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RESUMO

Introdugao: A necessidade de substituicdo de segmentos do aparelho urinario por
um equivalente funcional para o tratamento de varias doengas uroldgicas € um
problema comum. As biomembranas descelularizadas s&o materiais bioldgicos que
surgem como potenciais substitutos aos enxertos e retalhos autélogos comumente
utilizados. A biomembrana derivada de pericardio bovino apresenta caracteristicas
que a colocam em vantagem nesse contexto. Objetivo: Avaliar as caracteristicas
macroscopicas e anatomopatoldgicas da biomembrana descelularizada de pericardio
bovino implantada em bexiga de coelhos. Métodos: Estudo experimental em modelo
animal. Quarenta e cinco coelhos foram submetidos a cistectomia parcial e divididas
em 3 grupos: controle, enxerto de biomembrana descelularizada de pericardio bovino
e enxerto da biomembrana impregnada com Amicacina. Foram avaliados os
resultados em 4, 8 e 12 semanas. Resultados: Ndo ocorreram complicagdes
relacionadas ao procedimento. A avaliagdo macroscopica das bexigas dos grupos
teste mostrou boa integragdo tecidual a partir de 8 semanas do procedimento. Apos
12 semanas, o local do enxerto era indistinguivel. A analise histolégica indicou
absorcao completa do enxerto com 12 semanas. O urotelio estava adequadamente
regenerado com 8 semanas, porém apos 12 semanas nao se observava diferencga
entre o local do enxerto e a bexiga. A presenca de fibras musculares era visivel com
8 semanas e aumentou até 12 semanas, porém em menor numero que na bexiga.
Conclusées: Essa nova biomembrana descelularizada de pericardio bovino se
mostrou segura e se integrou de forma satisfatoria ao tecido vesical com pouca reagao
imunoldgica funcionando como arcabougo para proliferagdo das células uroteliais.
Dessa forma, pode ser uma alternativa vidvel e segura ao uso de seguimentos

intestinais como substituto parcial da bexiga.

Palavras-chave: Biomembrana; engenharia de tecidos; engenharia celular;

biomateriais



ABSTRACT

Introduction: The necessity to replace segments of the urinary tract with a functional
equivalent for the treatment of various urological disorders is a important issue.
Decellularized biomembranes are biological materials that emerge as potential
substitutes for traditional autologous grafts and flaps. The biomembrane obtained from
bovine pericardium has characteristics that place it at an advantage in this context.
Objective: To evaluate the macroscopic and anatomopathological characteristics of
the decellularized bovine pericardium biomembrane implanted in the bladders of
rabbits. Methods: Experimental study in an animal model. Forty-five rabbits underwent
partial cystectomy and were divided into 3 groups: control, graft of decellularized
bovine pericardium biomembrane, and graft of the biomembrane impregnated with
Amikacin. Endpoints were evaluated at 4, 8, and 12 weeks. Results: There were no
complications related to the procedure. Macroscopic evaluation showed good tissue
integration 8 weeks after the procedure. After 12 weeks, the graft site was
indistinguishable. Histological analysis indicated complete absorption of the graft at 12
weeks. The urothelium was adequately regenerated at 8 weeks, but after 12 weeks
there was no difference between the graft site and the bladder. The presence of muscle
fibers was visible at 8 weeks and increased up to 12 weeks, but in smaller numbers
than in the bladder. The decellularized bovine pericardium biomembrane proved to be
safe and integrated satisfactorily with the bladder tissue with minimal immunological
reaction, functioning as a scaffold for the proliferation of urothelial cells. Conclusions:
This novel decellularized bovine pericardium biomembrane demonstrated safety and
satisfactory integration with bladder tissue, showing minimal immunological reaction.
It served effectively as a scaffold for urothelial cell proliferation. Therefore, it may
present a viable and safe alternative to using intestinal segments for partial bladder

replacement.

Keywords: Biomembrane; tissue engineering; cellular engineering; biomaterials.
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1 INTRODUGAO GERAL

Um dos grandes problemas enfrentados na urologia € a substituicdo dos
tecidos uroteliais por um equivalente funcional. Sendo a substituicdo vesical um tépico
especialmente desafiador. Atualmente, o mais utilizado para derivagdes e
substituicbes sao segmentos intestinais. O padrdo ouro de tratamento para
cistectomia radical € neobexiga ortotopica ou conduto ileal, porém esta técnica esta
associada a inumeras complica¢des (Pokrywczynska, 2014).

A indicacdo mais frequente para derivagao urinaria ou cistoplastia de aumento
€ a cistectomia por cancer de bexiga. Porém, outras condigdes como bexiga contraida
devido a tuberculose geniturinaria, cistite intersticial, bexiga neurogénica, hiperreflexia
ou instabilidade refrataria de detrusor, entre outras, requerem cistoplastia de aumento.
A ampliagédo da bexiga utiliza intestino delgado, intestino grosso e, menos frequente,
o estdbmago. No entanto, o uso do intestino do proprio paciente acompanha
complicagdes graves, como disturbios metabdlicos e eletroliticos, sepse, formacgao de
calculos e progresséao neoplasica (Pokrywczynska, 2014).

As derivacdes urinarias podem ser divididas em continentes e incontinentes. A
derivacao ureteroileostomia cutanea nao continente é a mais usada e é feita com ileo
pré-terminal, sendo a urina coletada em um sistema de bolsa externa. Ja as
derivagdes continentes sdao a bolsa cutdnea continente, havendo necessidade de
auto-cateterizagao, e a neobexiga ileal ortotopica, que consiste na forma fisiolégica
mais comum de armazenar a urina apos uma cistectomia, utilizando-se de 40 a 80 cm
de ileo pré-terminal.

Procurando melhorar o processo de restauracao de tecidos danificados ou
doentes, bem como suas fungdes, a engenharia de tecidos combina principios da
engenharia de biomateriais e a biologia celular para criar substitutos biologicos,
utilizando-se de manipulacdo de células, moléculas que estimulam o tecido e
confeccbes de biomateriais naturais ou sintéticos. Os biomateriais definem a
geometria do tecido substituido, atuando como um suporte tridimensional, e guiam o
crescimento interno de células nativas e sintetizagcdo de uma matriz extracelular,
promovendo sinais para promoc¢do de regeneracdo tecidual. Esses arcabougos
bioldégicos podem ser obtidos de uma variedade de fontes de tecidos alogénicos ou

xenogénicos e de varias espécies diferentes. No entanto, a antigenicidade do
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biomaterial representa a principal barreira de expansao do uso de tecidos xenogénicos
na pratica clinica.

A pesquisa por biomateriais como substitutos para a bexiga urinaria existe
desde os anos 1950, quando moldes de acrilico foram utilizados para reconstruir
segmentos vesicais. A evolugéo biotecnoldgica recente abriu enormes possibilidades
no campo da reconstrugao e regeneracgao de tecidos e 6rgaos do trato urinario.

Na bexiga, o objetivo final da engenharia de tecidos ¢ identificar o material de
arcabouco e fontes de células capazes de recapitular os componentes de sua parede
e fornecer maior produgéo fisioldgica do que o tecido nativo insultado. O biomaterial
ideal para essa finalidade deve ser biocompativel, ndo imunogénico e biodegradavel.
Ainda, precisa apresentar parametros mecanicos adequados de elasticidade e
resisténcia a tracao, e capacidade de funcionar como barreira contra urina e infecgoes.

Até o momento, varias experiéncias clinicas com biomateriais foram relatadas,
mas a limitagdo no uso de outros tecidos, pelas caracteristicas biomecanicas unicas
da bexiga e os requerimentos fisioldgicos para o 6timo funcionamento, faz com que
ainda ndo haja atualmente material que possa substituir satisfatoriamente a
enterocistoplastia. Sobre o uso de pericardio bovino, mais bem documentado como
seguras e eficazes em cirurgias cardiovasculares e abdominais, ndo ha descri¢gdes
robustas na literatura como enxertos de bexiga, mas verifica-se resultados favoraveis
a sua utilizacdo, exigindo maiores estudos.

Os enxertos de pericardio bovino tém sua relevancia por sua boa
biocompatibilidade, com poucos casos evidentes na literatura sobre rejei¢ao, ja que
sua preparacgao inativa as células do doador, possui caracteristicas ideais de
manuseio operatorio, impermeabilidade, retencao confiavel da sutura além de possuir
baixo custo e alta maleabilidade.

Porém, quando se trata da implantagao de materiais artificiais, as infecgoes sao
sempre um problema. Durante a infeccdo ocorre a colonizacdo bacteriana,
proliferagdo e formagdo de um biofilme na superficie do material, que protege as
bactérias dos antibidticos e do sistema imunolégico do paciente, persistindo a infecgao
e dificultando seu tratamento. A adesao bacteriana no momento de implante do
material € o fator-chave para a contaminagao e consequente infecgdo. A urina humana
nao ¢é, atualmente, considerada, completamente estéril. Apresenta, sim, uma

microbiota. Discute-se se essa microbiota pode interferir em sintomas e tratamentos.
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Dessa forma, procurando-se evitar a formagao de biofilme e crescimento
bacterianos, € possivel adicionar nas biomembranas substancias que atuem de forma
profilatica. Uma possibilidade é o uso de solugao de clorexidina, que apresenta bom
resultado antibacteriano, sem alterar o processo cicatricial ou remodelagéo tecidual,
mas que tem atividade rapidamente reduzida em funcio da diluicao nos liquidos do
hospedeiro. Outra possibilidade é utilizar biomembranas acrescidas de antibiéticos.
No que tange as infecgbes uroldgicas, uma boa opcao é o uso sulfato de amicacina,
um antibiético da classe dos aminoglicosideos que combate infecgdes graves do trato
urinario por bactérias gram-negativas da familia das enterobactérias, agentes
etiopatogénicos mais comuns nas infec¢des pds-cirurgias urolégicas, e mantém mais
eficacia frente aos microrganismos resistentes a gentamicina e/ou tobramicina, ja

sendo usada como profilaxia antibiotica em cirurgias urologicas.

1.1 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de uma alternativa segura para substituicdo parcial
da bexiga urinaria é imperativo, uma vez que as alternativas atuais apresentam
indices elevados de complicagoes.

