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RESUMO

SOUZA, Alessandra Santos Feijo da Silva. Cistoplastia experimental em coelhos
(Orictolagus cuniculus) com pericardio ovino tratado com glutaraldeido a 1% e
conservado em glicerina 98%. 2014. 42p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria)
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014

O objetivo deste estudo foi verificar se o pericardio ovino tratado com glutaraldeido a 1% e
conservado em glicerina 98% fornece arcabouco para orientacdo e desenvolvimento dos
tecidos vesicais, mediante processos de reparacao, restabelecendo totalmente os tecidos que
compdem a bexiga, além de avaliar a biocompatibilidade desta bioprotese, comparando-a com
a mesma membrana conservada em glicerina 98%. Foram utilizados 36 coelhos (Oryctolagus
cuniculus, Lagomorfa, Mammalia) da raga Nova Zelandia, machos e fémeas adultos com
média de peso entre 2 e 3 quilos, nos quais foram produzidos defeitos cirargicos na parede de
bexiga de 1,5cm x 1,5cm, substituidos por retalho de pericardio ovino, de mesma dimensao.
Metade dos animais recebeu retalhos de pericardio ovino conservados em glicerina a 98% a
pelo menos 30 dias e a outra metade recebeu retalhos de pericardio ovino tratados em
glutaraldeido por 18 dias, sendo entdo transferidos para frascos contendo glicerina, onde
foram mantidos por um periodo minimo de 30 dias. Os animais foram divididos em 6 grupos,
cada um constituido por 6 animais que foram abatidos aos 14, 30 e 60 dias apds a implantacao
dos enxertos. Foram realizadas a analise da urina coletada durante o trans-cirdrgico e
imediatamente apds o abate pelo exame de Elementos Anormais e Sedimentoscopia (EAS),
avaliagbes macroscopicas quanto a ocorréncia de possiveis complicagbes da enxertia tais
como: seromas, hematomas, fistulas, abscessos, calcificacBes, aderéncias, ndo incorporacao
do enxerto ou deiscéncia da sutura, formag&o de calculos na luz do 6rgéo e presenca de muco.
Através de analise histopatologica foram quantificados e qualificados o0s processos
inflamatorio e de reparagdo. O exame de urina revelou presenca constante de bactérias, apesar
do método asseptico de coleta, além de cristaldria, proteina e sangue oculto, dentre outras
alteracdes. Nao foram observadas complicacGes associadas a enxertia. Céalculos estavam
presentes em 35 dos 36 animais. A avaliagdo microscOpica mostrou caracteristicas do
processo inflamatorio e de reparagdo semelhantes nos dois tipos de tratamento das
membranas, com evolucdo favoravel em todos os periodos de observacao e total incorporacéao

do enxerto aos 60 dias poés-implante. Conclui-se que o pericardio ovino tratado com solucgéo



de glutaraldeido a 1% e conservado em glicerina 98%, assim como aquele somente
conservado em glicerina 98%, é capaz de promover a reconstituicdo da parede vesical

apresentando 6timo nivel de biocompatibilidade.

PALAVRAS CHAVE: Bioprotese, Membrana Biologica, Glicerina, Glutaraldeido.



ABSTRACT

SOUZA, Alessandra Santos Feij6 da Silva. Experimental cystoplasty in rabbits
(Orictolagus cuniculus) with ovine pericardium treated with 1% glutaraldehyde and
preserved in 98% glycerin. 2014. 42p. Dissertation (Master in Veterinary Medicine)
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropedica, RJ, 2014.

The aim of this study was to verify if the ovine pericardium treated with 1% glutaraldehyde
provides a framework for guidance and development of bladder tissue, by means of repair
processes, fully restoring the tissues that make up the bladder, and to evaluate the
biocompatibility of this bioprosthesis comparing with the same membrane preserved in 98%
glycerol. Thirty six rabbits (Oryctolagus cuniculus, Lagomorfa, Mammalia) New Zeeland,
adult males and females, weighing on average between 2 and 3 kilograms were used, in which
surgical defects of 1.5 cm x 1.5 cm were produced in the bladder wall, which were then
replaced by ovine pericardial patches of the same dimension. Half of the animals received
patches of ovine pericardium preserved at least for 30 days in 98% glycerin. The other half
received patches of ovine pericardium treated in glutaraldehyde for 18 days and then
transferred to vials containing glycerin, where they were kept for a minimum period of 30
days. The animals were divided into 6 groups, each consisting of 6 animals, which were
slaughtered at 14, 30 and 60 days after implantation of the grafts. Analysis of urine collected
during the trans-surgical and immediately after slaughter through Abnormal Elements and
Sedimentoscopy Test were performed, as well as macroscopic evaluations regarding the
occurrence of possible complications of grafting such as seromas, hematomas, fistulas,
abscesses, calcifications, adhesions, no incorporation of the graft or suture dehiscence, urnary
calculus and mucus. Inflammatory and repair processes were quantified by histopathological
analysis. Urinalysis revealed the constant presence of bacteria, despite the aseptic collection
method, as well as crystalluria, protein and occult blood, among other changes. No
complications associated with graft were observed. Calculi were present in 35 of 36 animals.
Microscopic examination showed features of inflammation and repair processes similar in the
two types of membranes treatment, a favorable outcome in all periods of observation and full
incorporation of the graft at 60 days post- implant. The conclusion is that the ovine

pericardium treated with a solution of 1% glutaraldehyde and preserved in glycerol 98%, as



well as only preserved in glycerol 98%, is able to promote the recovery of bladder wall
showing optimal level of biocompatibility.

KEY WORDS: Bioprosthesis, Biological Membrane, Glycerol, Glutaraldehyde.
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1 INTRODUCAO

Quando h& comprometimento da capacidade de armazenamento da bexiga, 0s
transtornos funcionais muitas vezes sdo graves e incapacitantes. Ha casos onde ¢é
imprescindivel a realizacao de cirurgias reconstrutivas para a correcao da baixa capacidade de
contencdo e alta pressao intravesical. As principais indicagdes para este tipo de cirurgia séo 0s

traumas graves, neoplasias e cistites intersticiais recorrentes.

Tradicionalmente tem se tentado a reconstrugdo da vesicula urinaria apds cistectomia
parcial, por meio da transposi¢do de segmento autélogo de intestino ou estbmago, conhecida
como anastomose do trigono vesical, utilizada sobretudo no homem; apresenta
inconvenientes, principalmente pela diferenca histoldgica entre o enxerto e a bexiga, tempo
prolongado de cirurgia, bem como pelo alto risco de contaminagdo. As complicagbes mais
observadas séo urolitiases, fistulas, contracdo do enxerto e producéo de muco.

Grande variedade de materiais tem sido usada na reconstrucao da bexiga. O pericardio
bovino vem sendo amplamente utilizado para fornecer arcabougo e orientar a cicatrizacao
mediante processos de reparacdo que restabelecem a estrutura e a fungéo dos tecidos lesados.
O pericardio de outras espécies tem demonstrado caracteristicas diferenciadas, principalmente

quanto a espessura e maleabilidade, que podem facilitar sua utilizacdo na parede vesical.

Para a utilizacdo de qualquer biomaterial é necessario submeté-lo a tratamento
quimico. O agente quimico para tratamento e conservacdo de materiais biolégicos mais
conhecido e utilizado na medicina veterinaria no Brasil é a glicerina a 98%, porém ha uma
grande preocupacgdo com o fato da agdo antimicrobiana da glicerina ser restrita a bactérias ndo
esporuladas e fungos, permitindo a transmisséo de agentes virais e bactérias esporuladas ao

animal receptor de enxertos homologos ou heterologos.

Desde 1969 utiliza-se o glutaraldeido na conservacdo de materiais biologicos, sendo
eficiente contra formas vegetativas bacterianas. A concentra¢do usual do glutaraldeido para
este fim varia de 0,5% a 0,625% considerada como esterilizante e ndo prejudicial a
incorporacdo do implante. Todavia, sabe-se que na concentracdo de 0,625% o glutaraldeido é
incapaz de inativar o virus rabico e, por este motivo, concentracfes mais altas devem ser

testadas.



2 OBJETIVO

Verificar se a solucdo de glutaraldeido a 1% para tratamento do pericardio ovino,
associado a conservacao em glicerina 98%, permite que esta bioprotese forneca arcabouco
para orientacdo e desenvolvimento dos tecidos vesicais, mediante processos de reparacao,
restabelecendo totalmente os tecidos que compdem a bexiga, além de avaliar a

biocompatibilidade desta bioprotese, comparando-a com a mesma membrana conservada em
glicerina 98%.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Conservacao de Membranas Bioldgicas

A utilizacdo de membranas bioldgicas, no Brasil, teve inicio a partir da implantacéo
experimental de dura-méater homologa, conservada em glicerina, na substituicdo de segmento
dural de cées (PIGOSSI, 1967).

