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RESUMO

Malformaces e possiveis lesdes no sistema urogenital podem ser advindas do periodo
embrionario. Essas lesbes também sdo causadas por armas de fogo, armas brancas e em
acidentes; onde ocorre o rompimento da uretra. Diante do exposto, o objetivo foi analisar a
contribuicdo da engenharia de tecidos na construcdo de neo-uretra, desenvolvida por
bioengenharia. Foi realizada a expansao ex vivo de células uroteliais em scaffolds 3D (gel de
plaquetas e matriz acelular de aorta suina) para avaliar a contribui¢do desta técnica na construgdo
da neo-uretra. Manualmente, foi feita a dissociacdo mecanica da parede interna da bexiga de 10
coelhos da raca North Folk, com peso entre 2,5 a 3,0Kg. Ap6s a dissocia¢do foi centrifugado o
conteudo celular e obtido um pellet de células uroteliais. O pellet foi ressuspendido em meio de
cultura DMEM F12 e as células foram mantidas em cultura por 15 dias. Mediante analise
imunohistoquimica foi caracterizada a cultura urotelial. As células foram entdo implantadas em
scaffold - gel de plaquetas. Em contrapartida, em um segundo experimento, utilizando matriz
acelular de aorta suina, foram implantadas células uroteliais, e células uroteliais em gel de
plaquetas, na parede interna do scaffold - aorta, com espaco de fixa¢do delimitado por uma sonda
uretral. Os complexos sonda - células - aorta e sonda - células em gel de plaquetas - aorta,
foram selados com auxilio de fio cirdrgico e mantidos em meio de cultura e estufa sob condi¢des
adequadas por 12 dias, para posterior analise histoldgica de adesdo das células do urotélio aos
scaffolds. Mediante observacdo em microscopio éptico, foi observado o crescimento das células
no scaffold gel de plaquetas, passando de monocamada a estrutura tridimensional. No
experimento contendo a matriz acelular de aorta suina com gel de plaquetas, observou-se uma
pequena quantidade de células aderidas ao scaffold- aorta. No entanto, no experimento realizado
apenas com as células uroteliais e a matriz de aorta suina, pudemos observar a adesdo das células
uroteliais a parede interna da aorta. As técnicas de medicina regenerativa para a producdo de
neo-estruturas a serem, futuramente, transplantadas sé@o hoje um avango na medicina e prometem

auxiliar e aumentar a qualidade de vida de muitos pacientes.

Palavras-chave: Urotélio, Bioengenharia, Medicina Regenerativa, Terapia celular, Scaffold 3D,

Neo-uretra.



ABSTRACT

Malformations and possible damages to the urogenital system can be originated in the embryonic
period. Moreover, fire guns, knives and accidents, where there is the disruption of the urethra,
also cause these lesions. The objective was to analyze the contribution of tissue engineering in
the construction of neo-urethra, developed by bioengineering. We performed an urothelial ex
vivo expansion of cells in 3D scaffolds (platelet gel matrix and acellular porcine aorta) to assess
the contribution of this technique in the construction of a neo-urethra. Mechanical dissociation
was made of the inner wall of 10 North Folk rabbit’s bladder, weighing 2.5 to 3.0 kg. After
dissociation the cell content was centrifuged and obtained a pellet of urothelial cells. The pellet
was ressuspended in culture medium DMEM F12 and cells were maintained in culture for 15
days. Immunohistochemical analysis characterized the urothelial culture. The cells were then
implanted in the scaffold - platelet gel. In a second experiment using aortic porcine acellular
matrix were implanted urothelial cells alone and urothelial cells on platelet gel, on the inner wall
of the scaffold - aorta, with space for setting bordered by a urethral probe. The complex probe -
cells - aorta and probe - cells in platelet gel - aorta, were sealed with suture material and culture
were maintained in a humidified 37°C incubator with 5% CO; in air for 12 days to subsequent
histological analysis of urothelium cell adhesion to the scaffolds. By observation under an
optical microscope, we could see the growth of cells in the scaffold platelet gel, from a
monolayer in to a three-dimensional structure. In the acellular porcine aortic matrix containing
the platelet gel, we could observe a few quantity of urothelial cells adhered. However with the
acellular porcine aortic matrix in which was implanted only the urothelial cells, we have
obtained adhesion to the wall.

Key words: urothelium, bioengineering, regenerative medicine, cellular therapy, scaffold 3D,

Neo-urethra.
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1. INTRODUCAO

1.1 Medicina Regenerativa

A medicina regenerativa é uma area em crescente expansao no Brasil e no mundo, a qual
procura controlar e ampliar a capacidade natural de regeneracdo dos tecidos, utilizando-se de
ferramentas como a bioengenharia e a terapia celular. Tanto a bioengenharia quanto a terapia
celular visam a substituicdo de tecidos lesados estrutura ou funcionalmente, apresentando um
carater terapéutico. A medicina regenerativa utiliza células, fatores de proliferacdo e biomateriais
0s quais propiciam condicdes para o proprio organismo reparar 6rgaos e tecidos lesados. Sem
davida, podemos afirmar que a medicina regenerativa se apresenta hoje como uma das areas

mais promissoras na pesquisa biomédica® 2.

1.2 Terapia celular

Na terapia celular, uns dos ramos da medicina regenerativa, evidenciam-se trés vertentes
terapéuticas. A vertente condutiva que se refere ao restabelecimento autbnomo das células
atraves de estimulo externo. A vertente indutiva que € aquela em que fatores de crescimento sdo
adicionados a célula para que esta se regenere. E a terceira vertente consiste na terapia celular
propriamente dita, na qual células-tronco sdo utilizadas para regeneracdo tecidual. Essas
possuem a capacidade de exercer o papel das células danificadas com a mesma qualidade, pois
detém a capacidade de auto-renovagdo e o potencial para se diferenciarem em outros tipos
celulares, constituindo novos tecidos. As células-tronco mesenquimais sdo utilizadas para repor
ou reparar tecidos lesados ou destruidos, por exemplo, em doencas neuroldgicas (doenca de
Parkinson), diabetes, insuficiéncia cardiaca e infarto. A terapia celular, portanto, tem por
objetivo a utilizagdo de celulas para o tratamento de doencas, sendo que o seu principal foco
atual é a medicina regenerativa, em que se busca a substitui¢do de células ou tecidos lesados ou

perdidos, para restaurar sua funcéo *.
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1.3 Engenharia Tecidual