O estudo proposto é importante porque investiga o potencial uso de
biomembranas descelularizadas para substituir a bexiga em pacientes que
necessitam sua retirada. Fornecendo informagdes valiosas sobre sua seguranga e
eficacia em um modelo animal

A membrana acelular derivada de pericardio bovino a ser utilizada
apresenta potencial para ser uma alternativa acessivel.

A avaliagado da seguranga, riscos de complicagdes e comportamento in vivo da

biomembrana é fundamental nessa fase.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas  anatomopatolégicas da  biomembrana

descelularizada de pericardio bovino implantada em bexiga de coelhos.

1.2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a seguranca da membrana descelularizada de pericardio bovino como
substituto da bexiga urinaria em coelhos.

e Avaliar a absorgdo e incorporagdo do enxerto aplicado como substituto da
bexiga urinaria em coelhos.

e Avaliar se a impregnagao da biomembrana descelularizada com Amicacina

provocaria alteracdes nos achados histolégicos apos seu implante.

Esta dissertacdo € apresentada através de 2 artigos. Um artigo de revisao
intitulado “Utilizacdo de Biomembrana de Pericardio Bovino como alternativa para
Reconstrugao Vesical: Revisao da Literatura”. E o outro artigo, original, do trabalho de
pesquisa experimental propriamente dito, intitulado “Avaliacado in vivo de Membrana
Descelularizada de Pericardio Bovino na Substituicao parcial da Bexiga Urinaria em

Coelhos”.
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2 ARTIGO DE REVISAO

UTILIZAGAO DE BIOMEMBRANA DESCELULARIZADA DE PERICARDIO
BOVINO COMO ALTERNATIVA PARA RECONSTRUCAO VESICAL: REVISAO
DA LITERATURA

RESUMO

Disfungdes funcionais e anatdmicas da bexiga, requerendo procedimentos para
aumento de sua capacidade sdo um desafio. O tratamento mais utilizado, com
segmentos intestinais, esta longe de ser o ideal. A utilizagdo de engenharia tecidual e
arcabougos organicos que permitam a regeneracdo tecidual tem ganhado atencéo
cada vez maior. O pericardio bovino, por sua disponibilidade e caracteristicas tem o
potencial de ser uma alternativa valiosa. Nesse artigo realizamos uma revisao de
literatura integrativa para avaliar a utilizacdo de membranas descelularizadas

derivadas de pericardio bovino como substituto da bexiga urinaria.

Palavras-chave: biomembrana; engenharia tecidual; regeneragcdo tecidual;

engenharia celular; biomateriais

ABSTRACT

Functional and anatomic dysfunctions of the bladder that require procedures to
increase bladder capacity present significant challenges. The most used treatment,
which involves intestinal segments, is not ideal. Recently, tissue engineering and
organic scaffolds that facilitate tissue regeneration have gained attention. Bovine
pericardium, due to its availability and beneficial properties, has shown promise as a
valuable alternative. In this article, we conducted an integrative literature review to
evaluate the use of decellularized membranes derived from bovine pericardium as

substitutes for the urinary bladder.

Keywords: biomembrane; tissue engineering; tissue regeneration; cellular

engineering; biomaterials
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INTRODUCAO

As disfungdes da bexiga urinaria, sejam funcionais ou anatémicas, causam
impacto importante na qualidade de vida dos pacientes. Canceres, disfuncdes
neurogénicas, trauma, cistite intersticial e condi¢des congénitas podem levar a
diminuicdo da capacidade vesical, incontinéncia urinaria e disfungdes renais. Muitas
vezes € necessario algum método para aumento da capacidade vesical. O mais
comum é a utilizagdo de segmento ileal, técnica conhecida como enterocistoplastia.
Ampliagdes vesicais com uso de segmentos gastrointestinais, apesar de amplamente
utilizadas, apresentam inumeros riscos e complicagdes, como incontinéncia devido ao
peristaltismo, disturbios metabdlicos e eletroliticos, formagao de calculos e risco de
formagao de tumores (Mimura, 2010).

O interesse na utilizagdo de biomateriais vem aumentando nos ultimos anos,
especialmente biomembranas descelularizadas. Submucosa de intestino de porco
(SIS) e matriz acelular de bexiga ja foram avaliadas em varios estudos como
potenciais substitutos da bexiga para cistoplastia de aumento.

Especialmente em procedimentos cardiovasculares, o uso do pericardio bovino
nao esta associado a aumento dos indices de infecgdo, o que o torna uma opgao
segura para diferentes aplicagdes (Araujo, 1987).

As matrizes descelularizadas podem ser divididas em 3 tipos: carrier
(transportadora); sponge (esponja) e fleece (la) (BREHMER, 2007). Cada tipo
apresenta caracteristicas que levam a crescimento celular diferentes. As tipo carrier,
na qual se encaixam as matrizes derivadas de pericardio bovino, apresentam poros
de pequeno didmetro e promovem o desenvolvimento de epitélio bem diferenciado,
mas com menos crescimento celular em seu interior.

A membrana descelularizada de pericardio bovino foi menos avaliada, porém
pode ser uma excelente alternativa devido sua ampla disponibilidade e custo

acessivel.
MATERIAL E METODO
Trata-se de uma revisdo da literatura de modelo integrativo, em que se

procurou atualizar a literatura médica de forma nao sistematica nem metanalitica, do

uso de membrana descelularizada de pericardio bovino como substituto parcial da
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bexiga urinaria. Foram pesquisadas as expressdes “Bovine Pericardium” e “Bladder
Augmentation” e “Bovine Pericardium” e “Bladder Reconstruction” nas bases de dados
PubMed e Biblioteca Virtual em Saude (BVS) sem limite de periodo. Focando nos
artigos em lingua inglesa e portuguesa, tanto em ensaios clinicos quanto

experimentos em animais.

RESULTADOS

Foram encontradas 11 publicacdes, sendo 2 relatos de casos, 4 estudos
experimentais em animais e 3 artigos de revisao.

Dois estudos experimentais em animais foram excluidos pois foi utilizado o
pericardio bovino estéril, sem processamento (AMARO, 1997; AMARO, 2000).

DISCUSSAO

Agishi e colabobadores, em 1975, estudaram uma membrana de pericardio
bovino tratada com anidrido acético a 70%. Os pesquisadores realizaram uma
cistectomia parcial em 5 cédes e implantaram a membrana de pericardio bovino.
Realizaram avaliagbes cistometricas, cistograficas e anatomopatolégicas em 1
semana, 4 semanas, 6 semanas, 10 e 11 meses apods o implante. Os resultados foram
satisfatérios. 1 animal apresentou fistula no pds-operatério e precisou ser sacrificado
com 7 dias. A capacidade vesical e 0 aspecto cistografico da bexiga se mantiveram.
Com 4 semanas a analise histologica ja demonstrava integragdo da membrana a
bexiga. Os autores concluiram que a membrana de pericardio bovino € um material
util para ser estudado para a cistoplastia de aumento (Agishi, 1975).

Novicki e colaboradores, do mesmo grupo de pesquisa, publicaram, em 1978,
um novo estudo com a mesma membrana descrita por Agishi. Nesse trabalho usaram
16 caes divididos em 3 grupos. No primeiro grupo realizaram cistectomia parcial com
fechamento primario, sem cistoplastia de aumento. No grupo 2, apds a cistectomia
parcial realizaram o implante da membrana de pericardio bovino tratado e no grupo 3,
apds induzirem contragcdo vesical, realizaram a cistoplastia de aumento com o
pericardio bovino. Os resultados foram consistentes com os achados de Agishi, com
a membrana sendo adequadamente incorporada a bexiga, com 10 semanas mais de

90% da membrana havia sido absorvida. Houve adequada manutencédo da



16

capacidade vesical e apenas 2 casos de calcificacdo encontradas com 10 semanas.
Apds 10 semanas (0 estudo prosseguiu ate 12 meses) ndo houve ocorréncia de
calcificagoes (Novicki, 1978).

Pokrywczynska e colaboradores, em estudo publicado em 2014, revisou a
literatura estudos clinicos envolvendo reconstrugao vesical e metidos de engenharia
tecidual. Até aquela data, apenas um caso, em 131 casos clinicos publicados, envolvia
uso de pericardio bovino. Era um relato de corregao de fistula enterocutanea com
emprego de pericardio bovino. O tratamento obteve sucesso com seguimento de 2,5
anos (Pokrywczynska, 2014).

McKammon e colaboradores publicaram em 2020 uma revisdo de estudos
clinicos envolvendo biomateriais e engenharia tecidual da bexiga. Foram incluidos 25
trabalhos de relato e serie de casos, englobando 222 pacientes no total (Chua, 2019).
Como no estudo de Pokrywczynska, apenas um relato de caso com uso de pericardio
bovino foi encontrado. Os pesquisadores concluiram que melhor entendimento a
avancgo da tecnologia ainda € necessario para a colocagdo dos biomateriais e da
engenharia tecidual como alternativa a enterocistoplastia.

Em reviséo publicada em 2024, Bahri e colaboradores realizaram uma revisao
de estudos em humanos envolvendo uso de técnicas de medicina regenerativa em
bexiga. O unico que envolvia uso de pericardio bovino era 0 mesmo relato de caso
citado nos trabalhos anteriores (Bahri, 2024).

Em uma publicagéo clinica envolvendo uso de pericardio bovino na bexiga
urinaria de humanos, cirurgides de Seul realizaram um procedimento, até entdo o
primeiro, no qual utilizaram matriz descelularizada de pericardio bovino para
substituicdo de defeito vesical apds correcao de fistula éntero-vesical. O procedimento
foi bem-sucedido e a paciente apresentava boa evolucdo clinica 2,5 anos apés a
cirurgia (Moon, 2011).

Chee e colaboradores publicaram um relato de correcao de lesao iatrogénica
de bexiga irradiada com pericardio bovino e concluiram que, em comparagédo com a
enterocistoplastia, a utilizagdo do pericardio pode ser uma alternativa viavel (CHEE,
2015).