Pigossi, em 1967, frente a necessidade de utilizar membranas bioldgicas para
reparacdo cirurgica, realizou um estudo experimental em cées. Ele analisou no periodo de 19
a 105 dias a dura-mater canina, que apos lavagem em agua corrente para retirada de sujidades,
foi acondicionada em frasco de tubo de ensaio com glicerina pura a temperatura ambiente e
conservada durante este periodo. Em periodos variaveis, exames histolégicos das pecas de
dura-mater foram realizados para a verificacdo de alteracdo em sua textura e uma

discretissima delaminacéo do colageno foi notada e, posteriormente, atribuida a desidratacéo.

Estas membranas foram implantadas em dura-mater de cées sem realizacdo de testes
bacteriolégicos prévios. Os animais foram acompanhados e mortos em periodos de 10 a 360
dias, sendo um animal por més, e a necropsia apresentavam auséncia de reacdo inflamatoria
aguda. De acordo com o autor, este fato indicou a esterilidade e baixa antigenicidade do
material implantado, uma vez que o0s animais ndo receberam antibioticoterapia.
Posteriormente houve substituicdo da dura-mater com a reabsor¢do e incorporacdo do material
implantado nos casos de periodo de evolucdo mais longo (PIGOSSI, 1967; PIGOSSI et al.,
1971).

O primeiro agente quimico utilizado no tratamento de membranas bioldgicas foi a
solucéo de glicerina e durante muitos anos foi o Unico produto usado na medicina veterinaria.
Esta solugéo, em altas concentracOes, atua desidratando o tecido e removendo a maior parte
da &gua intracelular sem, contudo, alterar as concentracGes ionicas das células, sendo por isso
eficaz fixador e protetor da integridade tecidual (PIGOSSI, 1967; PIGOSSI et al., 1971;
LEITE et al., 1979; BRAILE, 1990).

Muitos experimentos foram e vém sendo realizados com membranas biologicas
conservadas com glicerina (PIGOSSI, 1967; PIGOSSI et al., 1971; ALVARENGA, 1992,
3



LEITE et al.,, 1979; BRAILE, 1990; BARROS et al.,, 1994; ALMEIDA et al.,, 1998;
BRANDAO et al., 2001; GURGEL & CORTEZ FILHO, 2001; QUITZAN et al., 2003;
BRUN et al.,, 2004; BRAGA & PIPPI, 2011) e os resultados obtidos sempre foram
satisfatorios tanto em relacdo a reacdo inflamatdria quanto ao processo regenerativo. De
acordo com Leite et al. (1979) este agente quimico proporciona auséncia de reacOes
inflamatorias agudas dos implantes, o que indica a baixa antigenicidade do transplante
mantido neste meio de conservacgdo, e para Mota et al. (2002) a solucéo de glicerina 98% é a
que melhor mantém a integridade celular. No entanto, esta solugdo possui acao
antimicrobiana restrita e de acordo com Rodas et al. (2008) a glicerina possui agao citotdxica
em concentraces acima de 78% - de acordo com os autores, o extrato de pericardio bovino
tratado com glicerina 78%, ao ser implantado em uma cultura de células ovarianas de hamster

eliminou 50% da populacdo celular indicando, portanto, atividade citotdxica.

Pigossi et al. (1971), relataram a impossibilidade de investigacdo da transmissdao de
particulas virais por meio de membranas bioldgicas tratadas com glicerina 98% por motivos
técnicos, no entanto consideram esta solucdo de tratamento, embora seja utilizada em
concentracfes menores para manutengdo viral na rotina de laboratérios, capaz de inativar
particulas e evitar a transmissdo de doencas causadas por virus quando em conservacao
prolongada e a temperatura ambiente. Porém, Trani (2006) demonstrou que, mesmo a
temperatura ambiente e por periodo de 30 dias, o virus rabico foi mantido em pelo menos
50% das amostras tratadas.

O glutaraldeido (C5H802), também conhecido como pentanedial, € uma solugdo
quimica, biocida e desinfetante, utilizada no tratamento quimico, conservacéo e fixacdo de
biomateriais (U.S.DHHS, 2011). A sua utilizacdo teve inicio na medicina humana no final dos
anos 60. A aplicacdo desta solucdo de tratamento e conservacdo abrange membranas
biolégicas como cartilagens (ADLINGTON et al., 1992), por exemplo, além de implantes de
pele (ZHENG, 1991), colageno (OLIVER et al.,, 1975; OLIVER e GRANT, 1980) e

pericardios autdlogos ou heter6logos, tendo entdo se mostrado eficiente em muitos estudos.
3.2 Caracteristicas do Pericardio

O pericardio é uma membrana que forma um saco fibroso, grosso, translucido, de duas

capas. E composto por uma folha fibrosa externa que se adere ao esterno, aos grandes vasos e



ao diafragma, e por uma membrana serosa interna. Sua capa fibrosa esta coberta por uma
lamina serosa de células cubdides, que junto com a membrana serosa formam o pericardio
parietal. A membrana serosa, por sua vez, se reflete na superficie epicardica formando o
pericardio visceral. O maior constituinte do pericardio parietal é o tecido fibroso, cujos
principais componentes sdo as fibras compactas de coladgeno dispostas entre trés capas
orientadas em angulos iguais entre si. As fibras de elastina também formam parte do
pericardio, no entanto sdo menos numerosas, nao formam fibras densas e tendem a estar
orientadas em angulo reto com relacédo as fibras coladgenas adjacentes. A predominancia de
coldgeno e sua configuracdo anatdbmica sdo muito importantes para as propriedades
viscoelasticas do pericardio (COVARRUBIAS et al., 2005).

O pericardico ovino a fresco é constituido de epitélio simples pavimentoso (mesotélio),
repousando sobre camada de tecido conjuntivo frouxo, seguida por outra camada
fibrocolagena compacta denominada de tecido conjuntivo denso ndo modelado, com fibras
pouco acidofilas dispostas irregularmente, préximas entre si, e com nucleos de células
(fibrocitos) acentuadamente basoéfilos; pode-se observar também vasos sanguineos muitas
vezes circundados por tecido adiposo e a substancia fundamental amorfa. Nas amostras de
pericardio parietal conservadas em glicerina a 98%, nos dias 15, 30, 60 e 90, foi verificada
uma desorganizacdo tecidual, mais acentuada aos 15 dias (BARBOSA et al., 2012).

O pericardio é um material de origem bioldgica altamente resistente, de facil manejo
cirargico, maleavel e sem problemas de reacdo como corpo estranho. Além disso, é um tecido
de facil obtencdo. O tratamento do pericardio com glutaraldeido proporciona propriedades
mecanicas e imunogeénicas, flexibilidade, reduz a trombogenicidade e controla a degradagéo
tecidual (MAIZATO et al., 2008). Apds o tratamento, com remocdo de restos celulares,
proteinas degradaveis e lipideos, ele consiste de uma malha de fibras coldgenas, um material
facil de suturar, com boa forgca, minima elasticidade, e auséncia de irritagdes no contato com
outros materiais (ANSON & MARCHAND, 1996 apud YAMATOGI et al., 2005).

Com base nessas qualidades adquiridas, o pericardio recebe indicagdes para cirurgia
cardiovascular (fechamento de defeitos intercavitarios, ampliacdo da via de saida do
ventriculo direito, alargamento do anel aortico em trocas valvares, tratamento de aneurismas
de aorta e ventriculo esquerdo, reconstrucdes atriais e ventriculares), toracica (fechamento de

coto brobnquico, fechamento de hérnias diafragmaticas, tratamento de defeitos congénitos e



trauméticos da parede toracica), geral (tratamento cirurgico de hérnias e eventragdes),
uroldgica (cistoplastias, ureteroplastias) e neurocirurgia (substituicdo de dura-mater)
(FONTE: BRAILE BIOMEDICA - INDUSTRIA DE PRODUTOS
CARDIOVASCULARES, 2011).

3.3 Pericardio Conservado com Glutaraldeido

O material utilizado em implantes somente ¢ ideal para aplicagdes “in vivo” se for
biocompativel e causar a menor toxicidade ou injdria ao tecido, e ndo deve ser carcinogénico
ou imunogénico (TANG et al. 1995). Ao longo dos anos, o pericardio tem se mostrado um
eficiente biomaterial com bons resultados, além de ser de facil obtencdo e de baixo custo.
Outras vantagens observadas no pericardio, quando tratado com o glutaraldeido, além da
resisténcia é a auséncia de rejeicdo como corpo estranho (SANTILLAN-DOHERTY et al.,
1995), é de facil manipulacdo cirdrgica e atua como uma base adequada sobre a qual
proliferam fibroblastos com deposito de colageno e formacéo de cicatriz em forma satisfatoria
(SANTILLAN-DOHERTY et al., 1996). Portanto, uma vez que a resposta tecidual local ao
biomaterial é o critério mais importante para a determinacdo da biocompatibilidade, pode-se
considerar o pericardio conservado com glutaraldeido um material biocompativel. O aspecto
inerente a compatibilidade sanguinea implica uma série de caracteristicas intrinsecas ao
material de implante, ou seja, ndo destruir ou sensibilizar os elementos celulares do sangue,
ndo alterar as proteinas plasmaticas, ndo causar respostas imunes diversas, nao induzir a
carcinogenicidade ou mutagenicidade, ndo produzir reacdes toxicas ou alérgicas, ndo depletar
eletrolitos, ndo ser adversamente afetado pela esterilizacdo, apresentar estabilidade no

ambiente fisioldgico e ndo provocar calcificagcdo (PINTO et al., 1993).

