15 — ARTIGO ORIGINAL

Utilizacao da submucosa de intestino delgado porcino como retalho para aumento da
capacidade vesical em caes'

The use of porcine small intestine submucosa as a graft for urinary bladder augmentation
in dogs

Fernando Hintz Greca?, Zacarias Alves de Sousa Filho’, Antonio de Paula Gomes da Silva*, Izabela Soares Leonel’, Andréa
Thomaz Soccol5, André Nery Feres’, Patricia Longhi®

1. Trabalho realizado na Disciplina de Técnica Operatoria e Cirurgia Experimental da Pontificia Universidade Catolica do Parana.

2. Professor Titular e Coordenador da Disciplina de Técnica Operatoria e Cirurgia Experimental da PUCPR.

3. Professor Titular da Disciplina de Técnica Operatoria e Cirurgia Experimental da PUCPr.

4. Professor de Patologia Basica na PUCPR.

5. Académica do 6° ano do curso de medicina da PUCPR, Monitora da Disciplina de Técnica Operatdria da PUCPr, bolsista do PIBIC-CNPq.
5 Académica do 5° ano do curso de medicina da PUCPR, Monitora da da Disciplina de Técnica Operatoria da PUCPR.

5. Académico do 5° ano do curso de medicina da PUCPR, Monitor da Disciplina de Técnica Operatoria da PUCPr.

5. Académica do 6° ano do curso de medicina da PUCPR, Monitora da Disciplina de Técnica Operatdria da PUCPT, bolsista do PIBIC-CNPq.

RESUMO

Objetivo: Avaliar a biocompatibilidade de um enxerto xenogénico de SID como meio de ampliagdo da capacidade vesical.
Métodos: Oito cdes mesticos foram submetidos a laparotomia e abertura da bexiga por incisdo mediana de 3cm em sua face
ventral. Para aumento da capacidade vesical, bem como sua reconstitui¢do, foi interposto um segmento de submucosa porcina,
fixando-o a parede vesical. No 30°dia de p6s-operatdrio os animais foram sacrificados e procedeu-se a analise macroscopica. As
pecas foram entfo encaminhadas para fixagdo, coloragdo e analise microscopica. Resultados: Nao se observou seroma, he-
matoma, abscesso, fistula, deiscéncia, aderéncias, litiase ¢ a ndo incorporagdo do enxerto. Microscopicamente observou-se em
todos os casos uma proliferagdo do urotélio que recobriu toda a superficie do enxerto, além da presenca de fibras musculares lisas
no local do implante. Verificou-se proliferacdo conjuntiva, principalmente as custas de coldgeno imaturo do tipo III e reagdo
inflamatoria cronica em todos os animais. A proliferacdo vascular foi acentuada e a reabsor¢do da membrana foram também
observadas. Conclusao: Asubmucosa de intestino delgado porcino participou como um substrato para a regeneracao da bexiga e
pode ser uma futura alternativa na reconstrucdo do trato urinario.

Descritores: Intestino delgado. Retalhos cirurgicos. Bioproteses. Bexiga. Caes.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate the biocompability and histological changes of the porcine intestine submucosa (SIS) used for bladder
augmentation in dogs. Methods: eight mongrel dogs underwent laparotomy and a 3cm full-thickness midline cistotomy was
performed in its ventral surface. In order to produce an immediate augmentation of the bladder, a porcine SIS patch graft was
implanted. On the 30th post-operative day the animals were submitted to a second operation for a grossly evaluation of the
implanted graft. Results: there was no finding of seroma, hematoma, abscess, fistula, adhesion and stone formation. The bladder
was then removed for histological studies and the animals were sacrificed. A chronic inflammatory process was observed in all
animals. The urothelium covered the implant in 100% of the cases and smooth muscles fibers were seen in the graft area. The
angiogenesis was significant and reabsorption of the implanted submucosa could be observed. The densitometry of collagen
showed that the area occupied by immature collagen type 111 was greater than the area occupied by the mature collagen, type 1.
Conclusion: SIS can be used as a bladder substitute, since it acts as a scaffold for tissue regeneration.

