RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacao sera disponibilizado
somente a partir de 27/02/2022.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA

Tadeu Ravazi Piovesana

ENGENHARIA DE TECIDOS EM BEXIGA URINARIA:
MODELO EM COELHOS

Dissertacéo apresentada a Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, para
obtencdo do titulo de Mestra em Pesquisa e

Desenvolvimento em Biotecnologia Médica.

Orientador: Prof. Dr. Matheus Bertanha
Coorientadora; Profa. Dra. Elenice Deffune

Botucatu
2020



Tadeu Ravazi Piovesana

ENGENHARIA DE TECIDOS EM BEXIGA URINARIA:
MODELO EM COELHOS

Dissertacao apresentada a Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Botucatu, para obtencao do titulo de
Mestra em Pesquisa e Desenvolvimento

em Biotecnologia Médica.

Orientador: Prof. Dr. Matheus Bertanha

Coorientadora:Profa.Dra. Elenice Deffune

Botucatu
2020



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SEGCAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Piovesana, Tadeu Ravazi.
Engenharia de tecidos em bexiga urindria : modelo em
coelhos / Tadeu Ravazi Piovesana. - Botucatu, 2020

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina de
Botucatu

Orientador: Matheus Bertanha

Coorientador: Elenice Deffune

Capes: 90400003

1. Bexiga - Doengas. 2. Células-tronco. 3. Transplante
de Células-Tronco.

Palavras-chave: Bexiga urindria; Células-tronco; Doengas
da bexiga urinaria.




Tadeu Ravazi Piovesana

Engenharia de Tecidos em Bexiga Urinaria: Modelo em Coelhos
Dissertacdo; apresentada a Faculdade de Medicina, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, para obtencao do titulo de Mestra em Pesquisa e

Desenvolvimento em Biotecnologia Médica.

Orientador: Matheus Bertanha

Comissao Examinadora

Prof. Dr. Matheus Bertanha

Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP

Prof. Dr. José Carlos Souza Trindade Filho

Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP

Profa. Dra. Helga Caputo Nunes

Departamento:Lab. de Hemoglobina e Genoma/Hemocentro - UNICAMP

Botucatu, 27 de Fevereiro de 2020



Dedicatoria

Dedico este trabalho a Deus, que seja para sua
honra e Gloria

“Ad maiorem Dei gloriam”



Agradecimentos

Agradego primeiramente a Deus a minha for¢a maior.

A todos os animais que possibilitaram o desenvolvimento da pesquisa.

Aos meus pais, por acreditarem em mim, me incentivarem, darem apoio e pela educacao que
me deram. Sem essa ndo estaria aqui e ndo seria quem eu sou.

A minha esposa, Ana Marta, por sempre me incentivar, ser meu esteio, conselheira,
companheira e amiga.

Ao meu orientador, Dr. Matheus Bertanha que, com seus conselhos, cuidados e dedicacdo me
sustentou com seus ensinamentos nessa jornada.

A Profa. Dra Elenice Deffune, pela oportunidade que me deu de levar esse sonho a frente.

A Lenize e Ana Livia, alunas do Dr. Matheus, que me auxiliaram incansavelmente nesse
projeto e que sem elas nada disso seria possivel.

Ao Diego, veterinario da UNIPEX, pelo auxilio e apoio com os experimentos.

A todos os funcionarios da UNIPEX pelo apoio.



Epigrafe

“Nunca deixe que lhe digam que ndo vale a pena
Acreditar no sonho que se tem

Ou que seus planos nunca vao dar certo

Ou que vocé nunca vai ser alguém

Tem gente que machuca os outros

Tem gente que ndo sabe amar

Mas eu sei que um dia a gente aprende

Se vocé quiser alguém em quem confiar

Confie em si mesmo

Quem acredita sempre alcanga!”