A Engenharia de Tecidos é apenas um capitulo do vasto livro da Medicina Regenerativa
a qual se caracteriza pelo desenvolvimento e manipulacdo de moléculas, de células, de tecidos,
ou 6rgdos desenvolvidos em laboratdrio para apoiar ou substituir a funcdo de partes do corpo
defeituosas ou danificadas. Embora o cultivo de células ex-vivo vem sendo realizado ha muitos
anos, a real possibilidade de crescimento de tecidos tridimensionais complexos, reproduzindo
literalmente o design e fungéo desses, é um desenvolvimento considerado recente. A engenharia
de tecidos visa o cultivo de todo tipo de tecido ex vivo. No caso de tecidos humanos, esta inclui o
figado, musculos, ossos, cartilagem, musculos do coragéo, nervos, vasos sanguineos, ilhotas de
pancreas, e mais. Resumidamente, para se criar um tecido substituto vivo, um nimero minimo de
células pode ser colhido do paciente, idealmente, por técnica de bidpsia, e entdo cultivado em
laboratério. Apos o cultivo dessas células, essas podem entdo ser aplicadas. Para a expansao
utiliza-se uma matriz (BIOMATERIAL - scaffold) tridimensional, natural ou sintética, na
presenca de fatores de crescimento e diferenciagdo. Se as células estiverem providas com as
condicdes e sinais adequados para sua viabilidade, estas irdo secretar determinados componentes
de matriz extracelular para criar, de fato, um tecido vivo que pode ser entdo usado como tecido
substituto a ser reimplantado no sitio defeituoso do paciente (Figura 1). O biomaterial ou matriz
tridimensional é uma estrutura biodegradavel, a qual, supostamente, deve sofrer uma posterior
degradacdo para prevenir riscos futuros devido a presenca de um corpo estranho ao organismo.
Ja as celulas utilizadas, por serem do proprio paciente (autlogas) ndo apresentariam nenhum
risco, pois ndo haveria a possibilidade de nenhuma resposta de rejeicdo imune ao tecido

implantado®.
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Figura adaptada de Langer (2000)

(Acesso em 11/04/2010 http://www.demet.ufmg.br/docentes/rodrigo/engtecidos.htm).

Figura 1: Principio da Engenharia Tecidual: Expanséo celular em matriz biodegradavel e reimplantacdo no
sitio defeituoso do paciente.

e As células podem ser especificas, células-tronco ou embrionérias. Elas ainda

podem ser aut6logas ou alogénicas.

e A matriz pode ser natural ou sintética. Ela ainda pode ser fibrosa, uma espuma ou
capsular.

e Culturas in vitro podem ser estaticas, com agitacdo ou sob condic¢des dinamicas de
fluxo.
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1.4 Bioengenharia

Bioengenharia é uma ciéncia fortemente interdisciplinar, cujos pilares sdo sustentados
por trés ciéncias fundamentais: Ciéncias da Vida (Medicina, Biologia, Fisioterapia, entre outras),
Ciéncias Fisicas (Matematica, Fisica e Quimica) e Engenharia. A pesquisa em Bioengenharia
abraca uma vasta gama de projetos, desde o6rgdos artificiais, instrumentacdo médica e
biomateriais, at¢é modelos matematicos para simular os sistemas cardiovascular, respiratorio,
muscular, entre outros. Em bioengenharia, os tecidos desenvolvidos séo artificiais e, geralmente,
produtos do crescimento celular sobre um substrato ou base de ancoragem (scaffold)
biodegradavel®.

No Brasil, Goissis e colaboradores® desenvolveram uma matriz acelular de aorta suina
que, em tese, apresentaria elasticidade e permitiria 0 crescimento de mucosa uretral em seu
interior, também apresentando a vantagem de ser acelular apos tratamento. Tal modelo seria uma

pequena amostra do que a bioengenharia pode nos proporcionar.

1.5 Biomateriais

Cada vez mais existe a busca do homem por padrfes superiores de vida e uma possivel
longevidade, 0 que nos instiga ao desenvolvimento de alternativas para o reparo e substituicéo de
tecidos vivos, sejam eles vitimados por lesGes, traumas ou patogenias. Nesta Otica, a
possibilidade de introdugdo de materiais sintéticos no corpo, 0s biomateriais, aparece como uma
opcdo pertinente. O desafio dos biomateriais se resume fundamentalmente na necessidade de
explorar e guiar interacdes entre tecidos vivos e materiais sintéticos visando otimizar processos
tais como biofixacdo, bioreconhecimento e biocolonizagdo. Os scaffolds biodegradaveis séo
utilizados na engenharia de tecidos como substratos adesivos para as células implantadas,
proporcionando suporte fisico e auxiliando o crescimento dessas células, constituindo um tecido
organizado. Além do mais, o scaffold ideal deve-se apresentar biologicamente compativel as
células semeadas e ter uma forca biomecanica suficiente?®.

O sucesso de trabalhos desenvolvidos com biomateriais ndo so viabilizard a fixacdo do
dispositivo no local de implantacdo, mas também pode permitir a manipulacdo de mecanismos

intracelulares responsaveis pela reproducdo celular, produgdo e distribuicdo de fatores de
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crescimento e de mediadores de respostas imunoldgicas e inflamatdrias os quais s&o
indispenséveis ao favorecimento e a regeneragéo do tecido anfitrido %°.

Os biomateriais devem apresentar propriedades fisicas e bioldgicas compativeis com 0s
tecidos vivos hospedeiros, de modo a estimular uma resposta adequada dos mesmos. Tais
caracteristicas caracterizam a biocompatibilidade. Os materiais sintéticos utilizados para estes
fins podem ser metais, polimeros, compésitos, ceramicas e vidros®.

1.6 Scaffolds utilizados

Os scaffolds ou arcabougos 3D s&o estruturas que conferem sustentacdo mecanica,
protecdo, sustentabilidade® e condicBes para que as células constituam um ambiente
tridimensional, ao produzirem sua matriz extracelular; sendo que esse ambiente apresente
interatividade célula-matriz.