Key words: Intestine, Small. Surgical Flaps. Bioprosthesis. Bladder. Dogs.
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Introducio

Alternativas para reconstitui¢cdo do aparelho urinario,
especialmente no que concerne a reconstrugao vesical, tém sido
pesquisadas. Materiais aloplasticos e biodegradaveis tém sido
sugeridos, todavia altas taxas de complicac¢des relatadas tém
limitado seu uso'.

A reconstrugdo vesical necessita de um material que
aumente sua complacéncia e seu volume, sem no entanto, causar
alteragdes imunologicas no receptor do enxerto.

Pesquisas demonstram que a bexiga urinaria tem
capacidade natural de auto reparagdo e remodelagdo. Atualmente
duas técnicas de regeneragdo e aumento vesical tém sido
propostas’*3. A primeira envolve técnicas de engenharia
tecidual, usando materiais biodegradaveis que atuam como
veiculos transportadores celulares. Esta técnica envolve cultivo
e cultura in vitro de células epiteliais. A segunda, fundamenta-
se no desenvolvimento de materiais biodegradaveis, acelulares,
autogénicos ou xenogénicos, constituidos de matriz acelular
de colageno.

Varios sdo os segmentos do trato gastrointestinal que
podem ser utilizados na cirurgia urolégica. O estdomago, o jejuno,
o ileo e o cdlon apresentam propriedades proprias, as quais
resultam em vantagens e desvantagens no seu uso. A escolha
do segmento adequado deve ser baseada no estado geral do
paciente, na fungdo renal, na histéria prévia de intervengdes
cirargicas abdominais e no tipo de cirurgia desejada.

O estdmago tem sido utilizado para substituigdo vesi-
cal, ampliagdo da capacidade da bexiga, confecgdo de condutos
¢ derivagdes urinarias. As principais vantagens do estomago
em relagdo a outros segmentos sdo: baixa permeabilidade a
solutos urinarios, acidificagdo da urina, excre¢do de cloretos
numa propor¢do maior que sua absor¢ao, menor produgio de
muco, baixo indice de aderéncias e incidéncia de bacteritria de
25%. O uso do estomago, todavia, podera acarretar o
aparecimento de anemia ferropriva ou megaloblastica,
hipoproteinemia, sindrome do estdmago curto, esteatorréia e
vOmitos incoerciveis.

O ileo ¢ um segmento amplamente utilizado. Na metade
do século XX %3 varias técnicas de ileocistoplastia foram
descritas. Dentre as vantagens das ileocistoplastias, podem ser
citadas: boa mobilidade, pequeno didmetro ¢ anatomia vascu-
lar constante. Entre as desvantagens, por outro lado, podemos
mencionar: a diminui¢do da absor¢do de cianocobalaminas,
diarréia pela falta de absorcao de sais biliares e disturbios da
absor¢do de gorduras.

A submucosa do intestino delgado ¢ uma membrana
xenogénica, acelular, classificada como material biodegradavel,
obtido do intestino delgado de porco. Apds a remocdo das
demais camadas do intestino, obtém-se um tubo translacido de
aproximadamente 0,Imm de espessura e que apresenta
propriedades singulares?, que permite sua utilizagdo como bio-
material®. A submucosa porcina, através de inlimeras pesquisas
nas mais diversas areas da Medicina (Urologia,
Gastroenterologia, Dermatologia, Ortopedia, Odontologia,
Imunologia, Bioengenharia dos tecidos, Cardiologia) tem-se
mostrado versatil e eficiente, pois além de ndo desencadear
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respostas antigénicas no receptor, ¢ capaz de funcionar como
molde induzindo a regenerag¢do do tecido nativo no qual foi
implantada®. A fibronectina, proteina que apresenta atividade
quimiotaxica e adesiva para diversos tipos de células, incluindo
fibroblastos e células endoteliais, compreende aproximadamente
0,1% do peso da submucosa intestinal, ¢ esta distribuida em
toda a sua espessura.