Estudo em porcos, publicado em 2000 por Portis e colaboradores, realizaram
cistectomia parcial seguida de cistoplastia de aumento em 31 animais. Em 6 foi usado
o Pericardio Bovino tratado com Glutaraldeido. Quando comparado com os outros

materiais testados (matriz tecidual acelular, placenta humana, submucosa de intestino
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delgado porcino) o pericardio bovino nao foi adequadamente incorporado a bexiga do
hospedeiro (Portis, 2000).

Mimura e colaboboradores, em artigo de 2010, realizaram um estudo
comparando o uso de membrana descelularizada de pericardio bovino com
submucosa de intestino delgado de porco (SIS) em cistoplastia de aumento de ratos.
Dividiram 15 ratos em 3 grupos. No primeiro grupo, apds cistectomia parcial,
realizaram o fechamento primario. No segundo grupo, implantaram o SIS e no terceiro
grupo implantaram a membrana derivada de pericardio bovino. Com 1, 2, 4 e 8
semanas foi realizada avaliagédo cistométrica das bexigas através de cateter uretral
com instilacdo de salina e medida da presséao vesical. Com 4 e 8 semanas, 0s animais
foram eutanasiados e analise histologica realizada. O primeiro grupo nao apresentou
mudanga no volume vesical durante o periodo avaliado (8 semanas). O segundo
grupo apresentou aumento da capacidade vesical até 4 semanas, sem diferenga entre
4 e 8 semanas. No grupo com a membrana derivada de pericardio bovino, o volume
vesical continuou aumentando até 8 semanas. A analise histoldgica mostrou achado
semelhantes entre o grupo com SIS e o grupo com membrana derivada de pericardio
bovino. Com 4 semanas, a interface entre a bexiga do hospedeiro e a membrana era
visivel, com finas camadas de estruturas musculares. Com 8 semanas, a interface nao
era perceptivel, com o urotélio e membrana propria formados por varias camadas e
estruturas musculares com camadas espessas. Os autores concluiram que o
pericardio bovino descelularizado oferece uma boa alternativa para a realizacdo das
cistoplastias de aumento (Mimura, 2010).

A utilizacdo de biomateriais na urologia reconstrutora € um tépico que atrai
muita atencdo. Nesse caminho, os enxertos matriz extracelular absorvivel tém
mostrado resultados promissores em varios estudos animais e alguns trabalhos
clinicos (Santucci, 2005). Na Urologia, o pericardio bovino tem sido utilizado em varios
procedimentos, especialmente na area da Andrologia e Medicina Sexual, como
corregdes de deformidades penianas e implante de préteses penianas.

Entretando, para o aumento vesical, a dificuldade no manuseio, especialmente
durante procedimentos laparoscépicos ou robéticos e falta de compatibilidade da
maioria dos materiais disponiveis tém limitado sua utilizagdo (Mimura, 2010).

Essa revisdo mostra a falta de estudos em cirurgias vesicais com utilizagcédo de
pericardio bovino. Essa heterogeneidade dos materiais disponiveis, em sua

composicao de preparo € um fator importante. O estudo de Mimura, que utilizou uma
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biomembrana derivada de pericardio, acelular, ndo citotéxica e de facil manuseio,

mostrou resultados promissores.

CONCLUSAO

Embora a utilizagdo de engenharia tecidual e processos biotecnoldgicos para
substituicdo de tecidos, especialmente na Urologia reconstrutora seja uma area que
enseja muito interesse, sdo poucos trabalhos estudando a utilizagcdo de membranas
derivadas de pericardio bovino como substituto da bexiga apds necessidade de
ressecg¢ao parcial ou na cistoplastia de aumento. Existem evidencias que mostram
que o tipo de preparo da biomembrana tem impacto no resultado do procedimento.

Mais estudos s&o necessarios, principalmente envolvendo novos processos de
preparo e manipulacao, a utilizacdo de biomembranas derivadas do pericardio bovino
como substituto da bexiga urinaria traz uma possibilidade para os tratamentos no

futuro. Especialmente devido a sua disponibilidade e facilidade de acesso.
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3 ARTIGO ORIGINAL

AVALIACAO IN VIVO DE MEMBRANA DESCELULARIZADA DE
PERICARDIO BOVINO NA SUBSTITUICAO PARCIAL DA BEXIGA
URINARIA EM COELHOS

RESUMO

Introdugao: A utilizacdo de biomembranas como substitutos de tecidos e 6rgéos €
um tema atual e relevante em varias areas da medicina. Em diversas areas da
urologia, elas tém sido utilizadas. Na urologia reconstrutiva, a busca por materiais
seguros e eficazes existe ha tempos e, em especial para reconstrugéo vesical, uma
alternativa a utilizagdo de segmentos intestinais ainda € um desafio. Nesse
experimento, testamos uma nova membrana descelularizada de pericardio bovino
como substituto parcial da bexiga urinaria em coelhos. Material e Método: Quarenta
e cinco coelhos, divididos em 3 grupos, foram submetidos a cistectomia parcial
seguida de cistoplastia com essa nova membrana impregnadas ou nao com
amicacina. Os animais foram sacrificados apés 4, 8 e 12 semanas para avaliagao do
aspecto macroscopico e histologico dos enxertos. Resultados: Quatro semanas apos
o enxerto, a membrana descelularizada era visivel, sem neoformac¢ado adequada do
urotelio e ocorréncia de calculos (3 de 10 animais). Com 8 semanas, a interface entre
a membrana e a bexiga era de dificil identificacdo. Houve ocorréncia de calculo (1 de
10 animais) e as fibras colagenas da lamina propria ainda eram diferentes do controle.
Com 12 semanas, o urotelio era indistinguivel da bexiga, as fibras colagenas da lamina
propria eram muito semelhantes ao controle € ndo houve ocorréncia de calculos. Nao
houve diferenga entre os grupos com as membranas impregnadas ou nao com
amicacina. Conclusao: Essa nova membrana descelularizada de pericardio bovino
pode ser uma alternativa segura e eficaz com substituto parcial da bexiga urinaria,
porem novos estudos devem ser realizados, especialmente em relagado aos aspectos

funcionais.

Palavras-chave: Biomembrana; engenharia de tecidos; engenharia celular;

biomateriais
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ABSTRACT

Introduction: The use of biomembranes as substitutes for tissues and organs is a
significant and relevant topic in various fields of medicine, particularly in urology, where
they have found applications. In reconstructive urology, the quest for safe and effective
materials has been ongoing for a long time. This is particularly true for bladder
reconstruction, where finding an alternative to using intestinal segments remains a
challenge. In this experiment, we tested a new decellularized bovine pericardium
membrane as a partial substitute for the rabbit urinary bladder. Material and Method:
Forty-five rabbits were divided into three groups and underwent partial cystectomy
followed by reconstruction using a new membrane, which was either impregnated with
amikacin or not. The animals were sacrificed at 4, 8, and 12 weeks for macroscopic
and histological evaluation of the grafts. Results: Four weeks after the graft, the
decellularized membrane was visible, with inadequate urothelial neoformation and the
occurrence of stones in three out of ten animals. At 8 weeks, it was challenging to
identify the interface between the membrane and the bladder. Stones were observed
in 1 out of 10 animals, and the collagen fibers in the lamina propria still differed from
those in the control animals. At 12 weeks, the urothelium resembled the normal
bladder, the collagen fibers of the lamina propria were very similar to those in the
control group, and there were no occurrences of stones. There was no difference
between the groups with membranes impregnated or not with amikacin. Conclusion:
This decellularized bovine pericardium membrane could serve as a safe and effective
partial substitute for the urinary bladder, but further studies are necessary, particularly

concerning its functional aspects.

Keywords: Biomembrane; tissue engineering; cellular engineering; biomaterials.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de biomembranas na medicina regenerativa tem ganhado destaque
nas ultimas décadas, especialmente na area da urologia. As biomembranas
descelularizadas, derivadas de diferentes tecidos, apresentam-se como uma
promissora alternativa para substituicbes e reparagdes de tecidos devido a sua
biocompatibilidade, resisténcia e capacidade de promover a regeneracgao celular. Em
particular, a biomembrana descelularizada de pericardio bovino tem sido amplamente
estudada e aplicada em diversas areas médicas, incluindo a cirurgia cardiovascular e
a reparagao de hérnias.

Na urologia, a substituicdo ou reparacao de tecidos da bexiga representa um
desafio significativo devido a complexidade funcional e estrutural deste o6rgéo.
Condi¢cdes como cancer de bexiga, malformag¢des congénitas, traumas e doengas
inflamatadrias crénicas podem resultar na necessidade de intervengdes cirurgicas que
demandam a substituicdo parcial ou total da bexiga.

Reconstrugdes do trato urinario inferior tém sido, usualmente, realizadas com
tecidos autélogos nao uroldgicos, como segmentos gastrointestinais e mucosas
derivadas de diferentes regides do corpo (Zhang, 2020).

Ampliagdes vesicais com uso de segmentos gastrointestinais, apesar de
amplamente utilizadas, apresentam inumeros riscos e complicacdes, como
incontinéncia devido ao peristaltismo, disturbios metabdlicos e eletroliticos, formacao
de calculos e risco de formacgao de tumores (Mimura, 2010).

Nesse contexto, a utilizacdo de biomembranas descelularizadas, como o
pericardio bovino, surge como uma alternativa promissora para a reconstrugao
vesical. Essas membranas oferecem uma matriz extracelular adequada que suporta
a proliferacdo e a diferenciacdo celular, facilitando a integragcdo com os tecidos
circundantes e minimizando as reagdes imunoldgicas. Além disso, a descelularizagao
do pericardio bovino remove os componentes celulares potencialmente imunogénicos,
preservando a estrutura e a funcionalidade da matriz extracelular.

O pericardio bovino possui inumeras vantagens comprovadas em seu uso.
Consisténcia, facilidade de manuseio, disponibilidade, durabilidade,
impermeabilidade, retencdo de suturas e biocompatibilidade. Além disso, € um
material acelular composto basicamente por colageno que tem potencial de promover

uma acelerada regeneracgao tecidual (Li, 2011).
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Outra vantagem das membranas descelularizadas e processadas em geral € a
possibilidade de “enriquecimento” com antibidticos. Estudos in vitro demonstraram a
capacidade bactericida dessas membranas (Dantas, 2022) e experimentos em
animais demonstraram efeito benéfico no tratamento de feridas contaminadas
(Albahrawy, 2023). Por outro lado, um potencial efeito benéfico da impregnacdo com
antibiéticos na cicatrizagdo nao pode ser demonstrado (Bai, 2016).