Neste trabalho um dos scaffolds utilizados foi o chamado gel de plaquetas, o qual é
produzido a partir de hemocomponetes no Laboratorio de Engenharia Celular do Hemocentro do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. Tal procedimento foi executado de
acordo com os Procedimentos Operacionais Padrdo deste mesmo laboratdrio.

O gel funcionou como um arcabouco para o desenvolvimento das células uroteliais, como

uma espécie de “andaime” para estas se apoiarem. (Figura 2).

Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 2: Gel de Plaquetas com células visto macroscopicamente.
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Outro scaffold utilizado foi a matriz acelular de aorta suina. E importante ressaltar que
esta se tornou acelular apds passar pelo processo de decelularizagdo, o qual ird ser detalhado a
seguir. Por se apresentar em formato cilindrico, a matriz se assemelha a estrutura da uretra e,
além do mais, seu uso também pode ser justificado devido a facilidade de sua obtencdo. A aorta
utilizada no experimento foi obtida a partir do trabalho Avaliacdo histofisioldgica da matriz
heteréloga acelular como scaffold para as células uroteliais e fibras musculares lisas para
implante em uretra de coelhos realizado pela doutoranda e co-orientadora deste trabalho, Priscila
Murador, de acordo com o protocolo n°%99/08 aprovado pela comissdo de etica em
experimentacdo animal.(Figura 3).

Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 3: Matriz Acelular de aorta suina.
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1.7 Urotélio: Histologia e embriologia

A bexiga deriva do seio urogenital e do mesénquima esplancnico adjacente. O epitélio
da parte terminal da uretra deriva do ectoderma superficial. O tecido conjuntivo e o musculo liso
da uretra originam-se, em ambos 0s sexos, do mesénquima esplancnico adjacente’.

O urotélio é um epitélio de transicdo especializado que atapeta a superficie interna da
bexiga e vias urinarias, parte da uretra e reveste a pelve renal. A mucosa dos ureteres e da bexiga
é constituida por uma lamina propria de tecido conjuntivo frouxo e epitelio de transi¢do. O
epitélio de transicdo ou urotélio apresenta duas caracteristicas especiais: a) forma uma barreira
osmatica entre a urina hiperténica e os liquidos teciduais, b) suas células possuem também uma
grande reserva de membrana de superficie, a qual retorna a sua posi¢do quando a bexiga esta
distendida®.

Ross (1993) afirma que, a caracteristica principal do epitélio de transicao é a presenca de
areas modificadas de membrana celular denominadas placas. Estas placas, que medem cerca de
12nm, sdo mais espessas que a membrana normal. Aparentam ser relativamente rigidas e, com
métodos especiais de coloragdo negativa para visualizacdo ao microscopio eletrénico, vé-se que
sdo constituidas por subunidades hexagonais. Quando a bexiga est4 vazia, as placas se dobram
para dentro, ocupando o espago da superficie da célula; quando a bexiga estd distendida, as
placas voltam para superficie. Acredita-se que os filamentos unidos a superficie inferior da placa
evitem o estiramento excessivo das placas e participem da sua acdo de dobrar-se para dentro
quando a bexiga esta vazia. O urotélio funciona da seguinte maneira: as células mais superficiais
do epitélio de transicdo respondem pela barreira osmotica entre a urina e os fluidos teciduais.
Nestas células, a membrana plasmatica, em contato com a urina, é especializada, apresentando
placas espessas separadas por faixas de membrana mais delgada. Quando a bexiga é esvaziada, a
membrana se dobra nas regides delgadas e as placas se invaginam, formando vesiculas
fusiformes, que permanecem proximo a superficie celular. Ao se encher novamente, as vesiculas
citoplasmaticas fusiformes se transformam em placas que se inserem na membrana, aumentando
a superficie das células. Esta membrana plasmatica especial é sintetizada no aparelho de Golgi e

é composta por cerebrosideos (principal componente da fracéo dos lipideos polares)®.
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O urotélio seria, portanto, a interface entre a luz do trato urinario e os tecidos subjacentes.
A camada mais superficial é composta por células largas e hexagonais conectadas por juncoes
muito proximas. Abaixo dessa camada superficial existem a camada de células intermediarias e a
camada de células basais, conectadas a membrana basal. A regido entre o urotélio e a camada de
musculo liso é denominada de suburotélio que é composto por vasos sanguineos, fibroblastos
(incluindo as células intersticiais envolvidas por uma matriz de coléageno) e os nervos™®

Assim sendo, denomina-se o urotélio “epitélio de transi¢céo” devido ao fato deste sofrer
uma distensdo e assemelhar-se entdo a um epitelio estratificado pavimentoso, e como afirmado
anteriormente, essa distensao € justificada pela caracteristica de plasticidade do tecido urotelial.
Além dessa qualidade, apresenta-se também como uma interface entre agentes patogénicos e
mecanismos defensivos, intitulando-se como a primeira linha de defesa da bexiga

urinaria'*(Figura 4).

Bladder H&E

dome shaped ‘teloxed’ transitional 2
surface colls -Nmoimm
1

w""" - ' : Adaptado de: http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/

._. _5 CorePages/Epithelia/lmages/blad042he.jpg
\" L Commectitime 9| coccado em 26/01/2010.

Figura 4: Aspecto das diferentes camadas do urotélio da bexiga corado com H&E. Em 1, células superficiais
relaxadas. Em 2, epitélio de transicdo. Em 3, células basais. Em 4, capilares. Em 5, tecido de conexao.
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1.8 Justificativa

Estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) registram que 1% da populacdo
mundial masculina desenvolve estenose de uretra. Uma série de complica¢des advindas deste
problema pode ser listada, entre elas, as infecces de repeticdo e o uso de sondas. Do ponto de
vista anatomopatolégico, na maioria das vezes existe a deposicdo de grande quantidade de
material fibrético no local da estenose que impede o fluxo urinario. As causas determinantes da
estenose de uretra sdo multi fatoriais destacando-se: infeccBes de repeticdo, anomalias
congeénitas e as estenoses. Segundo o Ministério da Saude registram-se em média 1,5 milhdes de
casos hovos/ano no Brasil, sendo considerado o “calcanhar de Aquiles’ da urologia. O sistema
urogenital esta susceptivel a possiveis malformacdes e lesdes desde o periodo embrionario. No
entanto, esses tecidos poderiam ser reparados utilizando-se técnicas de engenharia tecidual,
possibilitando a reconstrucdo dos tecidos lesionados, garantindo-lhes a preservacdo de sua
estrutura e funcdo e a ampliacdo da qualidade de vida dos pacientes tratados?.

