidade (GRECA et al, 2004).

2.4.3.4. Gastrocistoplastia

O estbmago tem sido utilizado para substituicdo vesical, com objetivo de
ampliacao da bexiga. As suas principais vantagens em relacdo a outros segmentos
sdo: baixa permeabilidade a solutos urindrios, acidificacdo da urina, excrecao de
cloretos em uma propor¢do maior que sua absor¢do, menor producdo de muco,
baixo indice de aderéncias e incidéncias de bacteriuria. O uso do estébmago, todavia,
podera acarretar o aparecimento de anemia ferropriva ou megaloblastica,
hipoproteinemia, sindrome do estébmago curto, esteatorréia e vomitos incoerciveis
(GRECA et al, 2004).

De acordo com Greenwell et al (2001) o aumento da capacidade vesical
utilizando porcdo do estbmago autélogo deve ser usada apenas como Ultima
alternativa em seres humanos. Isto porque este procedimento esta relacionado com

uma série de complicacgdes, principalmente com a sindrome da hematuria-disuria.
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No experimento de Shiroyanagi et al (2004) avaliou-se a regeneracao do
urotélio que foi obtido por camada de cultura de células uroteliais e aplicado em flap
de estbmago sem mucosa em modelo canino. Nesses casos, a estabilidade do
autotransplante foi incompleta. O urotélio ndo se regenerou em trés dos oito caes,
onde ocorreram hematomas como complicagdo. Nos urotélios em que houve
regeneracdo as células pareciam isoladas umas das outras e nao unidas como no

urotélio nativo.

2.4.3.5. Esponja Polivinilica

Estudos utilizaram esponjas polivinilicas para a reparagdo de defeito na
parede vesical de caes, na maioria dos casos houve enrugamento, contracdo e
calcificacdo do enxerto. A regeneracdo vesical ocorreu em alguns casos, mas o
musculo liso ndo demonstrou atividade fisiologica. (GLEESON e GRIFFITH, 1992).

2.4.3.6. Enxerto de matriz acelular de bexiga

Segundo PIECHOTA et al (1998b), foi testado um enxerto homdlogo de
matriz acelular em ratos. Neste trabalho houve o aumento da capacidade vesical
acompanhada da regeneracao musculo detrusor e evidéncias de inervacao similar a
original. Porém, em alguns animais houve complicacées, como morte causada por
uremia em conseqléncia ao extravasamento de urina na cavidade abdominal por
ruptura da insercdo do enxerto com a bexiga, infeccao (abcesso) e em alguns
animais se formaram célculos na bexiga, apds quatro meses (Piechota et al, 1998a).

O estudo de Probst et al (2000) mostrou que o enxerto de matriz acelular na
bexiga pode ser implantado com seguranga em caes sem rejeicdo ou complicacdes
no trato urinario (dilatacao, fistula, formacdo de calculos). Este trabalho foi
desenvolvido para confirmar o resultado promissor no modelo em rato, e para focar
os aspectos funcionais e imunolégicos em um modelo mais relevante como o do

cao.
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A utilizacao de biomateriais que tenham como principal componente o
colageno, como é o caso do enxerto de matriz acelular de bexiga, é preferivel por ter
um maior potencial regenerativo e capacidade funcional (PIECHOTA et al, 1998b).

O xenotransplante de matriz acelular de bexiga obtida de hamsters, ratos e
caes resultou em um verdadeiro aumento na capacidade vesical, servindo como
ponte para a regeneracgao celular vesical de ratos. O fato de ndo ter havido reacao
antigénica relevante pode ser atribuido ao enxerto ser acelular. A regeneragéo do
musculo detrusor em um periodo de quatro meses ocorreu apenas nas margens do

enxerto, acompanhado de uma neovascularizagdo (PIECHOTA et al, 1998Db).

2.5. Utilizacao de membranas biolégicas preservadas

Variados tipos de membranas biolégicas preservadas tém sido utilizados na
reparacao de diversos tecidos e érgaos, exemplos delas sdo: o corddao umbilical
bovino conservado em glicerina a 98% para restauragdo de traquéia de céo
(MAZZANTI et al, 2000), peritbnio bovino conservado em glicerina a 98% utilizado
em reparo de hérnia perineal (DALECK et al, 1992), pericardio canino mantido em
solucdo hipersaturada de sal para corregdo de musculo reto abdominal de ratos
(BRUN et al , 2002, 2004), musculo diafragma homélogo conservado em solucao
supersaturada de agucar reparando diafragma canino (MAZZANTI et al, 2000),
cartilagem auricular canina em glicerina a 98% para reconstituicdo de parede
tordcica em gatos (RAPPETI et al, 2003), pericardio bovino em solugédo
supersaturada de acucar em hernioplastia diafragmatica (MAZZANTI et al, 2003),
entre outros.