O uso de biomembranas descelularizadas de pericardio bovino na urologia,
especificamente como substituto de bexiga, apresenta-se como uma estratégia
inovadora e potencialmente eficaz para tratar uma variedade de condic¢des clinicas. A
importancia desse estudo reside na necessidade de encontrar alternativas seguras e
eficientes para a reconstrugdo vesical, que possam reduzir as complicagdes
associadas aos métodos tradicionais e melhorar a qualidade de vida dos pacientes.
Portanto, a investigagdo das propriedades e aplicagdes dessas biomembranas é
crucial para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas na urologia

regenerativa.
MATERIAL E METODO
Aspectos éticos da pesquisa

Este trabalho, por tratar-se de pesquisa com animais, foi submetido a
apreciacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Positivo, conforme determina a Lei n° 11.794/08 e as resolugdes do Conselho

Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA). PARECER
CONSUBSTANCIADO N° 23/2023 (Anexo 1)

Amostra
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Foram utilizados 45 coelhos brancos Nova Zelandia com mais de 8 semanas
de vida e peso médio foi 2,836 quilogramas, divididos nos seguintes grupos:
(1) 15 coelhos para grupo controle;
(2) 15 coelhos cujas bexigas foram submetidas a enxerto de membrana de
pericardio bovino descelularizada;
(3) 15 coelhos cujas bexigas foram submetidas a enxerto de membrana de
pericardio bovino descelularizado acrescida de Amicacina.

Os animais foram mantidos por 15 dias de aclimatacdo no Bioterio, em baias
coletivas, com alimento (adequada a dieta de coelhos) e agua ad libitum para
adaptagcao ao ambiente antes da intervencgao cirurgica.

A opcgao pelo uso dessa raga de coelhos ocorreu por ser um modelo disponivel
e descrito na literatura para estudo de bexigas. Esses animais, com 8 semanas de
idade, apresentam tamanho e peso que permitem um procedimento cirurgico com

seguranca.

Membrana Descelularizada de Pericardio Bovino

Pesquisadores da Pontificia Universidade Catdlica do Parana desenvolveram
uma nova técnica de processamento e descelularizagdo do pericardio. Segundo a
técnica, o pericardio é tratado sob agitagdo continua com uma solugdo a 0,1% de
dodecil sulfato de sd6dio e 7mM de etilenodiaminotetracetico por 24 horas a
temperatura ambiente. Entdo, a membrana é lavada com etanol a 70% por 24 horas
em temperatura ambiente. Em seguida, por 10 dias, é lavada com cloreto de sédio a
0,9% substancias residuais. Procedimento que demonstrou sucesso na manutencao
das propriedades mecanicas, aumento da concentracdo de colageno e adequada
redugdo na concentracdo de DNA, indicando a descelularizagdo. Também
demonstraram auséncia de citotoxicidade in vitro e controle microbioldgico (Wollmann,
2019).

Essa nova membrana (figura 1), patenteada, foi utilizada em nosso estudo,
visto tratar-se de uma inovacao local e potencialmente acessivel mais acessivel que

outras opc¢des disponiveis.



27

Figura 1 - Membrana descelularizada de pericardio bovino.

\

Fonte: Autor

Imagem da esquerda: membrana antes da liofilizagdo; Imagem da direita: membrana liofilizada e
reidratada

Procedimento cirurgico

Como pré-operatdrio foi feita inje¢gao de Cloridrato de buprenorfina 40 ug/kg e
midazolam 1mg/kg por via subcutanea.

O procedimento cirurgico dos grupos estudo foi realizado conforme a seguinte
descrigao:

(1) Procede-se anestesia no animal com injegao intravenosa de propofol 5-
8mg. Apds intubagéao traqueal, a manutencgao anestésica foi realizada com isoflurano,
lidocaina 4mg/kg/h e fentanil 10 pg/kg/h.

(2) Tricotomia da regido abdominal

(3) Assepsia e antissepsia com PVPI
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(4) Aposicao de campos estéreis.

(5) Incisdo mediana no abdome, de aproximadamente 5 cm

(6) Hidratacdo da membrana nos grupos correspondentes ao uso de pericardio
em soro fisiolégico 0,9%

(7) Identificacéo da bexiga urinaria, cistectomia parcial e implante da membrana
com 1 cm2 do grupo correspondente e fixagcdo com sutura continua de fio absorvivel
(polidioxanona 4-0). Foram aplicados pontos inabsorviveis (mononylon 4-0) nas 4
extremidades do implante com objetivo de auxiliar sua identificagao (figuras 2 e 3).

(8) Revisado de hemostasia.

(9) Fechamento das incisdes utilizando fio nylon 5-0 em pontos simples.

Para o grupo controle:

(1) Procedeu-se sedacao (isoflurano em campanula de vidro) e anestesia no
animal com injecao intraperitoneal IM (Cetamina 90 mg/kg com Xilazina 10 mg/kg).

(2) Tricotomia da regido abdominal

(3) Assepsia e antissepsia com PVPI

(4) Aposicao de campos estéreis.

(5) Incisdao mediana no abdome, de aproximadamente 5 cm

(6) Hidratagdo da membrana nos grupos correspondentes ao uso de pericardio
em soro fisiolégico 0,9%

(7) Identificacdo da bexiga urinaria, cistotomia linear com 1 cm e fechamento
com sutura continua com fio absorvivel (polidioxanona 4-0). Foram aplicados pontos
inabsorviveis (mononylon 4-0) nas 2 extremidades da cistotomia.

(8) Revisao de hemostasia.

(9) Fechamento das incisdes utilizando fio nylon 5-0 em pontos simples.
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Figura 2 - Bexiga urinaria dissecada

Fonte: Autor
4 pontos de fio inabsorvivel foram aplicados para facilitar a identificagcdo no momento da eutanasia.

Figura 3 - Apos a cistectomia parcial, enxerto realizado.

Fonte: Autor
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Pés-operatério e acompanhamento

Os animais envolvidos na pesquisa ndo estiveram sujeitos a nenhum tipo de
sofrimento intencional posto que todo procedimento cirurgico foi realizado mediante
sedacao e anestesia.

Apds o procedimento cirurgico, os animais foram acondicionados em condigdes
padrao, com alimentagcao (adequada a dieta de coelhos) e agua, ofertadas ad libitum.
A iluminagéao foi por luz artificial, acesa as 07:00 horas e desligada as 19:00. Os
animais ficaram em caixas padronizadas, individuais, com fundo de plastico e
fechadas em cima com grades de metal. As caixas, dimensdes 1,00 m x 0,60 m x 0,40
m, foram organizados de acordo com o grupo. O ambiente no qual os coelhos ficaram
tinha temperatura controlada, variando de 20 a 26 °C, com exaustédo do ar.

Foi feita analgesia para prevenir dor devido ao procedimento cirurgico
realizado, a fim de evitar qualquer estresse desnecessario. Nos 7 dias de observagao,
paracetamol de 200 mg/ml sera diluido na agua, e sera aplicado tramadol 10-20 mg/kg
de 12/12h subcutaneo, por 3 dias do pds-operatorio.

Segundo o estudo "Development of the Bristol Rabbit Pain Scale (BRPS)", a
escala de dor Bristol Rabbit Pain Scale (BRPS) é uma escala multidimensional
especifica para coelhos que visa avaliar a dor nessa espécie. A escala € composta
por seis categorias principais, cada uma delas avaliada em uma escala de 4 pontos.
Essas categorias sao: comportamento, locomogéao, postura, orelhas, olhos e asseio.
A categoria de comportamento inclui sinais que indicam dor, como perda de interesse
pelo ambiente ao redor e falta de resposta aos estimulos do observador ou do
ambiente. Na categoria de locomog¢ao, os sinais variam desde hesitagcéo e atividade
reduzida até inatividade mesmo quando abordado. A categoria de postura envolve a
posicao do coelho, que pode variar de sentado ou deitado de frente com as dianteiras
visiveis até sentado ou deitado de frente com as pernas sob o corpo, com o corpo
tenso, rigido e curvado, ou pressionando o abdémen contra o ch&o. Os sinais
relacionados as orelhas indicativos de dor variam desde movimenta-las e virar-se
ligeiramente em diregao aos sons até a falta de movimento e reagao aos sons. Quanto
aos olhos, os sinais incluem olhos semifechados a fechados e apertados. Ja a
categoria de asseio avalia o comportamento de limpeza do coelho. Nessa categoria,
o coelho pode estar se arrumando, mas se distrai facilmente, lambe-se com pouca

energia ou nao se limpa. Além das alteragdes comportamentais e fisicas, pode-se
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observar outros sinais de dor, como o aumento da frequéncia cardiaca, a perda de
peso, alteragdes na temperatura corporal e alteragdes nas fezes. Diante disso, na
percepgao de sinais clinicos de dor, analgesia com tramadol 10-20 mg/Kg por via
subcutanea era realizada.

Havendo sinais de sepse ou enfermidade grave, o coelho seria eutanasiado
previamente e retirado do estudo para evitar sofrimento desnecessario como forma
de ponto humanitario.

Figura 4 - Coelhos no pds operatorio

Fonte: Autor
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Eutanasia e descarte

Os animais foram eutanasiados com dose letal de cloreto de potassio. Eles
foram submetidos a pré anestesia com Quetamina (50mg/kg) e Xilazina (10mg/kg) por
via intramuscular e depois anestesiados com Tiopental (10mg/kg) por via endovenosa.
Cinco deles por grupo foram eutanasiados com 4 semanas, 5 com 8 semanas € 5 com
12 semanas. Apos retirada dos materiais biolégicos, o descarte e incineragao foram
efetuados por empresa terceirizada contratada pela Universidade Positivo para

prestar tal servico para o biotério, a Serquip Tratamento de Residuos PR.