A eficécia dos aldeidos como esterilizantes para bactérias, fungos e enterovirus depende
da concentragdo, temperatura, pH e tempo de exposicdo. As baixas concentracdes de
glutaraldeido, usualmente utilizadas no tratamento de tecidos bioldgicos ndo sdo muito
eficazes contra micobéacterias, esporos de bactérias (Bacillus subtilis, Clostridium
sporogenes), fungos (Chaetomium globosum), e slow viruses (virus com um longo periodo de
incubacéo entre a infeccdo e o desenvolvimento de doengas degenerativas como a doenca de
Creutzfeldt-Jakob) (HILBERT et al., 1988 apud MAIZATO, 2003). Trani (2006), também
demonstrou a ineficacia de baixas concentracfes de glutaraldeido (0,625%) no tratamento e

controle do virus rabico em pericardios bovinos tratados. Isto demonstra a necessidade de
6



aumento das concentracOes utilizadas para este tipo de tratamento, entretanto, concentragoes
maiores sdo extremamente toxicas (WERLEY et al., 1996), embora sejam mais rigorosamente

desinfetantes.

Devido a toxidade do glutaraldeido, a lavagem abundante com solucéo salina antes de a
membrana bioldgica ser implantada se torna uma questdo importante (PINTO et al., 1993).
Além disso, ja foi considerado que qualquer variacdo no modo de preparacdo pode influenciar
no balango (equilibrio) entre a reabsor¢do do implante e a deposigdo de fibrose no local do
implante (ADLIGTON et al., 1992). Dessa forma, tornam-se necessarias novas pesquisas para
se determinar concentracdo ideal de glutaraldeido que ndo interfira bruscamente na reacao
inflamatdria, que ndo provoque intensa calcificacdo do implante, que ndo gere uma toxicidade

local e que seja capaz de controlar de forma eficaz o crescimento microbiano.

Para Kim et al. (2000), o biomaterial, além da biocompatibilidade, deve promover
interacdo celular e desenvolvimento tecidual, e possuir propriedades mecénicas e fisicas como
maleabilidade e resisténcia. Ele deve ser biodegradavel e bioabsorvivel para suportar a
reconstrucdo de um tecido completamente normal sem inflamacdo; tal comportamento do
biomaterial evitaria o risco de respostas inflamatdrias e de corpo estranho que podem estar
associadas com a presenca permanente do material estranho (KIM et al., 1998).

Biomateriais facilitam a localizacdo e chegada das células e/ou fatores bioativos
(peptideos de adesdo celular e fatores de crescimento) aos locais pretendidos no corpo,
definem um espaco tridimensional para a formacdo de novos tecidos com estruturas
apropriadas e guiam o desenvolvimento destes novos tecidos com sua apropriada funcgao
(KIM & MOONEY, 1998).

3.4 Reconstrucéo vesical

Alternativas para reconstituicdo do aparelho urinario, especialmente no que concerne a

reconstrucdo vesical, tem sido pesquisadas (GRECA et al., 2004).

As técnicas de substituicdo parcial ou total da parede da bexiga por segmentos do trato
digestivo sdo relatadas desde 1888, quando Tizzoni e Foggi aumentaram a bexiga de um cao
com uma alga ileal fixada no colo vesical (SONTOULIDES et al., 2009). Varios sdo 0s

segmentos do trato gastrintestinal que podem ser utilizados na cirurgia uroldgica, como o



estbmago, jejuno, ileo e o colon, sendo o ileo o segmento mais amplamente utilizado
(GRECA et al., 2004). Entretanto, complicacfes inerentes a estes procedimentos ndo séo
limitadas aquelas comuns a qualquer cirurgia abdominal, mas também aquelas que resultam
da seccdo do trato gastrintestinal e da interposicdo de diferentes segmentos digestivos no trato
urinério (SONTOULIDES et al., 2009). Em trabalho envolvendo 19 pacientes humanos com
acompanhamento pos-cirdrgico médio de 14 anos, Gurung at al. (2012) observaram
complicacdes em 57,9% dos casos, entre elas célculos, urosepsis, refluxo vesico-ureteral,
reimplantacdo ureteral devido ao refluxo e laparotomia para correcdo de obstrucao intestinal.
A ileocistoplastia apresenta um risco baixo porém significante de malignidade, com tumores
agressivos e associados a alta mortalidade; a maioria destes tumores sdo adenocarcinomas de
intestino ou bexiga e carcinomas de células escamosas, embora casos de carcinomas de
células de transicdo também sejam relatados (SONTOULIDES et al., 2009). Higuchi et al.
(2001) e Quinta et al. (2013) relatam a necessidade de acompanhamento periddico dos
pacientes com exames laboratoriais e de imagem, com objetivo da detecgdo precoce de

alteracdes neoplasicas.

Técnicas de engenharia tecidual, usando materiais biodegradaveis que atuam como
veiculos transportadores celulares, envolvem cultivo e cultura in vitro de células epiteliais
(GRECA et al., 2004). Estas alternativas emergentes, incluindo os avancos na engenharia
genética e tecidual e pesquisas com células tronco, sdo consideradas como a nova fronteira na
cirurgia reconstrutiva de bexiga, porém os relatos de resultados a longo prazo ainda sdo
escassos (JOHNSON e SINGH, 2013).

3.5 Membranas bioldgicas implantadas na bexiga

Complicagdes locais adversas podem ocorrer na presenca de qualquer implante, mas
estudos (HENCH, 1998) mostram que 0s materiais biologicos adaptam-se mais facilmente
como implantes e funcionam ndo sé como arcaboucos para migracdo de fibroblastos, mas
também como sinalizadores celulares, proporcionando, muitas vezes, ndo o crescimento de
tecido cicatricial e sim de tecido regenerado, apresentando assim uma grande vantagem sobre

os implantes néo bioldgicos.

As principais caracteristicas de uma protese a ser implantada na bexiga sao:

biocompatibilidade, capacidade de distensdo, ndo propiciar a formacdo de calculos,



impermeabilidade, ndo ser carcinogénica, se estéril e capaz de manter as propriedades
urodindmicas do 6rgao em questdo (PENTERMANN et al., 1985).

No trabalho de Oliveira et al., (2008), em todos os periodos de observacdo, havia
aderéncias da regido do implante com o peritonio parietal da parede ventral do abddmen . Aos
sete e aos 14 dias de pds-operatorio, os testiculos estavam aderidos ao local da cistoplastia e
aos 60 dias notou-se aderéncia de ceco e de segmento de jejuno ao sitio do implante
(OLIVEIRA et al., 2008). Estes achados corroboram os de Daleck et al. (1989), ao
verificarem aderéncias do intestino delgado, reto e epiplon, apos cistoplastia dorsal, em caes,
com membrana peritoneal bovina, e os de Sutherland et al. (1996), que encontraram
aderéncias da uretra, ovario, tuba uterina e omento a regido de reparo vesical, em ratos, com
membrana composta por matriz de tecido acelular derivada da parede géstrica e vesical,

oriundas desta mesma espécie.

As aderéncias poOs-cirurgicas que ocorrem na cavidade peritoneal sdo decorrentes de
baixa atividade fibrinolitica no local da lesdo cirurgica, favorecendo o acimulo de matriz de
fibrina e, consequientemente, uma fibroproliferacdo, que se caracteriza por adesdo
(LIAKAKOS et al., 2001).

E importante resaltar que os implantes em bexiga propiciam a formagio de calculos
(PENTERMANN et al., 1985; SUTHERLAND et al., 1996; ELBAHNASY et al., 1998;
KROPP, 1998; YOO et al., 1998; YAMATAKA et al., 2003; NUININGA et al., 2004),
constituidos por carbonato de célcio, e ndo por estruvita, oxalato de calcio e fosfato de célcio,

conforme constataram Sutherland et al., (1996) e Nuininga et al., (2004).

AlteracGes urinarias constatadas por Oliveira et al., (2008) em todas as amostras
coletadas, como cristalria composta por carbonato de célcio e tracos de proteina, aspecto
turvo, densidade média de 1,030, pH 8 a 9, devem-se tanto ao emprego do implante, quanto
ao do fio de sutura, materiais estranhos ao tecido vesical, que, além de ocasionarem alteracdes
na parede da bexiga, serviram de base para a agregacgdo e formacéao de célculos (MORRIS et
al., 1986). Outro possivel fator para essa ocorréncia relaciona-se ao tipo de dieta oferecida aos
animais, pois as racdes comerciais para coelhos s@o alcalinas, elevando o pH urinario e
favorecendo a cristalria (KIWULL-SCHONE et al., 2005).