O acompanhamento pés-operatério dos animais submetidos as diferentes
condutas cirargicas por meio de implantes foi realizado por periodo de tempo
variavel e avaliado mediante exames clinico, radiografico, necroscopico e
histopatolégico. Comprovou-se, de modo geral, a exceléncia destas membranas
biologicas preservadas. Sendo implantadas sem sinais de eliminagdo ou de
processo inflamatério digno de nota (ALVARENGA, 1992).

Portanto, as membranas biologicas consistem em implantes de natureza

organica, livre, inertes, e que tém como principal caracteristica, serem constituidos



26

quase exclusivamente por colageno e por isso apresentam baixa toxicidade
(ALVARENGA, 1992).

As membranas biolégicas mais estudadas como implantes foram: a fascia
lata, o pericardio, o centro frénico, a dura-mater e o peritbnio. As suas aplicacdes
sd0 as mais variadas, pois preenchem requisitos de disponibilidade, baixo custo,
preparo simples, esterilizacdo viavel, facilidade de estocagem e utilizagdo, e minima
reacao histologica ou tecidual (ALVARENGA, 1992).

2.5.1. Meios de Preservacao

Durante muitos séculos, a procura por métodos de conservagcao para
diversos tecidos vem sendo constante, seja para a preservacao de pecas
anatdmicas ou o crescente uso de materiais biol6gicos nos transplantes homoélogos
e heterblogos, em cirurgias reconstrutivas e reparadoras de elementos tubulares,
valvares e principalmente de sustentacdo (MOTA et al, 2002).

Os biomateriais conservados por longos periodos apresentam diversas
vantagens; servem de ponte para que o tecido natural seja restituido, sao resistentes
a infecgdes e tém a possibilidade de serem moldados de acordo com o local de
aplicacao (MAZZANTI et al, 2001).

Estudos com membranas conservadas em glicerina a 98% e solugao
supersaturada de agucar, revelaram culturas isentas de germes e étima manutengéao
da integridade celular, sendo os melhores meios para estocagem de membranas
biol6gicas (MOTA et al, 2002, 2003).

2.5.1.1. Solucao supersaturada de acucar

A solugéo supersaturada de acucar a 300% foi preparada com 300 gramas
de agucar cristalizado em 100 mililitros de 4gua tridestilada, obtendo-se uma solugéo
na propor¢cdo de 3:1 homogenizada. Os biomateriais foram imersos na solugdo em
frascos estéreis e apos 48 horas, a solugéo foi substituida por uma solugéo igual e
os tecidos permaneceram imersos para conservagao e armazenamento por 30 dias
em temperatura ambiente (MAZZANTI et al, 2001, 2003), havendo assim a
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conservagao da porcao muscular do diafragma, que se da pela acao desidratante
exercida pelo acucar (MAZZANTI et al, 2001).

O segmento de musculo diafragma em solugédo supersaturada de agucar a
300% manteve a resisténcia e estruturas morfolégicas do tecido (MAZZANTI et al,
2001). Apdés a implantacdo dos enxertos nos diafragmas caninos nao foram
percebidos sinais de infeccdo, por causa da acado antimicrobiana desse meio de
conservacdo (MAZZANTI et al, 2001, 2003). Também nao houve evidéncias de
rejeicdo no local do implante (MAZZANTI et al, 2003).

O poder bactericida de solugbes de acucar s6 € atingindo em
concentragdes iguais ou superiores a 250% por um periodo minimo de 45 dias, 0
que foi constatado por Mota et al (2003), em que se verificou a auséncia de
crescimento de microorganismos em solugdes glicosadas a 300%, com ou sem
antibidtico.

A analise histologica da camada muscular do intestino delgado submersa
nessa solugcao revelou um pequeno aumento do espaco intersticial, havendo uma
pequena degradacdo de algumas células. No entanto, grande parte da area
analisada manteve-se integra, sem alteracées aparentes da morfologia celular
(MOTA et al, 2003).

No estudo de Mota et al (2002) a analise ultra-estrutural das células
musculares dos tecidos preservados na solugdo supersaturada de agucar a 300%
mostrou alteragdes nas organelas, desagregacao da cromatina e o rompimento da
membrana citoplasmatica em algumas células. Sendo este tecido mantido no meio

por 45 dias a temperatura ambiente.