Sabe-se que existem proteinas detectaveis na submu-
cosa intestinal, extraidas por técnica HCl-guanitidina ou uréia,
que reagem com um anticorpo policlonal anti-fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF). Ambos extratos de
submucosa intestinal sdo capazes de induzir a formacdo de
estruturas fenestradas semelhantes a capilares em uma matriz
tridimensional de fibrina®.

Numero significante de células endoteliais
microvasculares humanas aderem em ambos os lados da sub-
mucosa intestinal in vitro. A aderéncia destas células a submu-
cosa intestinal ¢ maior que a observada nas placas de Petri, ¢ é
otimizada quando a submucosa ¢ hidratada ou tratada com acido
paracético (PAA). Placas de Petri cobertas com colageno I ou
IV e fibronectina apresentam maior aderéncia de células em
relacdo as placas sem esta cobertura, porém a quantidade de
células ainda ¢ inferior a submucosa intestinal’.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o
comportamento histolégico e funcional do enxerto de submu-
cosa intestinal porcina como meio de ampliag@o da capacidade
vesical em caes.

Métodos

Na elaboragdo deste estudo foram obedecidas as
normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

Foram utilizados oito cdes mesti¢os, machos, com
idade média de 6 anos, com peso variando de 8 a 15 kg ,
provenientes do Biotério Central da Pontificia Universidade
Catolica do Parana.

Os animais foram mantidos em compartimentos
individuais, sob temperatura e luminosidade naturais, recebendo
agua potavel e ragdo padrdo comercial em regime livre. O jejum
foi instituido nas 12 horas precedentes as intervengdes cirtrgicas.

A indugdo anestésica foi realizada com o Thiopental a
5% por via endovenosa. Paraa manutengdo anestésica, utilizou-
se o citrato de fentanila na dose de 10 ug/kg e midazolan na
dose de 0,2 mg/kg, também por via endovenosa. A anti-sepsia
daregido operatoria foi realizada com polivinilpirrolidona - iodo
ativo 1% (PVPI).

Os animais foram submetidos a laparotomia mediana
infra-umbilical, de aproximadamente 8cm de extensdo. Apds a
identificagdo da bexiga e pun¢do da mesma para promover seu
esvaziamento, realizou-se uma incisdo mediana de 3¢cm na sua
face antero-superior até atingir-se a luz do 6rgdo e em seguida
uma incisdo de lcm transversalmente, o que resultou num
defeito de 3cm x lem (Figura 1).

Um segmento duplo de submucosa de intestino
delgado, medindo aproximadamente 4cm x 2cm, foi implantado
na parede da bexiga, com a face da mucosa voltada para a luz
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vesical. Através de sutura continua, em plano total unico com
fio de poliguecaprone (Monocryl®) n° 4.0 reparou-se o defeito
criado. Convém salientar que nenhum dos céaes operados
permaneceu com sonda vesical de alivio durante o periodo pos-
operatorio.

Para a obtencdo da SID foi utilizada uma porgéo de
jejuno de suino proveniente de um abatedouro da cidade de
Curitiba. No Laboratorio de Técnica Operatoria e Cirurgia Ex-
perimental da Pontificia Universidade Catdlica do Parana, a
porcao de jejuno foi exaustivamente lavada com agua corrente
¢ em seguida retirado seu mesentério. Essa por¢ao intestinal foi
invertida para a expor a mucosa e permitir a remog¢ao da mesma
por raspagem com bisturi. Desfeita a inversdo do segmento, o
extrato seromuscular foi removido pela mesma técnica. A mem-