Coleta e processamento do material

Imediatamente apds a eutanasia, um fragmento de bexiga englobando todo o
enxerto e parte da bexiga saudavel foi retirado e acondicionado em frascos com
solucéo de formalina a 10%, devidamente identificados, e mantidos por 24 horas.

As laminas preparadas foram escaneadas usando um scanner de laminas Axio
Scan.Z1 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Alemanha), e o processamento e
analise de imagem subsequentes foram realizados usando o software Zen lite (Carl
Zeiss, Jena, Alemanha). Isso permitiu 0 exame detalhado e a documentagao das
caracteristicas histolégicas e alteragbes observadas nas amostras pericardicas.
Usando essa coloragdo, o processo inflamatério agudo foi medido em quatro niveis:
ausente, discreto, moderado e presencga intensa

As amostras foram adicionadas a parafina e preparadas em laminas de 4 um.
As laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) para avaliagao celular e
integridade tecidual e Sirius Red (SR) para avaliagdo da matriz extracelular e fibras
de colageno. Amostras com 4 e 12 semanas foram submetidas a coloragdo de
Tricomico de Masson para avaliagdo da matriz extracelular.

A andlise histopatoldgica foi realizada por microscopia Optica dos seguintes
parametros: avaliagdo e integridade do urotelio, presenga de fibras colagenas, lamina
prépria, células inflamatdrias e presenca de musculatura lisa.

A avaliagao foi realizada pela pesquisadora Leticia Ramos Dantas, da Pontificia
Universidade de Parana, sem o conhecimento dos grupos ou periodos de pos-

operatario.
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ANALISE ESTATISTICA

Este estudo configura-se como uma pesquisa qualitativa focada na analise de
resultados histologicos, ndo se enquadrando na analise estatistica tradicional. O
enfoque qualitativo visa explorar e compreender profundamente as caracteristicas
histolégicas observadas nos diferentes grupos experimentais. Por essa razao, o
objetivo ndo é quantificar dados ou estabelecer relagdes estatisticas, mas sim
proporcionar uma analise detalhada e contextualizada das alteragdes histolégicas

presentes nos tecidos examinados.

RESULTADOS

Complicagoes

Dois animais foram retirados do experimento, ambos do grupo controle. 1, do
grupo que seria submetido a eutanasia com 12 semanas, faleceu no terceiro pos-
operatorio devido a quadro de diarreia. Outro, do grupo que seria submetido a
eutanasia com 4 semanas, faleceu durante o periodo de aclimatagdo de causas
externas.

Dois animais, 1 do grupo submetido a enxerto da Membrana acrescida com
Amicacina e 1 do grupo controle, manifestaram Escabiose no pés-operatério. Ambos
tratados com Ivermectina por via subcutanea, dose ajustada para o peso.

A membrana se mostrou de facil manuseio, resistente e impermeavel a urina.

Nao houve complicacbes relacionadas ao procedimento, como fistulas

urinarias, em nenhum animal.

Analise Macroscopica

Apoés a eutanasia, durante o procedimento de retirada do material, foi feita
avaliagao do aspecto da bexiga e do aspecto macroscépico do sitio do enxerto.

Nos animais submetidos a eutanasia com 4 semanas, havia aderéncias
facilmente desfeitas. No grupo controle, a unica identificagdo visivel do local do
procedimento eram os pontos com mononylon aplicados com esse fim. O enxerto

ainda era visivel, tanto externamente como no interior da bexiga (figura 5). Isso foi
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observado em todos os animais dos grupos estudo, sem diferenga entre os
submetidos ao enxerto impregnado ou n&do com amicacina. 2 animais, um do grupo
Membrana sem Amicacina e um do grupo Membrana impregnada com Amicacina
apresentavam calculos urinarios.

Nos animais com 8 semanas, as aderéncias eram menores. O sitio do enxerto
ainda era visivel externamente na bexiga, mas o aspecto macroscopico da mucosa
vesical era indistinguivel entre o local do enxerto e a mucosa nativa (figura 6).
Novamente, esses achados ocorreram em todos os animais dos grupos estudo. 1
animal, do grupo Membrana sem Amicacina, apresentou formagao de calculo.

Nos animais com 12 semanas, externamente o sitio do enxerto era dificil de
diferenciar e a mucosa era indistinguivel (figura 7). Nao houve formagao de célculos.
Nao foram observadas diferengas entre os grupos.

Em nenhum dos grupos ou periodo houve qualquer diferenga nos achados

entre os grupos Membrana sem Amicacina e Membrana acrescida de Amicacina.

Figura 5 - Imagens da coleta do material com 4 semanas

Fonte: Autor
Imagem da esquerda: Aspecto macroscopico do sitio do enxerto. Interface entre enxerto e bexiga
visivel.
Imagem da direita observa-se o calculo formado e aspecto da mucosa no sitio do enxerto (setas).



Figura 6 - Coleta do material com 8 semanas
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Fonte: Autor
Na imagem da esquerda é possivel notar facilmente o local do enxerto. Na imagem da direita, a
mucosa vesical mostra integragao macroscopica do enxerto

Figura 7 - Coleta com 12 semanas

v T

Fonte: Autor
Dificuldade na identificagdo do local do enxerto. Os fios de nylon marcam o local (setas).
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Analise Histologica

Nas laminas histologicas dos animais submetidos a eutanasia com 4 semanas,
a interface entre o urotélio nativo e o enxerto era nitido (figura 11). As células
transicionais no enxerto eram em menos numerosas, formavam poucas camadas ou
estavam ausentes. A lamina propria, composta por tecido conjuntivo frouxo,
apresentava infiltrado inflamatério moderado a intenso (figura 13), bem localizado
(corado em azul ou roxo) com estrutura fibrosa colagena organizada (corada em rosa
claro) de espessura irregular (figura 14), demonstrando que, até esse periodo, a
membrana ainda estava presente, sem completa absor¢do. Grande presenca de
vasos sanguineos (capilares e arteriolas) no tecido conjuntivo submucoso e na lamina
préopria (figura 12). Denotando neovascularizagdo ja com 4 semanas. Auséncia de
camada muscular na regido de intervengcédo, sem prejuizo de feixes musculares

adjacentes.

Figura 8 - Membrana de pericardio bovino descelularizada pre implantagéo. Fibras colagenas
organizadas e auséncia de estruturas celulares

100 pm

Fonte: Autor



Figura 9 - Membrana de pericardio bovino descelularizada pre implantagéo. Fibras colagenas
organizadas e auséncia de estruturas celulares

Fonte: Autor
Observa-se as fibras colagenas e a auséncia de estruturas celulares. Hematoxilina e Eosina.
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Figura 10 - Membrana de pericardio bovino descelularizada pr[e implantagdo. Microscopia eletronica

Fonte: Autor
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Figura 11 - LAminas coradas com Hematoxilina e Eosina. 4 semanas

Fonte: Autor
Imagem superior: Com aumento de 10x, mostrando descontinuidade do epitélio de transigéo (setas).
Imagem inferior: Com aumento de 40x, destacando o mesmo achado.
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Figura 12 - Hematoxilina e Eosina com aumento de 40x: Mostrando a neovascularigcdo. 4 semanas

Fonte: Autor

Figura 13 - Coradas com HE. 4 semanas

Fonte: Autor

Imagem da esquerda: Com aumento de 10x mostrando intenso infiltrado inflamatério (células coradas
em roxo intenso)

Imagem da direita: Aumento de 40x mostrando 0 mesmo infiltrado inflamatério
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Figura 14 - 4 semanas. Lamina prépria

b

Imagem da esquerda corada com HE e imagem da direita com Sirius Red: Grande quantidade de
fibras de colageno (coradas com rosa claro na HE e rosa intenso no SR)

Fonte: Autor

No grupo submetido a eutanasia com 8 semanas o urotélio apresenta-se
composto por varias camadas de células (células basais cuboides, células
intermediarias poligonais e células superficiais grandes e multinucleadas). Com areas
de descontinuidade focal e regides de menos camadas celulares (figura 15). A lamina
propria (tecido conjuntivo frouxo), subjacente ao urotélio, apresentava grande
quantidade de fibras colagenas e presenga de vasos sanguineos pequenos (figura
16). Camada muscular presente (figura 17). Havia presencga de células pequenas e
densamente coradas de azul, indicando a presenca de linfocitos. Este infiltrado
linfocitico pode sugerir uma resposta imunolégica ou inflamacéao local (figura 16).
Estava mais presente nas areas de descontinuidade da mucosa. Em 3 amostras,
sendo 2 do grupo com a membrana sem impregnagdo com amicacina € 1 no grupo

com a membrana impregnada com amicacina, esses infiltrados eram mais numerosos.
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Figura 15 - Coradas com HE. 8 semanas

L)
vef
' ..Q’O:.l

- .
»

Fonte: Autor

Imagem da esquerda com aumento de 10x e imagem da direita com aumento de 40x.
E possivel notar regido de descontinuidade do urotelio com células transicionais formando menos
camadas (setas).
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Figura 16 - 8 Semanas

Fonte: Autor
Areas de infiltragdo de células inflamatdrias (células com nlcleos pequenos intensamente coradas
com roxo, marcadas com setas pretas), especialmente nas areas de descontinuidade do urotelio
(setas vermelhas).
Imagem inferior a direita, corada com Sirius Red, mostrando as fibras colagenas. Coradas com
vermelho intenso.
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Figura 17 - Células musculares lisas. 8 semanas
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Fonte: Autor
Imagem da esquerda, aumento de 10x e imagem da direita, aumento de 40x.

Com 12 semanas, o Urotélio apresenta-se composto por varias camadas
celulares, sendo células basais cuboides, células intermediarias poligonais e células
superficiais grandes, sem caracteristicas de anormalidade (figura 18). Lamina propria
subjacente ao urotélio com grande quantidade de fibras coldgenas e presenca de
vasos sanguineos pequenos, espessura sendo do padrao de normalidade (figura 18).
Havia presenca de infiltrado linfocitico em menor quantidade que no grupo 8 semanas.
Isso foi encontrado em todas as amostras dos grupos estudo, porém em maior numero
em 2 amostras, sendo 1 do grupo com a membrana impregnada com amicacina e 1
com a membrana sem impregnacao. Feixes musculares presentes, com tecido

adiposo adjacente.
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Figura 18 - Coradas com Hematoxilina e Eosina. 12 semanas

Fonte: Autor

Imagem da esquerda com aumento de 10x e imagem da direita com aumento de 40x.