No campo da Urologia, problemas relacionados as malformacBes congénitas como
hipospadia, epispadia e estenose uretral sdo recorrentes. Nesses casos, a bioengenharia, a
engenharia de tecidos e a terapia celular tém sido cada vez mais requisitadas visando solucionar
estes problemas de ambito social através da substituicdo dos tecidos lesados por outros cuja
estrutura e funcdo sejam equivalentes aos tecidos sadios. O que instiga diversos pesquisadores é
a busca por solugbes praticas e economicamente viaveis para a resolucdo de tais problemas.
Muitas alternativas tém sido estudadas ao longo dos anos e, cada vez mais, vé-se a evolugdo dos
possiveis tratamentos oferecidos. Contudo, ainda ha empecilhos existentes pelo caminho. A falta
de material suficiente para o transplante originario da area genital seria um destes obstaculos.
Sendo assim, o uso de alternativas como os tecidos livres de outras partes do corpo, foi
evidenciado®®,

Os enxertos de pele extragenital, de espessura total ou parcial foram alguns dos materiais
testados, mas apresentaram resultados insatisfatérios devido a retracdo significativa, a formacéo
de estenoses e o aparecimento de fistulas'* *°. Sendo assim, destacaram-se ainda as pesquisas
utilizando biomateriais acelulares como scaffolds na reconstrucdo uretral: submucosa intestinal,
mucosa Vvesical, colageno bovino, colédgeno vesical e artéria™ *’. No entanto, alguns desses

biomateriais como as mucosas vesicais e bucais apresentaram desvantagens, como por exemplo,
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0 espessamento e a tendéncia de prolapso da mucosa vesical ou a necessidade de cirurgia oral no

caso da mucosa bucal® 19 2%

Para minimizar estas morbidades varios estudos experimentais utilizando materiais
diversos estdo sendo testados® %2. No Brasil foi desenvolvida por Goissis e colaboradores®® uma
matriz acelular de aorta que, além de apresentar certa elasticidade permitiria o crescimento da
mucosa uretral em seu interior. Outros biomateriais também tém sido avaliados. O uso do SIS
(small intestine submucose) ndo mostrou-se efetivo quando implantado na uretra.

Recentemente, Atala vem desenvolvendo engenharia tecidual para bexiga, com a
formagao de “ neo-bexigas’ in vitro®.

O tratamento de patologias relacionadas a uretra é critico e € um dos maiores desafios da
urologia, embora varios métodos para solucionar estes problemas tém sido relatados até o
momento. A engenharia de tecidos traz, portanto, novas esperancas para reconstrucdo da uretra e
para a melhoria da qualidade de vida desses pacientes. Nesse trabalho a cultura de células
uroteliais representa uma etapa primordial para a resolucéo de problemas uroldgicos, tais como a
cistite intersticial, a hipospadia ou a estenose uretral e a epispadia, visto que a camada urotelial
reveste a superficie interna da uretra e é responsavel por uma série de funcgdes indispensaveis ao

bom funcionamento do organismo como um todo.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

» Analisar a contribui¢cdo da engenharia de tecidos na construcdo de neo-uretra.

2.2 Objetivos especificos

» Realizar expansao in vitro das células uroteliais.

» Padronizar a técnica de cultivo de células uroteliais de coelho em scaffold 3D para

posterior formacao de neo-uretra, desenvolvida por bioengenharia.

» Promover a adesdo das células junto ao tecido biodegradavel (scaffold - gel de plaquetas).

» Promover a adesao das células junto ao tecido biodegradavel (parede interna do scaffold -

matriz acelular de aorta suina) que ird compor a neo-uretra.
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3. Material e Métodos

3.1 Instalacdes

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Engenharia Celular, pertencente
ao Hemocentro da Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu.

O Laboratdrio de Engenharia Celular integra a secdo de Biotecnologia do Hemocentro de
Botucatu tendo iniciado suas atividades em dezembro de 1992. Ao longo deste periodo, gracas as
fontes de financiamento de pesquisas vigentes no pais, em especial FAPESP, CNPg, BNDES
FINEP E FNS que foram entidades de suporte a pesquisa, as atividades tiveram um vertiginoso
crescimento dando hoje vazdo a trés diferentes linhas de atuacdo. Tais linhas s&o: a)
diferenciacdo de células-tronco de diferentes espécies, b) obtencdo de anticorpos monoclonais

murinos, ¢) producédo de curativos bioativos com foco na terapéutica humana.

Essas trés linhas de pesquisa ocupam uma &rea correspondente a 1200m2 classificados em

trés categorias:

1- Laboratério convencional ou standard — Laboratério de Atividades Complementares
(LAC) onde sdo desenvolvidas tais atividades: viabilidade celular, contagem celular, técnica
de ELISA, preparo de tampdes, eletroforese de proteinas em gel de agarose ou poliacrilamida
e SDS-PAGE, purificacdo de proteinas pela técnica de cromatografia de afinidade, Western
blotting, Imunodifusdo (Ouchterlony), imunofenotipagem, técnicas de hemaglutinacdo, entre

outras (Figura 3).

2- Area Limpa classificada 10.000. Essa area possui ar filtrado sob pressdo positiva com
filtros HEPA, apresenta vestiario especifico com ducha na entrada e colocacdo de EPIs de
circulagdo interna para diferenciar de aventais de circulagdo convencional em corredores ou
em outros laboratorios. Dentro dessa area encontra-se equipada e em funcionamento a
chamada &rea de screening (Figura 4) a qual constitui-se de uma ante-sala dos trés nichos de
cultura celular com ar filtrado individualizado. Em todos os nichos existem dois ambientes:

microscopia (Figura 5) seguida da area de manipulagdo estéril propriamente dita (Figura 6).
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No primeiro nicho sdo desenvolvidas atividades relacionadas a diferenciacdo de células
tronco; no segundo nicho estdo as pesquisas relacionadas a producdo de anticorpos
monoclonais murinos e no terceiro nicho séo desenvolvidas as atividades das pesquisas com

0S curativos bhioativos.