brana foi preservada em solugao de sulfato de neomicina a 10%.
No trigésimo dia de pds-operatorio foi realizada uma
nova laparotomia na qual os cuidados pré-operatorios ¢
anestésicos seguiram as mesmas normas adotadas na primeira
operagdo. Esta segunda laparotomia teve por finalidade avaliar
as possiveis complicagdes da enxertia tais como: seromas, he-
matomas, fistulas, abscessos, calcifica¢des, aderéncias, nao-
incorporacdo do enxerto ou deiscéncia da sutura. Apés avaliagdo
dos parametros mencionados acima, os animais foram
submetidos a eutanasia mediante administragdo de dose letal
de KCI a 19,1% por via endovenosa. Apds o estudo
macroscopico inicial, as pegas cirtrgicas contendo o enxerto
submucosa intestinal porcina foram imersas numa solugéo de
formaldeido a 5% para estudo anadtomo-patologico.
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FIGURA 1 - Cistostomia e implante do enxerto duplo de SID

As pecas fixadas em formalina a 5%, foram
processadas segundo as técnicas histologicas convencionais e
entdo coradas com hematoxilina-eosina, sirius red e tricromico
de Mallory para realiza¢@o da analise microscdpica.

Dividiu-se o estudo em analise subjetiva e em objetiva.
Na analise subjetiva, as laminas coradas com hematoxilina-
eosina foram avaliadas quanto a presenca ou a auséncia de
urotelizacdo, musculo liso, fibrose, tecido de granulagao,
rejeicdo e regeneragdo. A analise objetiva, ainda com a coloragdo

de hematoxilina-cosina, consistiu na quantificacdo ¢
qualificagdo do processo inflamatorio, utilizando-se de uma
tabela objetiva de escores. Para a construgdo desta tabela fo-
ram escolhidas as variaveis congestdo, edema e neutréfilos para
caracterizar o processo inflamatorio agudo. Presenga de tecido
de granulagdo, fibrose e células mononucleares foram
escolhidas para caracterizar fase inflamatoria cronica. Tanto as
variaveis da fase inflamatoria cronica como da fase aguda fo-
ram quantificadas em: ausente (0), discreto (1), moderado (2) e
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acentuado (3), sendo que aquelas da fase aguda receberam si-
nal negativo e as da fase cronica sinal positivo. A somatdria de
todas as variaveis permitiu a realizagdo de um escore
inflamatorio (tabela 1). Os escores situados entre —9 ¢ -2 fo-

ram considerados escores inflamatorios da fase aguda; aqueles
entre —1 e +1 foram considerados isentos de reagdo inflamatéria
e entre +2 e +9 caracterizaram uma fase inflamatéria cronica.

TABELA 1 - Variaveis estudadas com o respectivo escore atribuido

Processo Varidaveis ausente discreto moderado acentuado
Inflamatorio

neutréfilos 0 -1 -2 -3
Agudo - edema 0 -1 -2 -3
congestao 0 -1 -2 -3
monocitos 0 1 2 3
Cronico + tec.granulagdo 0 1 2 3
fibrose 0 1 2 3

A leitura das laminas coradas com hematoxilina-eosina
e tricromico de Mallory permitiu a contagem do nimero de vasos
sanguineos por campo. Foram lidos cinco campos distintos em
cada lamina e foi feita uma graduagdo comparativa, classificando
a proliferacdo vascular em moderada e intensa.

Além disso, as laminas coradas com sirius red foram
utilizadas para a avaliagdo quantitativa de colageno e de tecido

Resultados

Nenhum dos caes estudados foi a 6bito. Na avaliagao
macroscopica realizada por ocasido do sacrificio, evidenciou-
se incorporagdo perfeita de todos os implantes, tornando-os
quase indistinguiveis das outras areas da bexiga. A palpacao
cuidadosa demonstrou leve espessamento no local do implante.
Foram observadas aderéncias discretas do peritdnio parietal no
local do enxerto e ndo foram observadas complicacdes na area
de enxertia tais como: seromas, hematomas, fistulas, abscessos,

muscular presentes no local enxertado. Em cada area (enxerto
ou referencial) foram realizadas 6 medidas em 6 campos
microscopicos diferentes. Esta avaliagdo morfométrica utilizou
o “software” Image Pro-Plus acoplado a camara de video Sony
e microscopio BX 50, calibrado em aumento para uma objetiva
de 100 vezes.

calcificagdes ou deiscéncia.
Andlise microscopica
Subjetiva:

A Tabela 2 mostra o percentual de ocorréncia dos
parametros analisados no estudo macroscopico subjetivo.