(Renato Russo)



Resumo

Introducao: Diversas doengas congénitas ou adquiridas promovem alteracdes anatomicas ou
funcionais, dificultando ou impossibilitando a func¢ao de reservatério da bexiga, ou até mesmo
necessitando sua remocdo cirurgica. Quando as terapias conservadoras ndo sdo eficazes,
algumas técnicas cirurgicas podem ser empregadas para o aumento ou reconstru¢do da bexiga
e por fim, o desvio urindrio pode ser a unica alternativa terapéutica. No entanto, todas as
técnicas cirirgicas atuais podem levar a complicagdes. A substituicdo de tecidos da bexiga
por equivalentes criados em laboratério poderia melhorar o resultado da cirurgia
reconstrutiva. Objetivos: Propor um modelo de remendo de bexiga urinéria produzido com
uso de veias descelularizadas e semeadas com células-tronco mesenquimais em modelo
animal em coelhos. Material e Métodos: Foram constituidos dois grupos de 5 coelhos fémeas
ndo prenhas. Os dois grupos de animais foram submetidos a anestesia inalatoria e foi realizada
uma cirurgia para retirada de um fragmento de 1 cm? de bexiga para implantagdo do produto
de teste. Grupo 1: Controle — foi implantado um segmento de lcm? de veia cava de coelho
descelularizada com pontos continuos de Vicryl 7.0; Grupo 2: Experimento — foi implantado
um segmento de veia cava descelularizada semeada com células tronco autdlogas, também
fixado por pontos cirurgicos de Vicryl 7.0 com pontos continuos. Para o grupo 2, foram
coletadas células-tronco mesenquimais autdlogas derivadas de tecido adiposo que foram
cultivadas e expandidas e aplicadas em um arcabouco de veia descelularizada e mantidos por
uma semana em cultura para uso in vivo. Os animais dos dois grupos foram mantidos em
biotério por 21 dias e depois submetidos a eutanasia para avaliacdo histomorfologica do
implante. Resultados Parciais: Os arcaboucos de veia cava de coelho descelularizada foram
capazes de manter a integridade da bexiga urindria no perido de 21 dias do experimento. Em
ambos 0s grupos observamos um intenso infiltrado de células inflamatdrias no local dos
enxertos. O grupo experimento que recebeu o arcabougo com células-tronco mesenquimais
autdlogas apresentou um processo regenerativo superior ao grupo controle, observado
principalmente pela reepitelizagdo urotelial e maturidade do povoamento da mucosa e
submucosa por fibroblastos. Desta forma o enxerto com células tronco parece promover uma
substitui¢do mais adequada na regido estudada.

Palavras chave: Bexiga Urinaria, Doengas da Bexiga Urinaria, Células-tronco,

Terapia Baseada em Transplante de Células e Tecidos.



Abstract

Background: Several congenital or acquired diseases promote anatomical or functional
changes, making it difficult or impossible for the bladder reservoir function, or even requiring
its surgical removal. When conservative therapies are ineffective, some surgical techniques
may be used to increase or reconstruct the bladder, and ultimately, urinary diversion may be
the only therapeutic alternative. However, all current surgical techniques can lead to
complications. Replacement of bladder tissues with laboratory-created equivalents could
improve the outcome of reconstructive surgery. Recent research involving stem cells and cell
engineering points to a promising future based on regenerative and tissue replacement
therapy. Objectives: To propose a model of urinary bladder patch produced with the use of
decellularized veins and seeded with mesenchymal stem cells in an animal model in rabbits.
To evaluate the biointegration of the graft implanted in the urinary bladder of rabbits after 21
days by histomorphological study of the explant. Methods: Two groups of 5 non-pregnant
female rabbits were formed. Both groups of animals underwent inhalation anesthesia and
surgery was performed to remove a 1 c¢cm? bladder fragment for implantation of the test
product. Group 1: Control - a lcm? segment of decellularized rabbit vena cava with
continuous Vicryl 7.0 stitches was implanted; Group 2: Experiment - a decellularized vena
cava segment seeded with autologous stem cells was implanted, also fixed by Vicryl 7.0
surgical stitches with continuous stitches. For group 2, autologous mesenchymal stem cells
derived from adipose tissue were collected and cultured and expanded and applied to a
decellularized vein framework and maintained for one week in culture for in vivo use. The
animals from both groups were kept in a vivarium for 21 days and then euthanized for
histomorphological evaluation of the implant. Partial Results: Decellularized rabbit vena cava
scaffolds were able to maintain urinary bladder integrity over the 21-day period of the
experiment. In both groups we observed an intense infiltration of inflammatory cells at the
graft site. The experimental group that received the framework with autologous mesenchymal
stem cells presented a regenerative process superior to the control group, observed mainly by
urothelial reepithelization and maturation of the mucosa and submucosa settlement by
fibroblasts. Thus, stem cell grafting seems to promote a more adequate replacement in the
studied region.