Aos 60 dias de pds-operatério, OLIVEIRA, et al., (2008) observaram, sob microscopia de
luz, que a parede vesical apresentava-se totalmente reconstituida. Foi possivel verificar
completa reepitelizacdo, presenca de lamina propria, fibras coldgenas organizadas, algumas
fibras musculares e escassas células inflamatorias mononucleares, corroborando as descri¢des
de DALECK et al. (1987), DALECK et al. (1988) e de COSTA NETO et al. (1999). Em todas
as amostras avaliadas aos 60 dias, notou-se a auséncia da membrana de peritonio bovino.
Logo, pode-se concluir que o peritbnio bovino forneceu arcabouco para orientacdo e
desenvolvimento dos tecidos vesicais, restabelecendo, aos 60 dias de pés-operatdrio, 0s

tecidos que compdem o 6rgao.
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencdo e Limpeza da Membrana Bioldgica

Os pericardios ovinos foram obtidos de animais abatidos em matadouro de Fiscalizacéo
Estadual na cidade de Trés Rios — RJ. O material coletado foi transportado e conservado em
uma embalagem pléstica limpa e n&o estéril, em recipiente térmico com gelo, que manteve 0s
pericardios em temperatura média de 10°C, aferida com termOmetro até a chegada ao
laboratdrio. Em seguida, foi realizada a limpeza pericardica, retirando-se a gordura para que 0

tratamento e conservacao fossem iniciados.

4.2 Preparacao das Solucdes de Glutaraldeido e Glicerina

As solugdes de glutaraldeido e glicerina foram preparadas no laboratério do
Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria da UFRRJ. Preparou-se uma solugédo PBS,
composta por fosfato monopotassico, fosfato dissodico, cloreto de sodio e dgua destilada, que
foi utilizada para o tamponamento da solucdo de glutaraldeido 1%. Obteve-se a concentracdo
da solugdo através de volume por volume e o pH final 7,2, aferido por pHmetro (TRANI,
2006). Utilizou-se solucdo de glicerina comercializada na concentracdo 98%, que, assim
como a solucdo de glutaraldeido, foi armazenada em frascos estéreis com 70ml das solucdes

cada.

4.3 Tratamento e Conservacao dos Pericardios Ovinos

Os pericardios ovinos, ap6s a limpeza, foram fracionados em partes com Aareas
equivalentes a 1,5 x 1,5cm, medidos por paquimetro e, em seguida, cada frasco de solucéo
recebeu um fragmento para que o processo de tratamento fosse iniciado. Os fragmentos em
glicerina permaneceram nestes frascos por no minimo 30 dias (DALECK et al., 1988); em
glutaraldeido permaneceram por 18 dias (GOISSIS, 1999), sendo entdo transferidos para
frascos contendo glicerina, onde foram mantidos por um periodo minimo de 30 dias. Todos
permaneceram armazenados em temperatura ambiente, sob protecdo da luz em caixa escura

vedada.
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4.4 Amostragem dos Animais

Foram utilizados 36 coelhos (Oryctolagus cuniculus, Lagomorfa, Mammalia) da raca
Nova Zelandia, machos e fémeas adultos com média de peso entre 2 e 3 quilos, procedentes
do Instituto de Zootecnia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais suspensas com dimensbes de
80x50x35cm em galpdo telado com piso e ventilacdo adequados, onde receberam &gua e
ragéo seca sem restrigoes.

Foram formados seis grupos, sendo que cada grupo foi constituido por seis coelhos.
Grupo 1: coelhos que receberam implantes conservados com glicerina a 98% e foram mortos
apos 14 dias;

Grupo 2: coelhos que receberam implantes conservados com glicerina a 98% e foram mortos
apos 30 dias;

Grupo 3: coelhos que receberam implantes conservados com glicerina a 98% e foram mortos
apos 60 dias;

Grupo 4: coelhos que receberam implantes tratados com glutaraldeido a 1%, posteriormente
conservados na glicerina a 98% e foram mortos apés 14 dias;

Grupo 5: coelhos que receberam implantes tratados com glutaraldeido a 1%, posteriormente
conservados na glicerina a 98% e foram mortos apds 30 dias;

Grupo 6: coelhos que receberam implantes tratados com glutaraldeido a 1%, posteriormente

conservados na glicerina a 98% e foram mortos apds 60 dias;

4.5 Procedimentos Pré, Trans e Pés-Cirurgicos

Os pericardios foram retirados dos frascos e lavados com solucéo salina estéril (cloreto
de sddio a 0,9%) para a retirada do maximo de solugéo presente na superficie (PINTO et al.,
1993). Foram efetuadas quatro lavagens nos fragmentos tratados com glicerina (PINTO et al.,
1993) e oito lavagens nos que foram tratados com glutaraldeido (PINTO et al., 1993,
HADDAD FILHO et al., 2004). Cada lavagem foi realizada com 10 ml da solucdo salina.

Apos a Ultima lavagem, os fragmentos permaneceram nesta solucdo por 30 minutos.
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Para realizacdo da técnica de cistoplastia, cada coelho foi contido manualmente e os
pélos que recobrem as orelhas foram tricotomizados, aplicado 1ml da mistura de lidocaina-
prilocaina a 5% (creme EMLA®) sobre a pele para posteriores puncdes venosa e arterial livres
de dor (FLECKNEL, 1990). Como medicacdo pré-anestésica foram administrados, pela via
subcutdnea (SC), meloxicam 1,5 mg/kg (TURNER,2006) e morfina 2,5 mg/kg (LIPMAN,
2008; MURAI & OGURA, 1978). A anestesia foi induzida com propofol 8mg/kg via
intravenosa (IV) (MARTIN-CANCHO, 2006) e mantida com isoflurano por meio de mascara
conectada a um circuito semifechado (BATEMAN, 2005).

Com o animal posicionado em decubito dorsal, foi realizada a tricotomia da regido
abdominal caudal, seguida de anti sepsia. Apo6s celiotomia mediana, isolamento da bexiga
com compressas Umidas e cistocentese, foram aplicados dois pontos de reparo na extremidade
cranial e dois na extremidade caudal do plano a ser incisado, para auxiliar e facilitar a
manipulacdo do 6rgdo; da face dorsal da vesicula urinaria, apo6s incisdo em estocada, retirou-
se um fragmento de 1,5 x 1,5cm, o qual foi substituido por retalho de pericardio ovino, de
mesma dimensdo, de acordo com OLIVEIRA et al. (2008). O implante foi fixado através de
sutura continua simples com fio absorvivel sintético multifilamentar (Poliglactina 910) 5-0
em Unico plano. Quatro pontos simples separados sero-musculares foram aplicados nos
veértices da interface implante-hospedeiro, com fio inabsorvivel sintético (nailon)3-0, para a
identificacdo futura da regido do implante (OLIVEIRA et al., 2008). (Figura 1)

- ~ P23

FIGURA 1 — 1. Vesicula urinaria de coelho isolada com compressas Umidas; 2. cistocentese; 3. pontos de
reparo nas extremidades cranial e caudal do plano incisado, para auxiliar e facilitar a manipulacdo do 6rgéo; 4.
substituicdo do defeito cirdrgico por retalho de pericardio ovino, de mesma dimensao;5. fixacdo do enxerto
através de sutura continua simples com fio absorvivel sintético multifilamentar (Poliglactina 910) 5-0 em Unico
plano; 6. quatro pontos simples separados sero-musculares aplicados nos vértices da interface implante-
hospedeiro, com fio inabsorvivel sintético (nailon)3-0.
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Foram instituidas as terapias antimicrobiana com enrofloxacina (5mg/kg), via (SC), a
cada 24 horas, durante cinco dias consecutivos e antiinflamatoria com meloxicam (0,1mg/kg),
via (SC), a cada 12 horas durante trés dias, bem como a limpeza da ferida cirtrgica com
clorexidina, a cada 24 horas, por sete dias. Todos os animais receberam colares protetores

para evitar deiscéncia de sutura decorrente de auto-mutilacéo.
4.6 AvaliacOes
4.6.1 Avaliacéo clinica

Os animais eram observados a cada 12 horas nos trés primeiros dias e entdo
diariamente até o abate, quanto a ingestdo de alimento e agua e aspecto da ferida cirdrgica
quanto a formacao de seromas, hematomas, fistulas e abscessos.

4.6.2 Andlise da urina

A urina coletada durante o trans-cirrgico e imediatamente ap0s o abate, por

cistocentese, foi analisada pelo exame de Elementos Anormais e Sedimentoscopia (EAS).