3- Laboratdrio de contencdo de nivel 111 de seguranca, P3 ou BSL-3 dentro da classificagdo
internacional do matiz da OMS de laboratérios segundo a periculosidade, presenca ou ndo de
medidas preventivas e de vacinagdo além do risco para 0 meio ambiente e para 0 homem.
Nesta &rea o conceito laboratorial diferenciado tem sistema de ar filtrado com filtros bag in-
bag out e pressdo negativa. A contencdo de entrada comeca pela existéncia de outro
laboratério, que corresponde ao LAC, seguido de vestiario de barreira com colocacao de
roupas insuflaveis e uso obrigatdrio de ar comandado. Todo o ar respirado pela equipe do
laboratdrio deve vir exclusivamente do sistema de ar no dorso do manipulador. A totalidade
do ar interno passa por filtros de saida que garantem a filtracdo do tipo ULPA. Esta area
encontra-se em fase de acabamento. Tera o destino de cultivo de células-tronco de pacientes
que possam ter algum virus do tipo Hepatite B, C ou mesmo HIV e que tenham a necessidade

de se beneficiar da terapia celular com diferenciacao ex vivo.
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Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 5: Laboratorio convencional ou standard - Laboratoério de Atividades Complementares (LAC).

Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 6: Area Limpa- area de screening.



Foto: Arquivo Pessoal, 2010 Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 7: Area Limpa-Ambiente de Microscopiaem A e B.

Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 8: Area Limpa-Area de manipulagéo Estéril.
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3.2 Animais

A utilizagdo de animais neste trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal, como consta no protocolo n® 779/2010, estando de acordo com 0s
Principios Eticos na Experimentacio Animal previamente estabelecidos pelo COBEA (Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal). Os animais em questdo ndo foram utilizados apenas para
este projeto. Demais estruturas e/ou Orgaos tais como traquéia, gordura, medula déssea, entre
outros, foram aproveitados por projetos previamente aprovados pelo comité de ética em outras
especialidades da Faculdade de Medicina de Botucatu e que também foram ou estdo sendo
desenvolvidos no Laboratorio de Engenharia Celular.

Foram utilizados 10 coelhos machos da raga North Folk com peso variando de 2,5 a 3,0
Kg, fornecidos pelo Biotério Central do Campus de Botucatu da Universidade Estadual Paulista
— UNESP, para obtencéo de suas bexigas e, consequentemente, do tecido urotelial presente nas
mesmas.

A obtencdo das bexigas foi realizada no mesmo tempo anestésico com intuito de
minimizar o estresse cirdrgico dos animais. Anestesia utilizada foi Cloridrato de Ketamina 35-

50mg/Kg + Cloridrato de Xilazina 5-10mg/Kg de peso vivo administrada via intramuscular.

3.3 Isolamento da Bexiga

Este trabalho levou em consideracéo a Engenharia Celular aplicada ao tecido urotelial. Os
coelhos foram utilizados para obtencéo de sua bexiga e posterior cultura de epitélio de transicdo
ou urotélio. A obtencdo do fragmento de tecido urotelial foi realizada através da bidpsia deste
orgéo.

A cultura de tecido urotelial de bexiga de coelho corresponde a uma etapa do projeto, ja
em andamento, intitulado Avaliacdo histoldgica da matriz heteréloga acelular como scaffold para
celulas uroteliais e fibras musculares lisas para implante em uretra de coelhos, cuja autoria é da
doutoranda do Laboratério de Engenharia Celular e co-orientadora deste projeto, Priscila
Murador. Os animais foram submetidos a bidpsia no mesmo tempo anestésico com intuito de

minimizar o estresse cirurgico.
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As bexigas foram retiradas integralmente e preservadas em 0,1M Phosfate-Buffered
Saline (PBS), pH 7,2 suplementado com 1% de Gentamicina (Merck®), ou meio HEPES
(Invitrogen®) com a mesma concentracdo de gentamicina para preservacdo da integridade do
tecido durante o transporte deste. A amostra tecidual foi transferida para o Laboratério de
Engenharia Celular do Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu, local este, onde
foram feitos os procedimentos devidos para a obtencdo das células do urotélio e todo o
processamento do tecido em questdo. O processamento do 6rgdo do animal foi feito de acordo
com as normas padronizadas nos Procedimentos Operacionais Padrdo (POP) do Laboratério de
Engenharia Celular®®,

A bexiga foi entdo lavada repetidas vezes com solucdo fisioldgica estéril e meio HEPES
com antibidticos e antimicéticos (Invitrogen®) e, com o auxilio de uma pinca estéril, foi feita a
exposicdo de sua parede interna. Apos tal exposicdo, o epitélio de transicdo sofreu dissociacdo
mecanica. Esse procedimento foi realizado com o auxilio de uma ferramenta de trabalho
denominada de cell scrapper (Figura 9). Atuando como uma forma de apoio em uma das maos e
realizando uma espécie de varredura das células na outra, o cell scrapper é responsavel pela
remocao das células do tecido de forma mecéanica. Em seguida, o contetdo celular desprendido
foi sugado com o auxilio de uma seringa e colocado em tubo Falcon BD® para centifugacéo.
Centrifugou-se o contetido a 1200rpm por 10 minutos, obtendo-se um pellet de células de 3 x 10°
celulas/ml. (Figura 10). O sobrenadante foi entdo aspirado e o pellet ressuspendido em 1ml do
meio de cultura DMEM F12 (Dulbecco’s Modified Minimal Essential Médium) Invitrogen®. Foi
retirada, entdo, uma aliquota de 30uL para realizagdo de contagem e viabilidade celular em

corante Tripan Blue (Invitrogen®).



Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 9: Dissociacdo Mecanica da parede interna da bexiga (urotélio) com, auxilio de cell scrapper.

Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 10: Pellet de células uroteliais apds realizagdo da dissociagdo mecanica com auxilio de cell
scrapper e centrifugacdo a 1200 rpm por 10 minutos.
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3.4 Expanséo ex vivo do urotélio

Apos obtencéo das células cujo teste de viabilidade foi considerado satisfatorio (acima de
80%), as células foram colocadas em frascos de cultura de superficie de crescimento de 25cm?,
com pléstico Tissue treated, contendo 6mL de meio de cultura DMEM F12 suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (FBS) (Invitrogen®), antibidticos (Invitrogen ®) e antimicoticos
(Invitrogen ®), aminoécidos essenciais e ndo essenciais (MEM amino acids solution
Invitrogen®). Durante todo o periodo de cultura as células foram mantidas em estufa de 37°C em

uma atmosfera Umida controlada a 5% de CO, e 95% de ar.

3.5 Criopreservacao do Tecido

A Criopreservagdo ¢ um processo de congelamento de células ou tecidos bioldgicos a
temperaturas muito baixas para manter a integridade destes. Células em cultura, mantidas por
longos periodos, podem apresentar alteragdes morfoldgicas e funcionais. Devidamente
congeladas, as células podem ser preservadas por periodos maiores sem alteracdo em suas
caracteristicas e em sua viabilidade. O banco de células é uma espécie de estoque que contém
celulas idénticas criopreservadas de uma mesma cultura original, que garante que o Laboratério
tenha uma reserva reprodutivel de células. Alem disso, um estoque de células garante a
minimizacdo dos riscos de se perder uma cultura por acidentes como contaminagdes
microbianas, ou possiveis falhas em equipamentos essenciais em cultura celular como as
incubadoras de CO,. As células a serem congeladas devem estar livres de contaminacdo e com
viabilidade acima de 90%. As condi¢des 6timas de criopreservacdo diferem para cada tipo de
linhagem celular e estas, devem ser tratadas com um agente crioprotetor para suportarem o
processo de congelamento e descongelamento. O agente crioprotetor utilizado foi o
Dimetilsulféxido-DMSO (LGC Biotecnology ™), o qual age na permeabilidade da membrana
plasmatica, permitindo que a agua saia do interior das células & medida que ocorre o
resfriamento. Assim, este impede que os cristais de gelo formados em baixas temperaturas

rompam a membrana celular e levem as células & morte?’.
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No caso das células uroteliais, apos a dissociagdo mecanica da parede interna da bexiga
realizada com auxilio de cell scrapper, as células foram lavadas com meio HEPES e
centrifugadas a 1200rpm por 10 minutos. Houve entdo a formacdo de um pellet no fundo do
tubo. Em seguida, as células foram ressuspendidas em DMSO a 10% SFB. A amostra foi
homogeneizada, transferida para criotubo, devidamente identificado, e rapidamente armazenada
a —80°C. Apos sete dias no freezer —-80°C as ampolas contendo as células foram transferidas para
containers de nitrogénio liquido. Assim sendo, as ampolas congeladas foram entdo registradas
no Banco de Células do Laboratdrio de Engenharia Celular para posterior utilizagdo nas demais

etapas do trabalho ou em trabalhos futuros envolvendo urotélio.

Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 11: Ampolas na caixa (gaveta) de criopreservagdo. Compdem o Banco de Células presente no Laboratorio

de Engenharia celular

3.6 Decelularizacédo

A decelularizacdo é uma técnica responsavel pela remocao de todo o material celular e
nuclear, preservando a composicdo, atividade bioldgica e integridade mecénica da matriz
extracelular restante®® !, Além disso, as substancias utilizadas neste processo precisam ainda ter
minimo efeito residual, para ndo inibir o crescimento celular ap6s implantacdo da matriz no

organismo>. Existem diversos protocolos para a realizacdo da decelularizacéo, no entanto, o
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protocolo mais completo de um processo de decelularizagdo inclui uma combinacdo de técnicas
fisicas, quimicas e enziméticas*". No trabalho em questo a decelularizacdo foi realizada na aorta
suina para que esta fosse, entdo, utilizada como scaffold para a ancoragem das células uroteliais.

As aortas utilizadas ja foram descelularizadas previamente.

3.7 Implantacédo das células nos scaffolds

A implantacdo das células nos scaffolds foi realizada em duas etapas: a primeira etapa foi
a implantacéo no gel de plaguetas, fazendo com que estas se posicionassem nos poros existentes
neste.A segunda etapa foi entendida pela implantagcdo do ge, com as células uroteliais, na parede
interna da matriz acelular de aorta suina.

A primeira etapa foi realizada apds a retirada das células da bexiga por dissociacdo
mecanica, seguida de plagueamento, da manutencdo dessas até a obtencdo de confluéncia de
aproximadamente 80% e da passagem por tratamento enzimatico com tripsina para total
desprendimento do fundo do frasco. Ao serem adicionadas ao gel (Figura 13), as células ficaram
entdo suspensas neste, de tal forma que acabaram adquirindo a formacgdo em 3D no scaffold. Ao
complexo gel-células foi adicionado 1mL de meio de cultura DMEM F12 e este foi mantido em
estufa a 37°C e 5% de CO,

Para a realizacdo da segunda etapa utilizou-se fragmentos de aorta suina de 2 a 3cm de
comprimento. Apés a colocacao de uma sonda uretral (Medical s®) atravessando a luz da aorta,
foi depositado, entre a superficie externa da sonda e a parede interna da matriz acelular, um gel
de plaquetas contendo as células uroteliais. O propdsito era a adesao das células a parede interna

da aorta, mimetizando a estrutura da uretra.

3.8 Implantacéo das células na aorta

Como enfatizado anteriormente, na tentativa de encontrar materiais superiores a mucosa
vesical e a mucosa bucal, varios estudos experimentais utilizando materiais diversos estdo sendo
testados. No Brasil foi desenvolvida uma matriz acelular de aorta que, supostamente,

apresentaria elasticidade e permitiria o crescimento de mucosa uretral em seu interior.
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Visto que a matriz decelularizada apresentaria vantagens por possuir formato cilindrico e
estrutura tubular, semelhantes & estrutura uretral, fez-se entdo a implantacdo das células
uroteliais na parede interna da aorta. Com auxilio de luvas e pingas estéreis, em fluxo laminar,
foi realizado o procedimento de implantacdo das células e da sonda uretral em dois segmentos
diferentes de aorta. Em um primeiro experimento, foram colocadas apenas células entre a
superficie externa da sonda e a face interna da aorta, para avaliar se haveria uma possivel adesao
celular a parede dessa. Em uma segunda tentativa, entretanto, as células foram implantadas a
aorta juntamente ao scaffold-gel de plaquetas, para avaliar se a estrutura 3D proporcionada pelo

gel interferiria na adesédo a face interna do scaffold - aorta.