Key words: Urinary Bladder, Urinary Bladder Diseases, Stem Cells, Cell and Tissue
Transplantation Based Therapy, Urothelium.
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1. Introducao

Diversas enfermidades podem acometer a bexiga urinaria e comprometer sua funcao
de armazenamento, tais como transtornos congénitos, cancer, trauma, infec¢do, inflamagdes
cronicas, lesdes iatrogénicas ou outras condi¢cdes do sistema geniturinario podem levar a
danos na bexiga.! Na impossibilidade de manutengdo clinica desses doentes, a maioria acaba
recebendo a indicacdo para a realizacdo de procedimentos cirirgicos reconstrutivos.
Normalmente sdo utilizados tecidos autdlogos ndo uroldgicos para a confec¢do de remendos
ou de neobexigas (pele, segmentos intestinais ou de mucosa), tecidos ou substincias
heterdlogas (colageno bovino) ou mesmo materiais sintéticos (silicone, poliuretano, teflon).?
Na pratica clinico-cirargica tem-se dado preferéncia para a utilizagdo de segmentos de
intestino em substitui¢do ou reparo da bexiga.’ No entanto, os tecidos gastrointestinais sdo
projetados para absorver solutos especificos, enquanto o tecido da bexiga ¢ projetado para a
excre¢do desses mesmos solutos, além da constante produ¢io de muco por esse tecido.* Como
resultado, varias complicacdes podem ocorrer, como: infec¢do recorrente, disturbios
metabolicos, urolitiase, perfuragdo, aumento da produ¢do de muco e transformagdo
neoplasica.’ Devido aos problemas encontrados com o uso de segmentos gastrointestinais e
das demais técnicas atualmente disponiveis, inimeras pesquisas vém sendo realizadas para se
desenvolver solugdes alternativas mais eficientes e duradouras. Nesse contexto enquadra-se a
engenharia de tecidos® com a utilizagdo de células-tronco mesenquimais, que pretende trazer

alternativas inovadoras com produtos baseados no conceito de medicina personalizada.

1.1 Células-Tronco Mesenquimais do Tecido Adiposo

As células-tronco mesenquimais (CTM) estdo presentes em maior ou menor
quantidade em todos os tecidos do organismo apos a fase embrionéria, sendo mais facilmente
obtidas dos tecidos onde sdo mais abundantes, preferindo-se utilizar em pesquisa as
encontradas em sangue de corddo umbilical’ medula dssea® e tecido adiposo.’

O tecido adiposo representa uma fonte de CTM com grande concentracdo celular, de
facil obtengdo cirurgica e praticamente isento de contraindicagdes para sua obtengdo. A fragao
do estroma vascular do tecido adiposo se tornou foco de investigagdes apos a comprovagao de
que ele ¢ capaz de fornecer CTM multipotentes, apresentando assim vantagens potenciais para

as aplicac¢des na engenharia de tecidos.’
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Contudo, a preparacdo das células em laboratério para a cultura ndo ¢ idéntica. A
maioria dos pesquisadores isolam as CTM obtidas de tecido adiposo através da metodologia
descrita por Rodbel et al (1960), onde os tecidos sdo digeridos com colagenase e o
fracionamento ¢ feito por centrifugacdo. As células sdo colocadas em cultura e a populagdo de
CTM pode ser expandida.'”

A Sociedade Internacional para Terapia Celular estabeleceu critérios para que uma
célula possa ser definida como CTM: deve ser aderente ao frasco de cultura durante varias
passagens, deve ser capaz de se diferenciar em cartilagem, tecido 6sseo e tecido adiposo, deve
expressar CD73, CD90 e CD105, ndo deve expressar c-kit, CD11b, CD14, CD19, CD34,
CD45, CD790. € os antigenos leucocitarios humanos (HLA-DR).!!

O uso dessas células em Medicina Regenerativa implica em isolamento e expansao
sem a perda da capacidade de pluripoténcia.'> Muitos estudos tém isolado as CTM e tem
controlado in vitro a sua diferenciagdo em diversos tecidos através de indugao por fatores de

crescimento especificos, com o objetivo de reparar tecidos lesionados.