4.6.3 Coleta das amostras e avaliacdo macroscopica

Cada grupo foi avaliado em periodos pos-operatorios diferentes correspondentes a 14,
30 e 60 dias, apos abate com tiopental sédico (200mg kg™) por via IV. Foi observada a
ocorréncia de possiveis complicaces da enxertia tais como: seromas, hematomas, fistulas,
abscessos, calcifica¢bes, aderéncias, peritonite, ndo incorporacdo do enxerto ou deiscéncia da

sutura, formacéo de calculos na luz do 6rgéo, presenca de muco e aspecto da bexiga.
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A forga das aderéncias foi avaliada de acordo com o sistema de escore utilizado por
Jenkins (1983):
e () — Sem aderéncias;
e (+) — Frouxamente aderido, sendo facilmente rompida a adesao;
e (++) — Moderadamente aderido, sendo liberado através de disseccdo romba;
e (+++) — Firmemente aderido, sendo liberado somente com o uso de material

cortante.

As necropsias dos animais foram realizadas imediatamente apds o ébito. Fragmentos
do pericardio e parte do tecido circunjacente foram coletados, fixados em formol a 10%,
devidamente identificados e encaminhados ao laboratorio para andlise histopatologica.
Quando a bexiga estava repleta apds o abate, a urina foi colhida para posterior anélise
laboratorial (urinélise e sedimentoscopia), bem como possiveis calculos.

Todas as carcagas foram encaminhadas para cremacéo.

4.6.4 Processamento e analise microscdpica das amostras teciduais

Apbs a fixacdo, os fragmentos foram desidratados em alcool absoluto, tratados com
xilol e incluidos em parafina, cortados na espessura de 5u e corados pela hematoxilina-eosina
(HE) para analise microscopica. Dividiu-se o estudo em analise subjetiva e em objetiva.

Na analise subjetiva foi realizada avaliacdo das laminas coradas com hematoxilina-
eosina quanto a presenca ou a auséncia de urotelizacao, fibrose, presenca de células gigantes,
calcificagdo distréfica, necrose, rejeicao e regeneracao.

A analise objetiva com coloragdo HE consistiu na quantificacdo do processo
inflamatdrio e reparador utilizando-se os seguintes parametros: infiltracdo heterofilica,
infiltracdo macrofagica, grau de inflamac&o, neovascularizacao e fibroplasia. Os dados foram
classificados utilizando-se uma tabela objetiva de escores, adaptada daquela proposta por
BATISTA et al. (1996), descrita a seguir:
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TABELA 1. Conversdo de graduacéo em escore.

GRAU DE INFILTRAGCAO  INFILTRAGAO NEOVASCULA FIBROPLASIA
INFLAMAGAO HETEROFILICA MACROFAGICA RIZAGAO

Ausente 0 0 0 0 0

Discreta 1 1 1 1 1

Leve 2 2 2 2 2

Leve a 3 3 3 3 3
moderada

Moderada 4 4 4 4 4

Moderada a 5 5 5 5 5
acentuada

Acentuada 6 6 6 6 6

pelo Teste de Mann-Whitney.

Os valores obtidos da conversdo em escores receberam tratamento estatistico
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5 RESULTADOS

A urina foi coletada por cistocentese no periodo trans cirurgico em 24 dos 36 animais,

que foram aqueles que apresentaram colecao do liquido na bexiga. Em poucos coelhos (5 dos

36) pode-se observar urina no pds-abate imediato. Os resultados do exame de E.A.S. estdo

listados no Quadro 1.

QUADRO 1 - Alteracdes de E.A.S. observadas na urina coletada por cistocentese no periodo pré-cirdrgico e
apos o abate de coelhos submetidos a cistoplastia experimental com pericardio ovino tratado pela Glicerina 98%
ou Glutaraldeido 1% e Glicerina 98%.

ANIMAL | SEXO GRUPO IIE:TSAIE:ACI)E EXAME QUIMICO SEDIMENTOSCOPIA
1 M sg oculto + bact+
2 M sg oculto ++ hem0a8
4 M 1 bact +
5 M pH 7; *** hem 5 a 8; bacts raras;
6 M bacts++; cels vesicais +
7 M vol 3ml; ** pH 7 bact; oxalato de Ca; cels vesicais
7 p6s M pH 7; sg oculto++
8 pds M pH7; sg oculto +++ hem 20 a 22; leuc 8 a 10; bact+
9 M hem 20 a 22; leuc incont; bact+++;
estruvita +; oxalato de Ca+
9 pbs M 2 sg oculto ++ hem 10 a 12; bact raras;
10 M bact+++; muco+
10 pés M sg oculto +++ hem 16 a 18; bact raras
11 F dens 1050 sg oculto + bacts +++; leuc 4 a 6; estruvita raros;
oxalato Ca raros; muco+
12 M dens 1044 hem 8 a 12; estruvita +
12 pos M ptn++(100); sg oculto + hem 5 a 6; bact raras
13 M ptn ++(100) sptz; bact+; *
14 F 3 bact+; *
18 M vol 3ml; ** ptn+++(500); sg sptz; bact; oxalato de Ca; céls vesicais
oculto+++
19 M vol 2ml; ** bacts+; muco+
20 M bact+
21 M pH7 bacts raras
22 M 4 pH 6,5; sg oculto +++ hem 18 a 20; bacts raras; oxalato de Ca
raro
23 M sg oculto +++ hem 13 a 14; bacts raras
24 M sg oculto +++ hem 10 a 18; bacts raras
31 F ptn++(100) bact++; cels vesicais+; *
32 F bact+;*
33 F 6 vol 3ml; ** ptn+++(500); bact incont; *; cels vesicais
34 M sg oculto+ bact+++; *
35 M vol 1ml; **; sg oculto+; bil++ bact; cels vesicais
dens 1038
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Na avaliacdo macroscopica apds o abate ndo foi observada a formacdo de seromas,
hematomas, fistulas, abscessos ou calcificagfes. O enxerto estava incorporado em todos 0s
especimes e podia ser fracamente identificado somente nos Grupos 1 e 4 (animais abatidos
aos 14 dias de pos-operatdrio), apesar de que as superficies internas da parede vesical de
todos os animais apresentavam aspecto brilhante e continuo, parecendo estarem todos
recobertos pela mucosa conforme observado na Figura 2.

[ -

FIGURA 2 — Aparéncia da mucosa vesical dos coelhos que receberam implante de pericéardio ovino conservado
em glicerina 98% e abatidos aos 60 dias de p6s-operatério.

O Quadro 2 mostra as alteracBes macroscopicas observadas em cada animal do
experimento. As aderéncias estdo classificadas de acordo com o sistema de escore utilizado
por Jenkins (1983) para descrever sua forca de resisténcia e encontra-se também descrita sua
localizacdo. Calculos foram anotados conforme presenca (s) ou auséncia (-) e outras
observacdes também foram anotadas.
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QUADRO 2 - Alteragdes macroscépicas observadas ap0s o abate de coelhos submetidos a cistoplastia
experimental com pericardio ovino tratado pela Glicerina 98% ou Glutaraldeido 1% e Glicerina 98%.

- P OUTRAS
ANIMAL | GRUPO | SEXO ADERENCIA CALC. OBSERVACOES
1 M +++ reto e omento S
2 M +++ reto; ++ omento S
3 Grupo 1 M +++ int delg e peritdnio parietal s deiscéncia sutura de pele; peritonite; massa
ventral caseosa na cavidade peritoneal
4 M ++ omento S
5 M ++ omento S
6 M ++ omento S
7 M + omento S
8 M +++ int delg s
9 Grupo 2 M + omento S
10 M + omento S
11 F + omento S
12 M + omento S
13 M + omento S
14 F ++ omento -
15 Grupo 3 F + omento S
16 M + omento S
17 M + omento S
18 M + reto S
19 M +++ reto S
20 M ++ peritdnio parietal ventral S
21 M ++ omento S
22 Grupo 4 M + omento S
23 M ++ omento S
24 M +++ peritdnio parietal ventral e int S Eventracédo
delg
25 M ++ omento S
26 M ++ omento S
27 M - S
28 Grupo 5 M ++ ceco S
29 M + reto S
30 M ++ int delg S
31 F ++ omento S
32 F ++ omento S mucosa da bexiga hiperémica
33 Grupo 6 F + omento S
34 M + omento e peritdnio parietal ventral S
35 M ++ omento S
36 M + omento S

(-) — Sem aderéncias; (+) — Frouxamente aderido, sendo facilmente rompida a adesdo; (++) — Moderadamente
aderido, sendo liberado através de dissec¢do romba; (+++) — Firmemente aderido, sendo liberado somente com o

uso de material cortante.

As litiases apresentavam coloracdo de amarelo acinzentado a amarelo ambar, a

maioria com formato e superficie irregular, variando grandemente quanto ao seu tamanho e

aparéncia (Figura 1). Apenas um dos calculos ndo estava aderido ao implante, apresentando-

se livre na luz da vesicula urinaria.
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FIGURA 3 — Amostras de litiases vesicais obtidas de bexigas de coelhos submetidos a cistoplastia experimental
com pericérdio ovino tratado pela Glicerina 98% ou Glutaraldeido 1% e Glicerina 98%.

Apresenta-se a seguir a descri¢cdo da avaliagdo microscopica dos grupos experimentais
nos quais as vesiculas urindrias dos coelhos foram implantados com pericardio bovino
conservado com glicerina 98%.