Urotelio formado multiplas camadas celulares (setas), sem areas de descontinuidade.

A coloragao com Sirius Red, para avaliacado das fibras de colageno, demonstrou
diferencas entre os periodos analisados. Essa coloragdo destaca a deposicao e
organizagao das fibras de colageno. As diferengas das caracteristicas da lamina
prépria nos periodos analisados foram claras. Nos animais submetidos a eutanasia
com 4 semanas, as fibras de colageno ocupavam intensamente toda a membrana.
Com 8 semanas, elas estavam mais concentradas adjacentes ao urotelio e com 12
semanas a concentracao e disposi¢cédo das fibras de colageno se assemelhavam ao
grupo controle (figura 19).

A coloragdo com Tricomico de Masson (figura 20) demonstrou achados
semelhantes. Mostrando que, com 12 semanas, a membrana, em sua maior parte,
havia sido absorvida.

A impregnacdo da biomembrana com Amicacina mostrou nao alterar os

aspectos histolégicos em relagdo a imunogenicidade e integragao tecidual.
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Figura 19 - Coradas com Sirius Red (destacando fibras de colageno que se coram intensamente em
vermelho)

Fonte: Autor

Imagem superior a esquerda: controle
Imagem superior a direita: 4 semanas. Observa-se a auséncia do urotelio e grande quantidade de
fibras colagenas organizadas
Imagem inferior a esquerda: 8 semanas. Ainda grande quantidade de fibras de colageno, mais
concentradas adjacentes ao urotelio (ldmina propria)
Imagem inferior a direita: 12 semanas. As fibras de colageno depositadas na lamina propria, proximas
ao urotelio. Maior semelhanga com o controle.
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Figura 20 - Coloragao com Tricomico de Masson (destacando o colageno)

Fonte: Autor
Imagem a esquerda: 12 semanas. Fibras de colageno depositadas adjacentes ao urotelio (coloragao
azul intensa).
Imagem a direita: 4 semanas. Auséncia de urotelio e grande quantidade de fibras de colageno.

DISCUSSAO

As membranas biolégicas (biomembranas) compostas de matriz acelular (ou
descelularizada) sdo comumente usadas em uma variedade de cirurgias
reconstrutivas. Seu uso vem crescendo em interesse como substitutos de tecidos e
orgaos (Wollmann, 2019).

O pericardio é um tecido amplamente disponivel, de facil manuseio e rico em
colageno e glicosaminoglicanos (Wollmann, 2019). Por isso, sua utilizagao, tanto
humano (cadavérico) quanto de origem animal, tem sido amplamente utilizada,
especialmente em procedimentos cardiologicos (Li, 2011).

Na urologia, o pericardio bovino descelularizado tem sido utilizado em varias
areas, especialmente em cirurgias genitais, como correcao de deformidades penianas
e implante de proteses com sucesso. Porém, sua utilizagdo em cirurgias vesicais, em
especial na cistoplastia de aumento, ndo apresentou o mesmo sucesso (Portis, 2000).
Com integracédo inadequada ao 6rgao hospedeiro. Isso pode estar relacionado as
técnicas de preparo da biomembrana. Uma membrana descelularizada de pericardio
bovino, produzida no Japao, apresentou resultados promissores em estudo com ratos
(Mimura, 2010).
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Nosso trabalho utilizou uma nova membrana descelularizada de pericardio
bovino, desenvolvida por pesquisadores brasileiros, equipe liderada pelo pesquisador
Felipe Francisco Tuon, da Pontificia Universidade Catolica do Parana (Wollmann,
2019).

Existem evidencias que tecidos processados de forma a reduzir os niveis de
fosfolipidios tendem a apresentar menor risco de calcificagdo (Cunanan, 2001). O que
tem importancia quando € aplicado no aparelho urinario, um sistema especialmente
suscetivel a deposicao calcica.

Varios protocolos de processamento do pericardio bovino sao descritos, como
tratamentos enzimaticos, extracdo com detergentes e tratamentos fisicos. O método
ideal deve remover todos os materiais antigénicos (acidos nucleicos, membranas
celulares, estruturas citoplasmaticas e lipidios) do tecido sem danificar a integridade
estrutural da matriz acelular (Wollmann, 2019).

A utilizacdo de uma membrana desenvolvida por pesquisadores locais,
comprovadamente segura, disponivel e acessivel torna sua aplicagao potencial ainda
mais importante e interessante.

Os resultados mostraram que o procedimento foi adequadamente tolerado, as
membranas se mostraram seguras. Como complicacdo, ocorreu a formacgao de
calculos vesicais em 3 animais. 2 no grupo submetido a eutanasia com 4 semanas e
1 com 8 semanas. Nenhum animal submetido a eutanasia com 12 semanas
apresentou calculo. Esse resultado corrobora evidéncias na literatura que associam a
formagdo de calculos com a reacdo inflamatéria decorrente do enxerto de
biomembranas (Nuininga, 2004).

Os resultados histolégicos mostraram que a integragdo tecidual ocorre
adequadamente a partir de 8 semanas do procedimento, o que também vai ao
encontro de resultados da literatura (Mimura, 2010; Nuininga, 2004). Com 8 e 12
semanas, em comparacdo com 4 semanas, as fibras colagenas estdo menos
organizadas, possivelmente mostrando a absorgdo progressiva da membrana.
Nuininga e colaboradores conduziram um estudo em coelhos onde realizaram uma
cistectomia parcial seguida de enxerto de matriz acelular de submucosa de intestino
de porco (SIS). Observaram que a partir de 1 més era possivel identificar multiplas
camadas de células uroteliais e presenca de células musculares. A partir de 2 meses,
o urotelio era indistinguivel do urotelio normal, porém o tecido muscular ainda era. A

densidade de células musculares na porgao central do enxerto era consideravelmente
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menor que na periferia. Com 9 meses, a camada muscular era organizada em todo o
enxerto, mas ainda distinguivel da bexiga normal.

Histologicamente, o trato urinario € composto pelo urotélio (epitélio
transicional), tecido conjuntivo rico em colageno e uma camada muscular. Na bexiga
urinaria a camada muscular € mais espessa e compreende o Musculo Detrusor. Esse
musculo tem grande importancia funcional, uma vez que auxilia no esvaziamento
vesical e pode estar associado a varias afecgbes (Zhang, 2020). Dessa forma, o
desenvolvimento da camada muscular no enxerto € altamente desejavel, a fim de
manter a fungado vesical. Observamos que houve aumento progressivo da quantidade
de células musculares no enxerto até 12 semanas. O que pode sugerir que esse
aumento ainda nao alcangou seu apice e estudos com seguimento mais longo pode
trazer mais informacdes.

A impregnacado da membrana com Amicacina nao apresentou diferengas nos
resultados tanto histolégicos quanto complicagdes. Outros estudos ja haviam
demonstrado que o pré-tratamento de biomembranas com antibiéticos nao alterava a
cicatrizagédo, porém nao foi testado com o biomaterial em contato com a urina (BAI,
2014). A teoria era a que, por a urina ndo ser um liquido corporal estéril, aimpregnagao
antibidtica poderia reduzir de alguma forma a reacéo inflamatdria local, causando
algum impacto na integracao tecidual ou em complicagdes, como a formacao de

calculos. O que nao ocorreu nesse estudo.

CONCLUSOES

Essa nova membrana descelularizada de pericardio bovino mostrou-se segura
e eficaz. Demonstrando ser um arcabouco adequado a proliferacéo celular, com facil
manuseio cirurgico e segura.

A impregnagao com antibiotico (Amicacina) ndo apresentou relagdo com a
incidéncia de complicagbes ou alteragdes na cicatrizagdo e integragao tecidual da
membrana a bexiga. Mostrando néo ser inferior a membrana sem o antibiotico.

A utilizacdo dessa nova membrana bovino pode vir a ser uma alternativa viavel
e acessivel a utilizagdo de segmentos intestinais para substituicdo parcial da bexiga
urinaria.

A impregnacdo da membrana é viavel e nao interfere na sua viabilidade e

capacidade de integracao tecidual. Isso permite avaliacdo futura de enriquecimento
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com outras substancias, como medicamentos e semeadura celular, como células-
tronco e células do tecido receptor.
Mais estudos sao necessarios, especialmente avaliando os aspectos funcionais

e com maior tempo de seguimento
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4 CONCLUSAO GERAL

A utilizacdo de biomembranas na regeneragdo de tecidos é um campo de
estudo que atrai muito interesse em diversas areas da medicina. Muito esfor¢co tem
sido empregado na busca de materiais seguros e eficientes. A maior parte trata-se de
trabalhos experimentais e pré-clinicos.

Na Urologia, a utilizagdo de membranas descelularizadas como arcabougo para
regeneragao e substituicao tecidual ja € uma realidade, porém em areas especificas,
principalmente em cirurgias genitais. Na bexiga urinaria, em especial na cistoplastia
de aumento, ainda ndo existe um material comprovadamente eficaz que permita a
substituicdo da enterocistoplastia.

As membranas descelularizadas derivadas de pericardio bovino, apesar de
suas qualidades e disponibilidade, foram muito pouco estudadas.

Nosso estudo original demonstrou que uma nova membrana, desenvolvida por
pesquisadores locais e potencialmente mais acessivel, pode ser uma alternativa
segura e eficaz aos seguimentos intestinais na cistoplastia de aumento. Ela
apresentou caracteristicas importantes como facilidade de manuseio, boa integracao
tecidual e baixo indice de complicagdes.

Mais estudos serdo necessarios para validagdo, principalmente quanto a
funcionalidade da bexiga, grau de retracao do enxerto e resultados em mais longo
prazo. Mas apresentamos uma potencial alternativa para a urologia reconstrutora,

especificamente da bexiga urinaria.
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INSTITUICAO PARTICIPANTE

UNIVERSIDADE POSITIVO — UP

OBJETIVOS

Avaliar as caracteristicas microbiologicas, anatomo-patoldgicas, citotoxicidade e biomecanicas da
biomembrana descelularizada de pericardio bovino implantada em bexiga de coelhos.