2.5.1.2. Solucgao hipersaturada de sal

A solucao hipersaturada de sal, na proporcéo de 1,5g de sal comercial para
um ml de agua tridestilada demonstrou possuir propriedades anti-sépticas, uma vez
que os biomateriais foram coletados de forma nao asséptica e nao foram
empregados antibidticos durante o periodo pds-operatério € mesmo dessa forma
nao houve crescimento de microorganismos nos meios (BRUN et al, 2002, 2004). A
acao antibacteriana e antifungica da solucdo hipersaturada de sal também é
centralizada na diminuicdo da atividade de agua, contudo, ndo foi descartada a
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possibilidade de que o iodo (presente no sal comercial) atue neste sentido (BRUN et
al, 2002).

Antes de se implantar uma membrana conservada em solugbes
desidratante, torna-se necessario realizar a sua hidratacdo. O protocolo utilizado
para este fim, por diferentes autores, apresenta grande variacao, na dependéncia do
material conservado. O periodo minimo de 15 minutos demonstrou ser adequado
para hidratar pericardio mantido em sal, contudo torna-se necessario que,
previamente, se remova 0 excesso desta substancia por meio de irrigacao
abundante. Quanto a utilizagdo de antibi6ticos no liquido de hidrata¢do, os autores
acreditam que esta seja uma pratica desnecessaria, uma vez que nao foram
encontradas bactérias e fungos na analise histolégica do implante, e ndo ocorreu
crescimento destes organismos nos meios nutrientes (BRUN et al, 2002, 2004).

Os tecidos conservados em sal mantiveram a maleabilidade, mesmo antes
do periodo de hidratacdo. Tal caracteristica facilitou a manipulagdo do implante
durante o procedimento cirdrgico. Reagdes do tipo corpo estranho ou eliminacao do
implante nado foram detectadas, isso talvez seja indicativo de que a solugao
hipersaturada de sal possua funcdo antimunogénica, como em outros meios de
conservacao (BRUN et al, 2002, 2004). Ao exame histolégico, foi constatado que o
pericardio manteve seu arcabouco conjuntivo-fibrilar, porém as células nao
apresentavam nucleos (BRUN et al, 2002).

Este meio permitiu que o implante atuasse como arcabouco para que o
centro frénico canino fosse utilizado na reparagdo de tecido muscular de ratos
Wistar. Sendo assim um meio que pode ser utilizado na conservacao de biomateriais
(BRUN et al, 2004).

2.5.1.3. Glutaraldeido

O glutaraldeido é uma excelente opcao no tratamento de membranas
biolégicas por ser facilmente encontrado, econébmico e que trata o tecido em um
curto periodo. Este meio é muito utilizado em biopréteses comerciais, as valvulas
cardiacas fabricadas oriundas de valvulas aérticas porcinas sdo normalmente
tratadas em baixas concentragdes de solucao de glutaraldeido (normalmente 0,5%)
(KHOR, 1997). Entretanto, a calcificacdo do tecido é a principal causa de fracasso
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dos materiais mantidos nesse meio (BAUCIA et al, 2006; KHOR, 1997), indicando
que o glutaraldeido possui nucleos de ancoragem de caélcio, iniciando esse processo
(KHOR, 1997).

Esse meio de conservacdo a 4% quando utilizado na conservagao de
cartilagem auricular homologa de bovino para reparo de hérnia umbilical recidivante,
mostrou eficiente acao bactericida (SILVA et al, 2005).

Segundo Rabelo et al (2004), o centro tendineo diafragmatico bovino
conservado em glutaraldeido a 4% durante 30 dias apresentou incremento em sua
resisténcia quando a comparado ao material in natura. Este meio também se
mostrou eficiente quanto a sua acdo anti-séptica sobre formas vegetativas
bacterianas observadas neste estudo.

2.5.1.4. Glicerina

A glicerina, glicerol ou propanotriol é dotado de propriedade anti-séptica
que a levou a ser utilizada na conservacao de produtos (vacinas) e instrumentos de
borracha sem alterar as caracteristicas originais (ALVARENGA, 1992). As
membranas biolégicas conservadas em glicerina a temperatura ambiente sdo muito
utilizadas por serem facilmente manuseadas, ter baixo custo e bons resultados
(ALVARENGA, 1992; PIGOSSI, 1967; VICENTI et al, 2002). Quando utilizadas
dessa forma devem ficar por um periodo minimo de 30 dias, antes do procedimento
cirtrgico (ALVARENGA, 1992; DALECK et al, 1988; MAZZANTI et al, 2004; NETO et
al, 1999; OLIVEIRA et al, 2003; RABELO et al, 2004; RAPPETI et al, 2003). O tempo
minimo de conservacdo do biomaterial na glicerina garante a atenuacao
imunogénica assim como o seu efeito antimicrobiano (MAZZANTI et al, 2004).