Nos animais do Grupo 1 (abatidos aos 14 dias), observou-se reacdo inflamatoria
moderada com presenca de heterofilos, macrofagos e linfocitos. Um animal apresentava
células gigantes. Em relacdo ao processo de reparacdo, havia neovascularizacdo e fibroplasia
moderadas. A fibrose estava presente nas laminas de trés animais, em uma delas de forma
intensa. Foi observada necrose em quatro animais e degeneracdo muscular em trés. Pdde-se
observar regeneragdo muscular em um animal avaliado. Somente dois apresentaram
calcificagdo distréfica. Um dos animais apresentava lamina propria e urotelizacdo e em dois

havia incorporacédo do enxerto.
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FIGURA 4: Avaliacéo histoldgica com objetiva de 10x de parede vesical de coelho implantada com pericardio
ovino conservado em glicerina 98%, obtida ap6s 14 dias da implantacdo (Grupo 1). Observar o infiltrado
inflamatorio misto ao redor do implante (1), infiltrativo as fibras musculares e a reacdo de fibroblastos (F) ao
redor do fio de sutura (*). a- artefato de técnica.

No Grupo 2 (animais abatidos 30 dias apds o implante) ocorreu reagdo inflamatéria
moderada com heterdfilos, macrofagos e linfécitos; células gigantes apareceram em dois
animais do grupo e em quatro deles havia edema. Observou-se neovascularizacdo leve a
moderada e fibroplasia moderada; fibrose estava presente em trés animais. Necrose e
degeneragdo muscular apareceram em cinco animais do grupo. Nao foi observada regeneracao
muscular. Somente um animal apresentou calcificacdo distréfica e em quatro havia

incorporagdo do enxerto.
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FIGURA 5: Avaliagdo histolégica com objetiva de 4x de parede vesical de coelho implantada com pericardio
ovino conservado em glicerina 98%, obtida ap6s 30 dias da implantagdo (Grupo 2). Observar acentuado
infiltrado inflamatorio misto, ao redor do implante e da musculatura da bexiga promovendo desestruturagdo na
arquitetura tissular. No bordo superior direito ha presenca do epitélio de transicdo sem alteracbes (ET) e
moderado infiltrado inflamatério em Iamina propria. Grupo glicerina 30 dias

Os animais avaliados aos 60 dias (Grupo 3) apresentaram reacdo inflamatoria leve a
moderada, com presenca de poucos heterofilos e predominancia de células mononucleares
(linfécitos e plasmacitos); células gigantes ndao foram observadas neste grupo. Quanto ao
processo de reparacdo, observou-se neovascularizagdo moderada a acentuada e fibroplasia
moderada. Todos os animais apresentaram fibrose; a necrose muscular foi observada em um
animal, ndo ocorrendo degeneragdo muscular tampouco calcificagdo distrofica. Urotelizacéo
estava presente em todos os animais avaliados, além de regeneracdo muscular e incorporagao

do enxerto.
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Figura 6: Avaliacdo histologica com objetiva de 10x de parede vesical de coelho implantada com pericardio
ovino conservado em glicerina 98%, obtida ap6s 60 dias da implantagdo (Grupo 3). Observar area de necrose
(seta) associado a moderado infiltrado inflamatério misto e fibroplasia ao redor do fio de sutura (FS) de insercéo

do implante. Grupo glicerina 60 dias.

Os coelhos que receberam implantes vesicais tratados com glutaraldeido 1% e
conservados em glicerina 98%, distribuidos nos grupos 4 a 6, tem sua avaliagdo microscopica
descrita abaixo.

Nos animais do Grupo 4 (abatidos aos 14 dias), observou-se reacdo inflamatoria de
moderada a acentuada com presenca de heterdfilos, macréfagos e linfocitos. Nenhum animal
apresentava células gigantes. Em relacdo ao processo de reparacao, havia neovascularizagdo e
fibroplasia leves. Um dos animais apresentou edema. Discreta fibrose em quatro animais. Foi
observada necrose em dois animais. Nao foram visualizados calcificagdo distrofica, células
gigantes, degeneracdo, regeneracdo e lamina prépria. O enxerto estava incorporado em dois

animais.
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FIGURA 7: Avaliacdo histolégica com objetiva 10x de parede vesical de coelho implantada com pericardio
ovino tratado com glutaraldeido 1% e conservado em glicerina 98%, obtida ap6s 14 dias da implantagdo (Grupo

4). Observar o infiltrado inflamatdrio misto entre o implante (1) e o tecido muscular da bexiga (B).

No Grupo 5 (animais abatidos 30 dias apds o implante) ocorreu reacdo inflamatéria
moderada com heteréfilos, macréfagos e linfocitos; células gigantes apareceram em um
animal do grupo e em cinco deles havia edema. Observou-se neovascularizagdo e fibroplasia
moderadas; fibrose estava presente em dois animais. Necrose e degeneracdo muscular
apareceram em dois e quatro animais do grupo, respectivamente. Ndo foi observada
regeneracdo muscular. Somente um animal apresentou calcificacéo distrofica. LAmina propria

e urotelizacdo foram visualizadas em quatro coelhos. Em trés havia incorporagdo do enxerto.
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FIGURA 8- Avaliagio histologica com objetiva de 20x de parede vesical de coelho implantada com
pericardio ovino tratado com glutaraldeido 1% e conservado em glicerina 98%, obtida apds 30 dias da
implantacdo (Grupo 5). Observar infiltrado inflamatério misto com presenca de célula gigante (seta), atividade

fibrobléstica e vasos sanguineos (pontas de seta) ao redor do ponto de insercdo do implante.

Os animais avaliados aos 60 dias (Grupo 6) apresentaram reacdo inflamatdria leve,
com presenca de poucos heterofilos e predominancia de células mononucleares (linfécitos e
plamacitos); células gigantes ndo foram observadas neste grupo. Quanto ao processo de
reparacao, observou-se neovascularizacdo e fibroplasia leves a moderadas. Fibrose ocorreu
em cinco animais; degeneracdo foi observada em trés animais, ndo ocorrendo necrose
muscular tampouco calcificacdo distréfica. Foi observada lamina propria e urotelizacdo em
todos 0s animais, assim como a regeneracdo muscular e, portanto, em todos se pode observar

a incorporacéo do enxerto.
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FIGURA 9: Avaliacio histologica com objetiva de 10x de parede vesical de coelho implantada com

pericardio ovino tratado com glutaraldeido 1% e conservado em glicerina 98%, obtida apds 60 dias da
implantacdo (Grupo 6). Observar arquitetura muscular da bexiga (MB) reorganizado com area de fibrose e
auséncia de infiltrado inflamatério.

A avaliacdo subjetiva da ocorréncia das caracteristicas do processo inflamatorio e de
reparacdo encontra-se quantificada na Tabela 2, quanto a presenca ou auséncia de edema,
neovascularizagdo, calcificagdo distrofica, células gigantes, fibrose, degeneragéo,
regeneracdo, lamina propria e urotelizacdo e incorporacao do enxerto.
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TABELA 2 - Frequéncia de observac6es na avaliacdo microscopica subjetiva de bexigas de
coelhos submetidos a cistoplastia experimental com pericardio ovino tratado pela glicerina
98% ou glutaraldeido 1% e glicerina 98%.

Grupo 1 Grupo 4 Grupo 2 Grupo 5 Grupo 3 Grupo 6

(glic 14 dias)  (glut 14 dias)  (glic 30 dias)  (glut 30 dias)  (glic 60 dias)  (glut 60 dias)

S N S N S N S N S N S N

Edema 0 6 1 5 4 2 5 1 0 6 1 5
Necrose 4 2 2 4 5 1 2 4 1 5 0 6
Caleificacio o ¢ 1 5 1 5 o0 6 0 6
distréfica

Celulas 1 5 0 6 2 4 1 5 0 6 0 6
gigantes

Fibrose 3 3 4 2 3 3 2 4 6 0 5 1

Degeneracdo 3 3 0 6 5 1 4 2 0 6 3 3

Regeneragéo
muscular
Lamina
prépria e 1 5 0 6 0 6 4 2 6 0 6 0
urotelizacéo

Incorporagéo
do enxerto

LEGENDA: S — numero de animais nos quais estava presente a caracteristica; N — namero de
animais nos quais a caracteristica ndo foi visualizada; glic — grupos com pericardio
conservado em glicerina; glut — grupos com pericardio tratado pelo glutaraldeido e
conservado na glicerina.

A reacdo inflamatdria e o processo de reparagdo foram quantificados pelos parametros
infiltracdo heterofilica, infiltracdo macrofagica, grau de inflamag&o, neovascularizacdo e
fibroplasia, convertidas as observac6es microscopicas em escore, em adaptacdo da proposta
de BATISTA et al. (1996), com os dados expostos na Tabela 3.
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TABELA 3 — Graduacdo em escore de caracteristicas microscopicas de bexigas de coelhos
submetidos a cistoplastia experimental com pericardio ovino tratado pela glicerina 98% ou

glutaraldeido 1% e glicerina 98%.