Para tanto, foram realizados os seguintes procedimentos:

Apbs devido processamento para a obtencdo do chamado plasma rico em plaquetas
(PRP), de acordo com os procedimentos operacionais padrdo do Laboratério de Engenharia
Celular, em fluxo laminar, com auxilio de luvas estéreis, foi colocado em uma placa de Petri,
também estéril, um fragmento de aorta de aproximadamente 2cm de comprimento. Com o
auxilio de pingas estéreis foi atravessada uma sonda uretral (Medical s®) pela luz da aorta por
onde, supostamente, deve-se passar o fluxo urindrio. Com fio cirurgico ndo absorvivel
(PolySuture ®@) foi entdo feito um no cirdrgico e amarrada uma das extremidades da aorta
juntamente a sonda para que ndo houvesse transbordamento do contetdo celular quando este
fosse adicionado. Utilizando pipeta P200 foram adicionadas as células uroteliais, previamente
cultivadas, e em seguida, foi realizado o mesmo procedimento na outra extremidade da aorta,
para que assim as células ficassem confinadas nesse segmento, ndo extravasando seu conteudo
para nenhum dos lados. A estrutura foi entdo preservada em meio de cultura DMEM F12 pelo
periodo de aproximadamente uma semana e em estufa a 37°C e 5% de CO, para posterior analise
histolégica.

No segundo experimento, com um outro segmento de aorta, foi seguido 0 mesmo
protocolo anterior, porém, com a seguinte peculiaridade: Ao invés de apenas implantar a
suspensao de células uroteliais, foi feito no espaco sonda-aorta, 0 gel de plaquetas contendo
essas células. O complexo formado constituiu entdo o chamado scaffold - gel de plaquetas,

contendo as células de urotélio, dentro do scaffold - matriz de aorta suina. O procedimento para a
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realizacdo do gel de plaquetas também foi desenvolvido de acordo com os procedimentos
operacionais padrdo do laboratério de Engenharia Celular. A outra extremidade também foi
fechada e a estrutura formada (contendo gel de plaquetas, células e a aorta) foi mantida da

mesma forma que a primeira em meio de cultura e abrigo em estufa. (Figuras 12,13 e 14).

Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 12: Em A, material utilizado. Sonda uretral, fragmento de aorta, pinga estéril, placa de Petri.

Em B, insercédo da sonda uretral pela luz da aorta.



Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 13: Em A, passagem da sonda uretral. Em B, Sonda totalmente atravessada. Em C, Fixag&o de
uma das extremidades para implantacdo das células / células e gel.
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Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 14: Em A, Né cirlrgico impedindo transbordamento. Em B, Extremidade totalmente fechada. Em C,

Implantacéo das células / células e gel.
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Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 15: Em A, modelo de neo-uretra contendo urotélio formado. Em B, vemos aorta apenas com as células e

aorta com células e gel mantidos sob condic8es especificas em meio de cultura DMEM F12.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Cultura de células uroteliais

Apos cinco dias de cultura observou-se o inicio da adesdo celular ao fundo do frasco de
cultura. Depois de, aproximadamente, 10 dias de cultura as celulas ja apresentaram viabilidade
de 90,7%, constituindo uma monocamada de tecido urotelial.

A cultura primaria foi considerada quando as células se tornaram subconfluentes
(atingindo 70-80% de confluéncia na superficie do frasco) apos 8-10 dias. Quando atingida essa
porcentagem as células foram removidas utilizando tripsina 0,25% (Invitrogen®). As células
uroteliais aderidas ao fundo da placa apresentaram globosidades, caracteristicas do tecido
epitelial.

Figura 16: Em A, vemos células em inicio de adeséo. Objetiva de 100x. Em B, vemos células em adeséo
na objetiva de 200x. Em C, vemos células ja aderidas apresentando globosidades caracteristicas das células

epiteliais. Objetiva de 200x.
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Foto: Arquivo Pessoal, 2010 Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 17: Cultura de urotélio em plena expansdo. Em D, Células epiteliais em inicio de adesdo, objetiva de
100x. Em E, Células Epitelidides agrupadas delimitando um verdadeiro tecido ou monocamada, objetiva de
100x.

Foto: Arquivo Pessoal, 2010 Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 18: Em F, Células uroteliais em maior confluéncia, objetiva de 100x. Em G, Células uroteliais em
aumento de 200x.
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Uma parte das céelulas uroteliais foi congelada para compor o banco de células do laboratério. No
entanto, novos frascos de cultura foram semeados com a outra parte dessas células, juntamente
com placas de Petri contendo laminulas em seu interior, para que as células crescessem sobre
elas. As laminulas colocadas em placas de Petri, contendo uma fracdo dessas células, foram
deixadas em cultura por dez dias, para que assim, sua superficie pudesse ser totalmente coberta
pelas células e a devida coloragao do tecido em questdo pudesse ser realizada.