METODOLOGIA

GRUPOS EXPERIMENTAIS: A primeira etapa, com os animais piloto, ja ocorreu e ndo houveram
intercorréncias no procedimento cirdrgico, segundo relatdrio aprovado em reunido de 24/11/23 da
CEUA. Foi sugerido que houvesse mudanca do local da cirurgia, do centro cirdrgico experimental
do biotério, para o centro cirdrgico da clinica escola veterinaria, além da troca do protocolo de

anestesia e pré-anestesia. Comao foi enviado relatorio, foi solicitada a autorizagdo para inicio da

Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Positivo - CEUA/UP
Rua Prof. Pedro Viriato Parigot de Souza, 5300, Curitiba-PR,Tel: (41)3317-3260
www.up.edu.br | ceua@up.edu.br | comite.etica@up.edu.br
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etapa 2. Na etapa 2 terdo 15 coelhos por grupo, totalizando 45. Nas duas etapas, 0s 3 grupos seréo
os mesmos: (1) grupo sham; (2) pericardio bovino descelularizado; (3) pericardio bovino
descelularizado acrescido com Amicacina. O grupo (1) sera para controle, (2) e (3) serdo
experimentais. O grupo (1) sera para esclarecer e comparar as possiveis reagdes das telas frente
ao ato cirdrgico e suturas. O grupo (2) sera para avaliar a possibilidade da tela sem antibiético como
alternativa as telas sintéticas, bem como poder basear e comparar os achados com as telas
acrescidas de antibidticos. O grupo (3) sera para avaliar e comparar os efeitos do antibiético
acrescidos a tela de pericardio bovino descelularizado. NUMERO DOS ANIMAIS: Na etapa 2 tera
15 coelhos por grupo, totalizando 45. PROCEDIMENTOS APLICADOS AOS ANIMAIS: Sera feito
ato cirlrgico para insercéao das telas e inoculacao da bactéria; sedacdo e anestesia para tal ato;
administracdo de analgésicos; eutdnasia por overdose de anestésico; e por fim, retirada do material
biolégico. PERIODO DE DURACAO DO EXPERIMENTO, CONFORME METODOLOGIA DO
TRABALHO: O projeto experimental com os coelhos durara 12 semanas ao total, sendo que cada
etapa levara 4 semanas, com intervalo de 4 semanas entre as etapas.

Os animais serédo acondicionados em condi¢des padrdo, com alimentagéo (adequada a dieta de
coelhos) e agua, ofertadas ad libitum. A iluminacdo sera por luz artificial, acesa as 07:00 horas e
desligada as 19:00. Os animais ficardo em gaiolas padronizadas com fundo de metal e fechadas em
cima com grades de metal. Os animais ficardo acondicionados individualmente em cada gaiola para
que ndo ocorram brigas. O ambiente no qual os coelhos estar&o tera temperatura variando de 20 a
26 °C, com exaustdo do ar. Os animais serdo mantidos por 15 dias nessas condicbes previamente
ao ato cirdrgico para se acomodarem com o ambiente, recuperando seu bem-estar antes da
ocorréncia de uma nova intervengdo. Os animais serdo submetidos a MPA com Midazolan 2
mg/kg/IM e buprenorfina 20ug/kg/IM. Indugcao anestésica com propofol na dose de 5-8 mg/kg IV.
Analgesia com fentanil 10ug/kg/h e lidocaina 4 mg/kg/h. Apds anestesia, os animais serao
submetidos a cirurgia para cistotomia ou cistectomia com implante da membrana, conforme o grupo
que pertencem. A sutura da bexiga sera com fio poligelcaprone 5-0 e ponto simples continuo. Para
fechamento da parede abdominal sera usado poligalactina 910 4-0, com padréo isolado simples.
Subcutaneo com padrado Cushing e mesmo fio. Sutura de pele com padréo isolado simples e nylon

4-0. No pos-operatorio imediato sera adiministrado paracetamol na garrafa 200 mg/ml sera diluido
na agua, e sera aplicado tramadol 5 mg/kg de 12/12h subcutaneo, por 3 dias do pds-operatdrio.

Utilizando a escala Bristol Rabbit Pain Scale (BRPS), sera avaliado diariamente parametros de dor
dos animais. Segundo a escala, os sinais de dor sdo comportamento, locomogéo, postura, orelhas,

olhos e asseio. Os sinais comportamentais indicativos de dor variam desde a perda do interesse

Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Positivo - CEUA/UP
Rua Prof. Pedro Viriato Parigot de Souza, 5300, Curitiba-PR,Tel: (41)3317-3260
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pelo ambiente ao seu redor até ndo responder ao observador ou ao ambiente, mesmo sendo
estimulado. Os sinais de locomogio vio desde hesitante e pouca atividade ate inatividade mesmo
abordado. A postura varia de sentado ou deitado de frente com as dianteiras visiveis a sentado ou
deitado de frente com as pernas sob o corpo, & 0 corpo parece tenso, rigido & curvado ou o coelho
esta pressionando o abddmen contra o chdo. Os sinais da orelha indicativos de dor vdo de
movimenta-las e virar-se ligeiramente para os sons a ndo mover e reagir aos sons, ja os olhos ficam
semi-fechados a fechados e apertados. O asseio, o coelho esta se arrumando, mas se distrai facil,
lambe-se com pouco energia ou ndo se limpa, arruma mais. Além dessas alteractes o aumento da
frequéncia cardiaca, perda de peso, temperatura, alteragoes das fezes sao indicativos de dor. Na
percepgdo de pelo menos um sinal de dois tipos, ou mais, sera feita analgesia com 1 gota de
paracetamol (32,5 mg/kg), via oral. Caso haja persisténcia dos sinais, sendo necessario paracetamol
prévio em 2 ocasides seguidas, ou 4 ou mais sinais de dor, sera injetado tramadol a 5 mg/kg
subcutaneo para resgate. Ao sinal de efeitos colaterais inesperados, sepse ou surgimento de
doengas nao previstas o rato sera eutanasiado previamente e retirado do estudo para evitar
sofrimento desnecessario como forma de ponto humanitario. Ao final de 12 semanas os animais
serao eutanasiados com uma sedagao prévia com cetamina na dose de 80mg/kg/IM associado a
xilasina na dose de 15 mg/kag/IM e, apds canular a veia de orelha com cateter 24, sera administrado
15mg/kg de tiopental IV até a constagdo do obito. Sera extraida a bexiga apds a inspecdo da
cavidade abdominal, e enviada para analise histopatolégica e microbiolégica. As carcagas serao

destinadas para incineragao.

COMENTARIOS DO COLEGIADO

O formulario esta devidamente preenchido, assim como o projeto entregue, assim como o relatorio.
As informacgbes apresentadas estdo pertinentes & utilizagdo dos animais, incluindo finalidade,
justificativa e objetivos, tambeém foi informado os procedimentos e pontos humanitarios.

Conforme relatorio apresentado, a CEUA autoriza a continuidade do projeto, com as devidas
mudangas nos protocolos de anestesia e local do procedimento cirdrgico.

Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos principios éticos no uso de animais,
elaborados pelo Conselho Macional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), sobre a
utilizagdo de animais em atividades educacionais e em experimentos que envolvam espécies
definidas na Lei 11.794/2008 .

Por tudo isso, recomendo a aprovagao do projeto.

Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Positive - CEUAIUP
Rua Prof. Pedro Viriato Parigot de Souza, 5300, Curitiba-PR, Tel: (41)3317-3260
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ANEXO 2: Normas da revista International Brazilian Journal of Urology

Manuscripts must be written in current English only. Non-native English speakers
should ask a native specialist in medical English for checking the grammar and style.
Either American or British English may be used but should be consistent throughout

the manuscript.

A submission letter signed by all authors must accompany each manuscript. This letter
must state that: a) — the paper or portion thereof have not been previously published
and are not under consideration by another Journal, b) — that all authors have
contributed to the information or material submitted for publication, and that all authors
have read and approved the manuscript, ¢) — that the authors have no direct or indirect
commercial financial incentive associated with publishing the manuscript, d) — that the
source of extra-institutional funding, specially that provided by commercial companies,
is indicated, e) — that the study had been reviewed and approved by a certified Ethical
Board or Committee, including the nmeber of the approval dociment and the date of
the approval, f) — a non-plagiarism statement ( | (We) declare that all material in this
assignment is my (our) own work and does not involve plagiarism), g) — Clinical trials
must be registered on any Clinical Trials Registry and the letter must bring the number
of registration and the name of the registry.

After accepted for publication, the manuscript will become property of

the International Braz J Urol.

Conflict of Interest— Any conflict of interest, mainly financial agreement with
companies whose products are alluded to in the paper, must be clearly disclosed when
submitting a manuscript for review. If accepted, a disclosure will be published in the

final manuscript.

The requirements for authorship and the general rules for preparation of manuscripts
submitted to the International Braz J Urolare in accordance with the Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (International
Committee of Medical Journal Editors. Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals. Ann Intern Med, 126: 36-47, 1997). An electronic
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version of the Uniform Requirements is available on various websites, including the

International Committee of Medical Journal Editors web site: www.icmje.org.

MODEL OF THE SUBMISSION LETTER:

In response to the concerns of the editors of scientific medical journals with ethics,
quality and seriousness of published articles, a Committee on Publication Ethics
(COPE) was established in 1997 and a guideline document was published.
The International Braz J Urol signed, approved, and follows the COPE guidelines.
The Editor strongly encourages the authors to carefully read these guidelines before
submitting a manuscript (www.publicationethics.org.uk/guidelines or
www.brazjurol.com.br, vol. 26 (1): 4-10, 2000).

Peer Review — All submissions are subject to editorial review. Typically, each
manuscript is anonymously forwarded by the Editor to 4 Reviewers (at least 2). If the
Editor receives conflicting or inconclusive revisions, the manuscript is always sent to 1
or 2 additional Reviewers before the Editor’s decision. If considered necessary by the
Editor or by the Reviewers, statistical procedures included in the manuscript will be

analyzed by a statistician.