INFLAMAGAO | INFILTRAGCAO INFILTRACAO NEOVASCULA | L aropLASIA
ANIMAL | GRUPO HETEROFILICA | MONONUCLEAR RIZAGAO
1 5 6 6 : :
2 2 2 2 6 .
3 Grupo 1 2 2 2 4 2
4 6 6 0 ) :
5 6 6 6 2 .
6 4 4 4 4 -
7 2 5 2 2 .
8 4 4 4 : -
9 2 2 2 2 -
10 Grupo 2 6 6 6 4 4
11 6 6 6 4 >
12 5 5 5 2 .
13 2 0 L > 2
14 2 0 L > ;
15 2 1 L 2 -
1 Grupo 3 5 0 1 5 >
17 4 0 = 2 2
18 5 4 L 8 >
19 6 6 6 2 -
20 5 6 6 . ;
21 5 6 6 2 2
> Grupo 4 5 6 6 2 0
23 6 6 6 2 2
24 6 6 6 2 2
25 2 0 5 1 .
26 5 6 6 2 ;
27 2 2 2 4 .
58 Grupo 5 3 2 4 2 4
29 6 6 6 0 -
30 5 6 6 4 2
31 2 2 2 . :
32 2 2 2 2 -
33 1 2 2 2 -
” Grupo 6 > 0 2 3 4
35 1 0 0 2 2
36 2 1 ! 2 -

Na Tabela 4 encontram-se os resultados da avaliacdo estatistica, comparando-se 0s

escores da analise histopatoldgica objetiva dos dois tratamentos aplicados as bioproteses

(glicerina 98% ou glutaraldeido 1% associado & glicerina 98%) nas diferentes fases de

evolucéo do processo de implantacdo do pericardio ovino.

28



TABELA 4 - Resultados da avaliagdo estatistica pelo Teste de Mann-Whitney de
comparagdo entre caracteristicas microscopicas de bexigas de coelhos submetidos a
cistoplastia experimental com pericardio ovino tratado pela glicerina 98% ou glutaraldeido
1% e glicerina 98%.

INFLAMACAO INFILTRACAO INFILTRACAO NEOVASCULA FIBROPLASIA
HETEROFILICA MONONUCLEAR RIZACAO
GLICER GLUTAR GLICER GLUTAR GLICER GLUTAR GLICER GLUTAR GLICER GLUTAR
media 4,2 Media 5,5 media 4,3 media 6 media 4,3 media 6 media 4,3 media 2,3 media 3,67 | media 1,5
14 dias DP1,835 | DP0547 | DP 1,966 DP O DP 1,966 DP 0 DP0816 | DP0816 | DP1506 | DP 1,225
p=0,2403 p=0,0087 p=0,0411
ns el *
GLICER GLUTAR GLICER GLUTAR GLICER GLUTAR GLICER GLUTAR GLICER GLUTAR
media 4,2 Media 3,8 media 4,66 media 4 media 4,16 | media 4,83 media 3 media 3,6 media 4,17 | media 3,67
30 dias DP1835 | DP1722 | DP1506 DP 2,53 DP1835 | DP1602 | DP1095 | DP1506 | DPO0,408 | DP 0,816
p=0,8182 p=0,9372 p=0,5887 p=0,4848 p=0,3939
ns ns ns ns ns
GLICER GLUTAR GLICER GLUTAR GLICER GLUTAR GLICER GLUTAR GLICER GLUTAR
media 2,83 media 1,7 media 0,83 | media 1,16 media 1,5 media 1,5 media 4,8 media 2,8 media 4,17 | media 3,33
60 dias DP 1,329 DP 0,516 DP 1,602 DP 0,983 DP 1,225 DP 0,836 DP 0,752 DP 0,983 DP 1,169 DP 1,211
p=0,1320 p=0,3939 p=0,4848 p=0,0087 p=0,2403

ns

ns

ns

*%

ns

Legenda: GLICER - conservacgdo das biopréoteses com glicerina 98%; GLUTAR - tratamento
das bioproteses com glutaraldeido 1% e conservacdo em glicerina 98%; DP — desvio padrdo;
ns — ndo significativo; * um nivel de significancia; ** dois niveis de significancia.

Diferencas estatisticamente significantes entre os dois tratamentos foram observadas

em relacdo ao processo de neovascularizacdo, tanto aos 14 quanto aos 60 dias apds o

implante, com valores mais elevados no grupo conservado em glicerina 98%. A fibroplasia

mostrou-se mais acentuada nos animais que receberam implantes submetidos ao mesmo tipo

de tratamento, no primeiro momento de avaliacdo microscopica (14 dias).
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6 DISCUSSAO

A membrana testada apresentou caracteristicas fisicas de maleabilidade, facilidade de
manuseio e resisténcia bastante satisfatdrias para a implantacdo na bexiga do coelho, viscera
que apresenta parede relativamente delgada e delicada. Havia diferenca notavel na aparéncia
das membranas tratadas somente pela glicerina (Grupos 1, 2 e 3) em relacdo aquelas que
receberam tratamento pelo glutaraldeido e posterior conservacdo na glicerina (Grupos 4, 5 e
6), estas Ultimas tornando-se mais resistentes a manipulacdo e passagens da agulha de sutura;
entretanto, estas alteracdes ndo causaram nenhum prejuizo a execucao da técnica cirurgica.

N&o foram encontrados na literatura relatos sobre o uso do pericardio ovino na
cistoplastia vesical, enquanto o periténio bovino conservado em glicerina 98% foi utilizado
para este fim por Oliveira et al. (2005). Esta solucdo é amplamente utilizada na medicina
veterinaria (PIGOSSI, 1967; PIGOSSI et al., 1971; ALVARENGA, 1977; LEITE et al., 1979;
BRAILE, 1990; BARROS et al., 1994; ALMEIDA et al., 1998; BRANDAO et al., 2001;
GURGEL & CORTEZ FILHO, 2001; QUITZAN et al., 2003; BRUN et al., 2004; BRAGA &
PIPPI, 2009) e os resultados obtidos sempre foram satisfatorios tanto em relacdo a reacao
inflamatéria quanto ao processo regenerativo. A adicdo do glutaraldeido no tratamento de
membranas biolégicas tem sido indicada como tentativa de controlar possiveis infecgdes por
microrganismos, como 0s Vvirus, porém as concentragdes utilizadas (entre 0,5% e 0,625%) nédo
sdo muito eficazes contra micobacterias, esporos de bactérias (Bacillus subtilis, Clostridium
sporogenes), fungos (Chaetomium globosum), e slow viruses (HILBERT et al., 1988 apud
MAIZATO, 2003). Trani (2006) também demonstrou a ineficacia de baixas concentragdes de
glutaraldeido (0,625%) no tratamento e controle do virus rabico em pericardios bovinos
tratados.

A escolha da solucdo de glutaraldeido utilizada no presente trabalho segue o0s
resultados de Costa (2009), que demonstrou boa biocompatibilidade da concentracdo de 1%
para tratamento de pericardios bovinos implantados em parede abdominal de camundongos. A
associacao do tratamento com glutaraldeido a posterior conservacao em glicerina 98% buscou
aproximar o método escolhido a realidade de utilizacdo de biopréteses na prética cirirgica
veterinaria, fornecendo uma condicédo pratica de manutencdo da membrana a longo prazo.

Houve dificuldade nas avaliagdes urinarias devido a mic¢do pré-cirurgica em alguns

animais e ao extravasamento em praticamente todos eles apds o abate, tornando-se
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incompativel o método de coleta proposto no delineamento experimental (cistocentese) com a
execucao prética.

As alteracfes mais relevantes no E.A.S. referem-se a: presenca de bactérias em quase
todas as amostras, mesmo tendo sido coletadas por cistocentese; sangue oculto e hemacias,
provavelmente devido & pungdo de pequenos vasos; cristaldria por oxalato de Calcio (cinco
animais) e estruvita (tres animais). Oliveira et al. (2008) consideraram a cristaliria composta
por carbonato de célcio como alteracdo urinaria decorrente da implantacdo de peritonio
bovino nas bexigas de coelhos, e que provavelmente seria um dos fatores responsaveis pela
formacdo de célculos; entretanto verificou-se, no presente trabalho, que estes cristais sdo
achado normal na urina da espécie. Outras alteracdes ocasionais encontradas, como reducao
no pH, proteindria e presenca de cristais de oxalato de calcio e estruvita, também nao parecem
ter sido determinantes na formacdo dos calculos, uma vez que estes ocorreram mesmo na
auséncia das alteracBes. A causa da formacdo de calculos em vesiculas urinarias que recebem
bioproteses preservadas ndo estd clara na literatura, apesar de ser achado constante em
cistoplastias com implantes (PENTERMANN et al., 1985; SUTHERLAND et al., 1996;
NUININGA et al., 2004).