O tempo de preservacdo da cartilagem em glicerina no estudo de
Rappeti et al (2003) foi adequado, pois 0s gatos que receberam o implante de
cartilagem auricular canina na parede toracica nao apresentaram sinais clinicos de
rejeicdo ou infecgdo. Ao serem removidas dos frascos, apresentavam aspecto rigido,
porém, com arquitetura tecidual macroscopica preservada. O tempo de 25 minutos
em que houve a reidratagao foi eficaz, tornando a cartilagem maleavel.

Quando se avaliou o peritdnio bovino conservado em glicerina, observou-se
auséncia de microorganismos (MOTA et al, 2003 e RODASKI et al, 2000).
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Os tendbes calcaneos de caes foram conservados em glicerina a 98% por
45 dias a 6 meses, este periodo foi adequado para prevenir reacao de rejeicao,
quando implantados onde tinham sofrido tenectomia do tendao calcaneo esquerdo
(RAISER et al, 2001).

As camadas musculares dos segmentos intestinais preservados em
glicerina mantiveram microscopicamente suas caracteristicas biologicas. Porém, se
tornaram mais aciddfillas e retraidas quando mantidas por 45 dias (MOTA et al,
2003).

A glicerina a 98% causou algumas rupturas na membrana plasmatica do
musculo liso intestinal nela preservado. Os componentes citoplasmaticos ficaram
levemente afastados entre si, ndo sendo possivel observar organelas integras,
porém foi possivel a identificagdo de corpos densos. Os nlcleos apresentavam-se
dilatados com desagregacao da cromatina. Encontrando-se também a presenca de
figuras mielinicas (MOTA et al, 2002).

O peritbnio bovino conservado em glicerina a 98%, manteve a sua
elasticidade e aparente resisténcia (DALECK et al, 1988 e RODASKI et al, 2000),
assim como o centro frénico canino, também conservado nesse meio (BRUN et al,
2004). A histologia revelou que o peritbnio bovino em glicerina por 60 dias
praticamente nao sofre alteracdes. Somente as fibras musculares apresentavam-se
mais aciddfilas, retraidas e com nulcleos condensados. Esses aspectos histolégicos
seriam compativeis com a acao desidratante da glicerina (DALECK et al, 1988).

Esta acédo propicia seu poder antisséptico e ocorre por causa da sua
acentuada hidrofilia. Havendo assim uma ligacdo covalente com as moléculas de
hidrogénio presentes na agua, ou seja, uma ligacao eletrostatica entre os atomos.
Acredita-se que a glicerina tenha contato com a agua das células quando ela
penetra nessas através dos poros existentes nas suas membranas, isto ocorreria
porque as moléculas da glicerina tém tamanho muito pequeno (PIGOSSI, 1967;
PIGOSSI et al, 1971).

As caracteristicas fisicas de consisténcia e maleabilidade do tendao
conservado em glicerina, apos reidratacdo, nao se igualaram a do tendao receptor,
mesmo apds o periodo de 24 h. Deduz-se que a conservagdo prolongada de
tendbes cause um grau de desidratacdo que nao pode ser compensado

completamente em 24h. Essa variacdo nao causou, no entanto, reacao tecidual
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diferenciada quando comparada aos preservados por menor tempo (RAISER et
al, 2001).

No estudo com artéria carétida homodloga conservada em glicerina e
implantada em uretra canina, verificou-se invasdo linfoplasmocitaria, indicativa de
processos em que existe reacdo local hiperimune, porém foi muito discreta e ndo se
difundiu ao redor do implante. Assim, o aspecto histopatolégico apresentado foi
representativo de processo inflamatério agudo. Por outro lado, a glicerina foi capaz
de preservar a arquitetura do tecido conservado, ndao havendo degeneracdo das
suas fibras (PAULO et al, 2000).

O centro tendineo diafragmatico bovino conservado em glicerina a 98%
durante 30 dias n&o apresentou diferencas significativas quanto a resisténcia,
quando comparado ao material in natura. A glicerina a 98% apo6s 30 dias de
conservagdo do tecido foi eficiente contra formas bacterianas vegetativas
(RABELO et al, 2004).

Outra vant