TABELA 2 - Estudo anatomo-patologico. Percentual de ocorréncia dos parametros analisados

Ausente

Presente

Reacio tipo granulomatosa

12,5% (n=1)

87,5% (n=7)

Urotelizacao 0% (n=0) 100%(n=8)
Neoformacio de musculo liso 0% (n=0) 100%(n=8)
Regeneracao 0% (n=0) 100%(n=8)
Rejeicao 100% (n=8) 0% (n=0)
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Andlise microscopica

Objetiva:

O processo inflamatério cronico foi encontrado em

todas as areas enxertadas, com infiltrado mononuclear e tecido
de granulagdo, como pode ser observado pela média (+5) das
somatorias de todos os parametros analisados Os resultados
podem ser observados na Tabela 3.

TABELA 3 - Escores do processo inflamatorio no local enxertado

Congestdo Edema Neutrofilo  Granulagdo  Fibrose Mondcitos  Somatoria
Ciao 1 0 0 -1 1 3 3 6
Ciao 2 -1 0 -1 1 2 3 4
Cao 3 0 -1 -1 1 2 1 2
Cao 4 0 -1 0 3 2 3 7
Cio 5 0 -1 -1 1 3 3 5
Cao 6 -1 0 -2 2 3 3 5
Cao7 0 0 -1 2 3 3 7
Cdo 8 0 0 2 1 3 2 4
Total 2 -3 -9 12 19 21 Média: 5

Em relagdo a proliferagdo vascular observou-se
proliferagdo intensa em 75% das laminas e moderada em apenas

25%. (p<0,05).

Analise quantitativa e qualitativa do colageno e tecido
muscular presente no local enxertado esta contida na tabela 4.

Observa-se uma importante regeneracao muscular,
correspondente a 64% da area analisada. O restante ¢
representado por colageno, sendo o colageno imaturo do tipo
IIT a fracdo mais representativa.

TABELA 4 - Estudo Densitométrico do colageno. Comparagao do percentual de incorporagao de fibras colagenas maduras
(tipo I) e imaturas (tipo III) e percentual de tecido muscular presente

Cao Colégeno Maduro (tipo Colageno Imaturo (tipo Colageno Musculo
I) 111) Total

Cao 1 7.06 28.26 35.7 64,3
Cao 2 7.5 24.26 31.76 68,27
Cao3 4.44 34.1 38.54 61,46
Cao 4 9.21 31.56 41.46 58,54
Cao 5 12.86 23.82 36.96 63,04
Cao 6 6.3 20.22 26.52 73,48
Cao7 12.86 35.22 48.08 51,92
Cao 8 7.90 28.64 36.68 63,32
Média 8.02 28.26 36.96 63,04
Desvio 3.26 5.68 6.88 9,45
Padriao

% 37 20 18 15
Desvio
Padrao
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Discussao

A necessidade de encontrar-se um material ideal que
apresente todas as caracteristicas fundamentais da
biocompatibilidade constitui o objetivo de varios estudos
clinicos e experimentais.

A SIS tem demonstrado resultados superiores a outros
materiais compostos por colageno gragas a sua estrutura tridi-
mensional e a presenga fatores de crescimento, proteinas
estruturais, como as glicoproteinas e proteoglicanos. A
combinacdo desses fatores promove a migragdo, interagdo
célula-matriz extracelular, crescimento e diferenciagao celular,
sendo esses, 0S processos essenciais para a regeneragdo do
tecido®.