A aderéncia foi observada em todos, exceto em um dos animais implantados, que sdo
achados semelhantes aos de Daleck et al. (1989), Sutherland et al. (1996), Greca et al. (2004)
e Oliveira et al. (2008). As aderéncias pos-cirargicas que ocorrem na cavidade peritoneal sdo
decorrentes de baixa atividade fibrinolitica no local da lesdo, favorecendo o acimulo de
matriz de fibrina e, conseqlientemente, uma fibroproliferagdo, que se caracteriza por adesao
(LIAKAKOS et al., 2001). Nos grupos com avaliacdo aos 14 e 30 dias de pos-operatorio, as
aderéncias apresentavam maior forca de resisténcia e ligavam a bexiga a estruturas como
peritonio, intestino delgado, reto e ceco, além do omento. Na observacdo aos 60 dias, a forca
de resisténcia era menor e parece que as aderéncias estavam mais limitadas ao omento. Nao
houve diferenca entre os tipos de tratamento e conservagdo da bioprotese e, portanto, pode-se
considerar que a adigdo do glutaraldeido como método de tratamento ndo influenciou no

processo de formacao de aderéncias.

O processo de reparacdo, avaliado através da analise microscdpica, mostrou pequenas
diferengas entre os dois tipos de tratamento e conservacao dos pericardios ovinos.
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A evolucéo do processo inflamatdrio se fez de forma semelhante entre os dois tipos de
tratamento e conservagdo, podendo ser caracterizado como inflamagdo cronica, pela
ocorréncia simultanea da inflamacdo ativa, destruicdo tecidual e tentativas de reparacéo,
conforme descrito por Collins (2000). Observaram-se heterofilos e células mononucleares aos
14 e 30 dias, 0 que era esperado tanto pelo trauma cirurgico, nas fases mais precoces, quanto
pelo processo de incorporacdo do implante, na fase mais avancada (30 dias). As mesmas
observacdes estdo presentes em outros trabalhos com implantacdo de membranas bioldgicas
em vesicula urinaria, como os de Daleck (1989), Nuininga et al. (2004) e Oliveira et al.
(2008), que observaram intenso infiltrado inflamatério misto além de acentuada
neovascularizacdo aos 14 e 30 dias de avaliacdo. Aos 60 dias havia predominancia de células
mononucleares, igualmente descritas por Daleck (1989), Costa Neto et al. (1999) e Oliveira et
al. (2008). Segundo Haddad Filho et al. (2004), com o decorrer do processo inflamatério-
reparacional o nimero de heterdfilos tende a diminuir, destacando-se outros componentes que
caracterizam mais a fase cronica ou reparadora; portanto, pode-se considerar que a reparagéo
estava em franco desenvolvimento no dltimo momento de avaliacdo (60 dias), o que é

corroborado pelo achado de incorporacao do enxerto em todos 0s animais.

Apesar do resultado final (incorporacdo do implante aos 60 dias) apresentar-se de
forma idéntica nos dois tipos de tratamento da membrana, algumas caracteristicas diferiram

ao longo do processo, tanto na avaliacdo subjetiva quanto objetiva da reparacéo.

A neovascularizagdo mostrou-se moderada e moderada a acentuada aos 14 e 60 dias,
respectivamente, nos grupos cuja bioprotese implantada foi somente conservada em glicerina
98%, contra um padréo considerado leve e leve a moderado, nos mesmos momentos, no grupo
cuja membrana biologica recebeu tratamento prévio com o glutaraldeido. Na avaliacdo
estatistica esta diferenca foi significante (p<0,001). Oliveira et al. (2008) observaram
neovascularizagdo intensa nesta fase, quando utilizaram periténio bovino conservado em
glicerina 98%, o que pode indicar um efeito deletério da solugdo de glutaraldeido sobre o
processo da neoformacdo vascular, possivelmente por suas caracteristicas conhecidas de

citotoxicidade.

Outra caracteristica que se apresentou de forma diferenciada, inclusive com

significancia estatistica, entre os grupos dos diferentes tratamentos do pericardio ovino, foi a
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fibroplasia, que mostrou-se mais acentuada no grupo somente conservado em glicerina, aos
14 dias. Pode-se supor, associando-se as informagfes sobre a neovascularizagdo, que a
solucdo de glutaraldeido tenha influenciado negativamente a proliferacdo celular, tanto de
fibroblastos quanto de células endoteliais. Somada a estas observacdes, a regeneracdo de
fibras musculares mostrou-se presente aos 60 dias em somente um animal no grupo cuja
bioprotese foi tratada com glutaraldeido, enquanto, nas vesiculas urindrias implantadas com
pericardio conservado em glicerina, todos 0s seis animais apresentavam sinais desta

regeneracao.

A presenca de |amina propria e epitelizag8o, caracteristicas de processo avangado de
incorporacdo de enxertos, foi detectada desde o primeiro momento de avaliacdo (14 dias),
embora de forma incipiente (apenas 1 animal), no grupo com conservacdo da membrana em
glicerina. No momento seguinte de avaliacdo (30 dias), a lamina prdpria e o urotélio foram
observados em quatro coelhos do grupo do glutaraldeido com glicerina, contra henhum no
grupo glicerina e, aos 60 dias, em todos 0s animais estavam presentes essas estruturas. Em
outros trabalhos sobre implante de membranas biologicas em parede vesical, a observacao
destas estruturas foi contraditéria, com 100% de presenca aos 30 dias de observacdo em
bexigas de cdes implantadas com submucosa intestinal suina (GRECA et al., 2004), e
nenhuma observacdo aos 14 e 30 dias apds enxertia de peritbnio bovino em vesiculas
urinarias de coelhos (OLIVEIRA et al., 2009). Pode-se considerar que o periodo de
observacdo de 30 dias ndo é conclusivo para este tipo de analise, ponderando-se que a
reparacdo tecidual apds substituicdo total com uso de implantes requer um periodo mais longo

para a conclusé@o do processo reparativo.

A dificuldade em se diferenciar macroscopicamente a regido do implante do restante
da parede vesical aos 60 dias de pos-operatdrio obteve respaldo na avaliagdo microscopica,
quando se observou a incorporagdo da bioprdtese em todos os animais. Portanto, o periodo
méaximo de avaliacdo de 60 dias, que também foi utilizado por Oliveira et al. (2008), mostrou-
se adequado para a analise microscopica da implantagdo de membranas biolégicas em parede
vesical de coelhos. Os autores citados verificaram, sob microscopia de luz, que a parede da
bexiga apresentava-se totalmente reconstituida apos implantagdo de bioprotese constituida de
peritdbnio bovino, com completa reepitelizacéo, presenca de lamina prépria, fibras coldgenas
organizadas, algumas fibras musculares e escassas células inflamatorias mononucleares.
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Apesar das pequenas diferencas observadas entre os dois tipos de tratamento e
conservacao do pericardio ovino, com relacéo a evolugdo do processo de reparacao na bexiga
de coelhos, em todos os casos a incorporacdo do implante foi bem sucedida, sem distin¢éo
guanto aos aspectos clinicos, laboratoriais, macro e microscopicos. As caracteristicas fisicas
desta membrana, como maleabilidade e pequena espessura, distinguem-na para implantagéo
em estruturas com aspectos semelhantes, como é o caso da vesicula urinaria. Além disso, a
facilidade de obtencéo e preparo, e seu baixo custo, facilitam sobremaneira sua utilizacdo na

rotina cirurgica.

Outras técnicas tradicionais de cistoplastia para expansdo vesical, como a substitui¢do
por segmentos do trato gastrintestinal, tém sido associadas a complicacdes de curto, medio e
longo prazo (SONTOULIDES et al., 2009; HIGUCHI et al. 2001; GURUNG at al., 2012;
QUINTA et al., 2013). A necessidade de intervencdo com sec¢do do tubo digestivo é uma
grande desvantagem destas técnicas em relacdo a utilizacdo de tecidos preservados, com risco
de complicacdes diminuido. Ndo foram encontrados relatos sobre carcinogénese associada a
implantacdo de biopréteses em bexiga, o que vem sendo observado, em baixa escala, na
substituicdo por segmentos intestinais (SONTOULIDES et al., 2009); entretanto, esta
possibilidade ndo pode ser descartada, merecendo estudos especificos.

Alternativas emergentes que abrangem técnicas de engenharia genética e tecidual
(GRECA et al., 2004; JOHNSON e SINGH, 2013) podem vir a apresentar vantagens na
rapidez de incorporacdo e diminuicdo de complicacdes. Atualmente, estes métodos ainda séo

restritos a centros de pesquisa e a sua efetividade ainda precisa ser melhor apurada.
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7 CONCLUSAO

O modelo experimental utilizado no presente trabalho, baseado no artigo de Oliveira
et al. (2008), mostrou-se apropriado para a investigacdo proposta, apesar da mudanca no tipo
de material, de peritdnio bovino para pericardio ovino.

O pericéardio ovino tratado com solugdo de glutaraldeido a 1% e conservado em
glicerina 98%, assim como aquele somente conservado em glicerina 98%, é capaz de
promover a reconstituicdo da parede vesical, com total incorporacdo da bioprotese ap6s 60

dias do seu implante.
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