Para a devida caracterizacdo do epitélio foi realizada andlise histologica com diferentes
coloracdes. Foram utilizadas as coloracfes Hematoxilina e Eosina (H&E) e foi realizado o teste
com Anti-vimentina para analisarmos se as células em questdo eram células-tronco
mesenquimais ou um tecido epitelial, visto que o teste para anti-vimentina apresenta-se positivo
para células-tronco mesenquimais. A Vimentina (52-58 kD) é uma proteina da familia
filamentosa. Filamentos intermediarios sdo uma caracteristica estrutural importante de células
eucarioticas. Eles compdem o citoesqueleto, juntamente com microttbulos e microfilamentos de
actina. Embora a maioria dos filamentos intermediarios sejam estruturas estaveis, nos
fibroblastos, a vimentina existe como uma estrutura dindmica. Esse filamento é usado como
marcador para tecidos derivados do mesoderma. Tais analises foram realizadas no Instituto de
Biociéncias-IB-UNESP no Departamento de Morfologia em colaboracdo com a equipe do Prof.
Sérgio Felisbino. Apds a confirmacdo histomorfoldgica do epitélio, a técnica de expansdo ex-

vivo foi padronizada para a etapa subsequente: implantacéo no gel.
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Foto: Arquivo Pessoal, 2010 Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 19: Urotélio com coloracdo H&E (Hematoxilina e Eosina). Em A temos uma objetiva de 100x. Em B,
destaca-se formac&o epitelidide, em que as células permanecem ligadas por jung¢des intercelulares. Objetiva de 200x.
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Nas figuras abaixo podemos observar que ndao houve coloracdo marrom caracteristica de
resultado positivo do teste com Anti-Vimentina. Nesse caso, o resultado foi negativo para Anti-

Vimentina, o que sugere que as células em questdo ndo eram células - tronco mesenquimais.

Foto: Arquivo Pessoal, 2010 Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 20: Células apresentando resultado negativo para Anti-vimentina. Em C, vemos alguns focos celulares
na objetiva de 100x. Em D, vemos focos maiores, com as células apresentando aspecto de epitélio.
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4.2 Implantacéo das células nos Scaffolds

A primeira e a segunda etapas foram realizadas independentemente. O que se pretendia
analisar era, primordialmente, se as células se incorporariam ao gel de plaquetas e, visto que
houve adesdo, posteriormente, 0 proposito era de observar se as células embebidas no gel iriam
aderir a parede interna da aorta, compondo assim, a estrutura interna da neo-uretra. Portanto

existiriam dois scaffolds distintos: o scaffold - gel e o scaffold - aorta.

4.2.1 Implantacéo das células no scaffold — gel

O scaffold - gel € um modelo de fécil obtencdo e manutencdo, realizado de acordo com 0s
protocolos do laboratdrio de engenharia celular. As células implantadas foram observadas e seu
crescimento acompanhado por microscopia invertida. A documentacdo do crescimento celular
nesse scaffold foi dificultada devida sua conformacéo 3D, a qual, obviamente, ndo proporcionou

a clareza observada na monocamada cultivada anteriormente. (Figura 21).

Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 21: Células uroteliais em scaffold-gel. Por apresentarem - se em estrutura 3D, fixadas ao gel, sua
visualizacdo é dificultada. Objetiva 100x.



Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figura 22: Em A, células uroteliais implantadas no scaffold 3D ou Gel de Plaquetas, objetiva de
50X phl. Em B, as células implantadas apresentam aspecto fibroblastdide, objetiva de 100x.
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4.2.2 Implantacao das células no scaffold —aorta

O scaffold - aorta também € um modelo de facil obtencéo. Além do mais, ap6s tratamento para
decelularizacéo, € um modelo eficaz para a cultura celular, em especial neste caso, devido sua estrutura

tubular, a qual se assemelha a forma da uretra.

4.3 Histologia dos complexos células — scaffold e células em gel-scaffold

Foi realizada a histologia dos complexos contendo as células de urotélio e gel de plaquetas
associados e células uroteliais apenas. As figuras a seguir representam 0s ensaios realizados com a aorta e
0 urotélio.

A figura 23 nos mostra o ensaio realizado com aorta decelularizada recebendo células uroteliais
encapsuladas em gel. A figura 24 representa o urotélio depositado na porcdo interna da aorta sem a
presenca de gel como scaffold.

A microencapsulacdo do gel no suporte de aorta inerte ndo permitiu a absor¢do do gel pela aorta,
ficando o urotélio retido na malha do gel, o que dificulta futuras aplicagdes in vivo. No entanto, quando o
urotélio foi aplicado isoladamente na luz da aorta decelularizada, as figuras 25,26 e 27 mostram que as

mesmas aderiram ao suporte e permaneceram integras.
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Foto: Arquivo Pessoal, 2010 Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figuras 23 e 24 : Em A vemos aorta descelularizada com células uroteliais encapsuladas em gel. Em B, vemos
urotélio depositado na porgdo interna na aorta, sem a presenca de gel. Evidenciamos poucas células aderidas. As
fotos apresentam-se em aumento de 200x Ph2 .

Foto: Arquivo Pessoal, 2010 Foto: Arquivo Pessoal, 2010

Figuras 25e 26: Em C, vemos células aderidas ao suporte em colcoragdo de Hematoxilina e Eosina. Em D, vemos
células aderidas em coloracdo Tricromo de Masson, com finalidade de distinguir células do tecido conjuntivo
circundante. Aumento 200 x Ph2.



Foto: arquivo pessoal, 2010

Figura 27: Células uroteliais aderidas delimitando o contorno da aorta. Coloragdo Tricromo de Masson 100x.
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5. Conclusoes

Foi possivel:

Isolar e estabelecer expansdo in vitro de células uroteliais de bexiga de

coelho, apos realizacdo de dissociacdo mecanica;

Padronizar a técnica de cultivo de células uroteliais de coelho em arcabouco
3D ou gel de plaguetas, visto que as células aderiram ao gel e mativeram-se

vivas;

Obter a adesao das células de urotélio junto ao scaffold - gel de plaquetas e

Promover a adesdo das células junto ao tecido biodegradavel (scaffold —

matriz acelular de aorta suina) que ira compor a neo-uretra.
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6. Perspectivas

Pretende-se utilizar a técnica de expansao ex vivo de células uroteliais em scaffold 3D
para auxiliar a geracdo de implantes artificiais mais eficientemente, como no caso da neo-uretra
de coelho desenvolvida por bioengenharia. Além desta proposta, outra possibilidade seria a
utilizacdo da técnica de expansdo in vitro de tecido urotelial para avaliar a possivel atuacéo de
drogas utilizadas nos diversos tratamentos de patologias do trato urinario.

A utilizacdo de células uroteliais em um scaffold biodegradavel é ainda uma alternativa
para tratamentos convencionais de problemas urolégicos que ndo obtiveram sucesso até entédo e,

possivelmente, apresentariam sucesso com o transplante.
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