Estudos em ratos e cdes demonstraram regeneragio
completa das 3 camadas da bexiga (mucosa, muscular e serosa)
sem ocasionar a diminui¢do da capacidade vesical ou a retracdo
do enxerto. A SID, quando usada para enxerto vesical promove
a regeneragdo das 3 camadas vesicais dentro de um periodo
aproximado de 1 més. A regeneragdo de musculo liso garante a
capacidade de contragdo e relaxamento de uma bexiga normal.
Dessa forma, o funcionamento urodinamico ocorre de forma
satisfatoria sem causar morbidades a curto prazo®.

Nosso primeiro estudo com SID na bexiga foi realizado
com a utilizagdo de submucosa autdloga de caes'. Os resultados
foram muito semelhantes aos observados com a submucosa
heterologa de origem porcina, comprovando-se assim a auséncia
de rejeicdo. Isto vem de encontro a relatos da literatura que
evidenciam a auséncia de reag@o inflamatéria do tipo Thl que
estaria relacionada a rejei¢do'.

Como no estudo anterior evidenciamos maior
quantidade de fibras colagenas tipo III (imaturas). Talvez uma
analise feita no 2° ou 3° més de pds-operatorio pudéssemos
constatar maior quantidade de fibras colagenas tipo I (maduras).
Semelhante ao estudo ja publicado, verificamos auséncia de
reagdo inflamatdria aguda e discreta presenga de reacdo de corpo
estranho, atribuida muito mais a sutura do que uma reagdo a
membrana em si''.

O presente estudo evidenciou no 30° dia de pos-
operatorio a ocorréncia de grande quantidade de tecido muscu-
lar liso no local do implante. Em todos os animais verificou-se
a total urotelizacdo do enxerto e uma expressiva
neovascularizagdo. A quantificacdo de musculo liso no enxerto
foi realizada no presente estudo, demonstrando que as fibras
musculares lisas estiveram presentes em percentuais
significativos (60% da area em média) o que difere do estudo
anterior no qual realizou-se apenas uma analise qualitativa.

Sob a influéncia dos fatores de crescimento tais como
fatores fibroblasticos (FGF-2), fatores vasculares endoteliais
(VEGF), fatores de crescimento beta transformador (TGFB),
que atuam como moléculas sinalizadoras*®!? , as células de
regeneragdo migram da bexiga primitiva para o local do enxerto.
A cobertura completa da superficie mucosa do enxerto pelo
urotélio comega como uma unica camada que gradualmente se
transforma em epitélio transicional com multiplas camadas
semelhantes a bexiga normal.
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A angiogénese ¢ fundamental para o suprimento vas-
cular do tecido vesical em remodelag@o. Proliferagdo e migragdo
de células endoteliais, induzidos por fatores quimiotaxicos
presentes na matriz extracelular e nas células adjacentes,
promovem a neoangiogénese'>?. Sdo essas células endoteliais
que vao originar os tubos vasculares, ramos ¢ capilares
propriamente ditos. Esse processo ocorre nas primeiras semanas
(2-6 semanas) apds o implante do enxerto.

O estudo criterioso dos campos de leitura microscopica
demonstrou agrupamentos celulares corados presentes no
enxerto, bem como a formagao de neovasos sanguineos. Essas
células, que representam o mesénquima indiferenciado, sdo
progenitoras de células endoteliais.

Ha uma hipétese de que os miofibroblastos se
diferenciam em células musculares lisas?, porém essa teoria
ainda ndo foi fundamentada no que se refere a SID implantada.

O presente estudo demonstrou que um retalho de sub-
mucosa de intestino porcino pode ser um excelente substrato
para a regeneragdo vesical, quando implantado na bexiga de
cées, permitindo assim um importante crescimento epitelial e
vascular. O crescimento de um novo tecido contratil sobre o
molde de submucosa ¢ preferivel a uma cicatriz inerte, muitas
vezes limitante no que diz respeito a contratilidade.

Conclusao

A submucosa de intestino heterdloga mostrou ser um
bioenxerto capaz de induzir a neoangiogénese, a neoformagio
muscular e a deposi¢do de colageno necessaria para a aumento
e reparo vesical.
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