The International Braz J Urol contains six sections: Review Articles, Original Articles,
Video Section, Radiology Page and Surgical Techniques. The articles should be
written in English only official orthography.

Abbreviations should be avoided, and when necessary must be specified when first
time mentioned. Unusual expressions may not be used. A list of abbreviations must be
provided at the end of the manuscript.

Every manuscript submitted to publication should have a cover page containing the
title, short title (up to 50 characters), authors and institution. Up to six key words should
be provided. These words should be identical to the medical subject headings (MeSH)
that appear in the Index Medicus of the National Library of Medicine

(http://www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.html).

One of the authors should be designated as correspondent and the complete
correspondence address, telephone and fax numbers and E-mail should be provided.
If any financial support has been provided, the name of the institution should be

mentioned.


http://www.icmje.org/
http://www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.html
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Original Articles: Original articles should contain a Cover Page, Abstract,
Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, Conclusions, References,
Tables and Legends, each section beginning in a separate page and numbered
consecutively. Original articles should cover contemporary aspects of Urology or
experimental studies on Basic Sciences applied to urology. The manuscript text should
contain no more than 2500 words, excluding the Abstract. The number of authors is
limited to five. References should contain no more than 30 citations, including the most

important articles on the subject. Articles not related to the subject must be excluded.

Review Articles: Review articles are accepted for publication upon Editorial Board’s
request in most of the cases. A Review Atrticle is a critical and systematic analysis of
the most recent published manuscripts dealing with a urological topic. A State of the
Art article is the view and experience of a recognized expert in the topic. An abstract

must be provided.

International Braz J Urol requires a completed PRISMA checklist and flow diagram
as a condition of submission when reporting findings from a systematic review or meta-

analysis. Templates for these can be found here or on the PRISMA website which also

describes several PRISMA checklist extensions for different designs and types of data
beyond conventional systematic reviews evaluating randomized trials. At minimum,
your article should report the content addressed by each item of the checklist. Meeting
these basic reporting requirements will greatly improve the value of your review and
may enhance its chances for eventual publication.
See more information and documentations:

o PRISMA Checklist — Link para prisma Checklist

o PRISMA flow diagram — Link para prisma Flow diagram

o PRISMA Statement — Link para prisma Statement
« PRISMA E&E — Link para prisma E&E

Surgical Technique: These manuscripts should present new surgical techniques or
instruments and should contain Introduction, Surgical Technique, Comments and up
to five References. An abstract must be provided. At least five cases performed with

the technique must be included.


http://www.prisma-statement.org/
http://www.prisma-statement.org/documents/PRISMA%202009%20checklist.doc
http://www.prisma-statement.org/documents/PRISMA%202009%20flow%20diagram.doc
http://journals.plos.org/plosmedicine/article?id=10.1371/journal.pmed.1000097
http://journals.plos.org/plosmedicine/article?id=10.1371/journal.pmed.1000100
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Radiology Page: A typical patognomonic image, be it an ultrasonography, computed
tomography, X-ray, magnetic resonance imaging, etc., followed by a explanatory text.
Maximum length: 300 words text and no more than 10 references. Will be published

upon the Section Editor decision.

Video Section: The material must be submitted in the appropriate local, in the

Journal’s site, where all instructions may be found.

Letters to the Editor: The letter should be related to articles previously published in
the Journal, should be useful for urological practice and must not exceed 500 words.

They will be published according to the Editorial Board evaluation.

NOTE: Articles without references will not be accepted for submission.

ILLUSTRATIONS:

The illustrations should not be sent merged in the text. They should be sent separately,
in the final of the manuscript.

1) The number of illustrations should not exceed 10 per manuscript.

2) Check that each figure is cited in the text.

3) The legends must be sent in a separate page.

4) The legends of histological illustrations should contain the histological technique and
the final magnification.

5) The International Braz J Urol encourages color reproduction of illustrations
wherever appropriate.

6) All histological illustrations should be supplied in color.

ELECTRONIC SUBMISSION

1) Do not embed the figures in the text, but supply them as separate files.

2) For Submitting Photographs Electronically, please:

Supply photographs as TIFF (preferable) or JPG files. The TIFF of JPG should be
saved at a resolution of 300 dpi (dots per inch) at final size.
If scanned, the photographs should be scanned at 300 dpi, with 125mm width, saved
as TIFF file and in grayscale, not embed in Word or PowerPoint.

3) For Submitting Line Artwork Electronically please note that:
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Line drawings must be supplied as EPS files (give an EPS extension, e.g. Fig01.eps).
Use black text over light to mid grey and white text over dark grey or black shades.
Use lower case for all labeling, except for initial capitals for proper nouns and
necessary mathematical notation. Centre each file on the page and save it at final size
with the correct orientation. We recommend a minimum final width of 65 mm, but note

that artwork may need to be resized and relabeled to fit the format of the Journal.

4) IMPORTANT - Avoid — Do Not

a) DO NOT embed the images in the text; save them as a separate file.
b) DO NOT supply artwork as a native file. Most illustration packages now give the
option to “save as” or export as EPS, TIFF or JPG.
c) DO NOT supply photographs in PowerPoint or Word. In general, the files supplied
in these formats are at low resolution (less than 300 dpi) and unsuitable for publication.
d) DO NOT use line weights of less than 0.25 point to create line drawings, because

they will nor appear when printed.

TABLES: The tables should be numbered with Arabic numerals. Each table should be
typed on a single page, and a legend should be provided for each table. Number tables

consecutively and cites each table in text in consecutive order.

REFERENCES: The References should be numbered following the sequence that
they are mentioned in the text. The references should not be alphabetized. They must
be identified in the text with Arabic numerals in parenthesis. Do not include unpublished
material and personal communications in the reference list. If necessary, mention
these in the body of the text. For abbreviations of journal names refer to the “List of
Journals Indexed in Index Medicus” (http://www.nlm.nih.gov). The authors must
present the references according to the following examples; the names of all authors
must be included; when exist more than six authors, list the first six authors followed
by et al. Use Vancouver format in this references. The initial and the final pages of the
reference should be provided:

Papers published in periodicals:

+ Paterson RF, Lifshitz DA, Kuo RL, Siqueira Jr TM, Lingeman JE: Shock wave
lithotripsy monotherapy for renal calculi. Int Braz J Urol. 2002; 28:291-301.
* Holm NR, Horn T, Smedts F, Nordling J, de la Rossete J: Does ultrastructural
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morphology of human detrusor smooth muscle cell characterize acute urinary
retention? J Urol. 2002; 167:1705-9.

Books:
» Sabiston DC: Textbook of Surgery. Philadelphia, WB Saunders. 1986; vol. 1, p. 25.
Chapters in Books:

* Penn I: Neoplasias in the Allograft Recipient. In: Milford EL (ed.), Renal
Transplantation. New York, Churchill Livingstone. 1989; pp. 181-95.

The Int Braz J Urol has the right of reject inappropriate manuscripts (presentation,
number of copies, subjects, etc.) as well as proposes modifications in the original text,

according to the Referees’ and Editorial Board opinion.

THE EDITORS SUGGEST THE AUTHORS TO OBSERVE THE FOLLOWING
GUIDELINES WHEN SUBMITTING A MANUSCRIPT:

The Ideal Manuscript may not exceed 2500 words.
The Title must be motivating, trying to focus on the objectives and content of the
manuscript.

Introduction must exclude unnecessary information. It should briefly describe the
reasons and objective of the paper.
Materials and Methods should describe how the work has been done. It must contain
sufficient information to make the study reproducible. The statistical methods have to
be specified.
The Results should be presented using Tables and Figures whenever possible.
Excessive Tables and Figures must be avoided. The tables should not be repeated on
the text.
The Discussion must comment only the results of the study, considering the recent
literature.

Conclusions must be strictly based on the study  findings.
References should contain no more than 30 citations, including the most important
articles on the subject. Articles not related to the subject must be excluded.
The Abstract must contain up to 250 words and must conform to the following style:
Purpose, Materials and Methods, Results and Conclusions. Each section of the
manuscript must be synthesized in short sentences, focusing on the most important
aspects of the manuscript. The authors must remember that the public firstly read only

the Abstract, reading the article only when they find it interesting.
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OPEN ACCESS POLICY

The on line journal has open and free access. International Braz J Urol is published
under the Open Access model and is therefore free for anybody to read and download,
and to copy and disseminate for educational purposes. Articles will be published
immediately after the final corrections of the master proof have been made. When
posted online, articles will be assigned a DOl number (Digital Object Identifier)
whereby it becomes possible to search and cite them without delay.
The Open Access model used for International Braz J Urol implies that production

costs are covered by publication no fees normally paid for institution or authors.

NOTE:
Recent issues of the International Braz J Urol must be observed concerning the

presentation form of the manuscript.

Dear Dr. Coelho:

A manuscript titled In vivo Evaluation of Decellularized Bovine Pericardium Membrane
Impregnated with Amikacin in Partial Bladder Replacement in Rabbits (IBJU-2024-

0606) has been submitted by Dr. Ruimario Coelho to the International Braz J Urol.
You are listed as a co-author for this manuscript. The online peer-review system,
ScholarOne Manuscripts, automatically creates a user account for you. Your USER ID

and PASSWORD for your account is as follows:

SiteURL: https://mc04.manuscriptcentral.com/ibju-scielo

USER ID: ruimariocoelho@uol.com.br

PASSWORD: For security reasons your password is not contained in this email. To

set your password click the link below.
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single use link will expire on 02-Nov-2024 9:36:51 PM GMT / 02-Nov-2024 7:36:51 PM
BRST. If the single use link has expired, you can generate a single use password by
entering your email address into the Password Help function on your site log in

page: https://mc04.manuscriptcentral.com/ibju-scielo

You can use the above USER ID and PASSWORD (once set) to log in to the site and
check the status of papers you have authored/co-authored. Please log in

to https://mc04.manuscriptcentral.com/ibju-scielo to update your account information

via the edit account tab at the top right.
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International Braz J Urol Editorial Office
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