1.1.1. Engenharia Celular em Bexiga Urinaria

O cultivo de CTM e a descoberta de técnicas que promovem a sua diferencia¢do
tecidual apontam para novos dominios da medicina: a terapia celular e a engenharia de
tecidos,'* evidenciando-se alto indice de plasticidade.!> As pesquisas com células-tronco
avancam em territorios onde a medicina tradicional apresenta limitagdes, sendo conhecidos
como fronteiras do conhecimento cientifico. Dessa forma, esses estudos podem contribuir em
situacdes especificas para os portadores de doencas uroldgicas.

Materiais sintéticos t€ém sido amplamente utilizados para reconstru¢ao urologica. Para
o tratamento da incontinéncia urindria, proteses sintéticas de silicone tém sido utilizadas como
esfincter urindrio artificial. O tratamento do refluxo vésico-ureteral pode ser realizado através
de microparticulas de silicone e proteses penianas vem sendo amplamente utilizadas para o
tratamento da impoténcia sexual masculina.!® Para o caso especifico das afec¢des da bexiga
urinaria, a producdo de bexigas artificiais feitas com silicone estd sendo amplamente
estudada. Entretanto, agentes artificiais utilizados em algumas situa¢des tem potencial para
produzir rejeigdo, uma vez que ndo sdo totalmente biocompativeis.!”

Para fins de medicina regenerativa, hd vantagens claras na utilizagdo de materiais
biodegradaveis e degradaveis que podem funcionar como veiculos de entrega de células e / ou

fornecer os pardmetros estruturais necessarios para a substituigdo de tecidos.'® Os



17

biomateriais na medicina regenerativa devem funcionar como matriz de suporte e atuar em
consonancia com as fungdes bioldgicas e mecanicas da estrutura nativa encontrada nos
tecidos do corpo."”

Em estudos experimentais prévios, realizados pela nossa equipe, demonstrou-se que as
veias cava de coelho podem ser descelularizadas, mantendo boa estruturacdo da matriz, sendo
apta para servir de scaffold (arcabougo) para receber as células-tronco derivadas de tecido
adiposo (CTM).?° Determinou-se também que o processo de descelularizagdo da veia ndo
acarreta toxicidade residual significativa ou perda das caracteristicas essenciais da matriz
extracelular.'”® Diante dos avangos obtidos, apresentamos a continuidade do modelo
experimental que visa aplicar esse arcabouco delicado e bem estabelecido para técnicas de
desenvolvimento de engenharia de tecidos em bexiga urindria e estabelecer a viabilidade da
estrutura constituida através de experimentos que serdo melhor descritos a seguir em modelo

in vivo (modelo animal).

1.1.2. Descelularizacio da veia

Atualmente, tem-se usado suportes bioldgicos derivados de tecido e o6rgaos
descelularizados em estudos pré-clinicos com animais e em alguns casos com aplicagdao
clinica definida.?! A utilizagdo desses arcabougos apresenta vantagens bioldgicas; porém, ¢é
necessario que se faca um preparo rigoroso que garanta uma adequada eliminagdo dos
componentes celulares para se evitar uma possivel reacdo imunoldgica no momento de
aplica¢do no receptor do novo tecido.?? Antigenos celulares xenogénicos e alogénicos sdo
reconhecidos como estruturas estranhas ao hospedeiro e assim podem induzir uma resposta
inflamatoéria ou uma rejeicdo imunomediada do tecido transplantado e consequentemente
expor o individuo aos riscos da perda do enxerto, inclusive risco de 6bito.?!

O objetivo de qualquer protocolo de descelularizagdo ¢ remover todo o material
celular e nuclear, preservando a integridade estrutural e propriedades mecanicas da matriz
extracelular restante, sendo considerado um ambiente propicio para o repovoamento celular.
Além disso, durante o procedimento de descelularizacdo, os agentes descelularizantes
utilizados precisam ter um efeito residual minimo, com a finalidade de ndo inibir o
crescimento celular ap6s implantacdo da matriz no organismo. Os protocolos mais completos
para um processo de descelularizacdo incluem uma combinagdo de técnicas fisicas, quimicas
e enzimaticas, que podem ser refor¢adas conforme as caracteristicas biomecanicas do tecido

que se pretende descelularizar.!8



18

Neste caso, como se pretende utilizar o arcabouco de veia cava inferior de coelho
descelularizada que se caracteriza por ser um tecido bastante delicado; o protocolo elencado
como mais seguro ¢ eficaz serd a reproducao da técnica previamente padronizada nos estudos
ja realizados,”® com o uso de duodecil sulfato de sodio (SDS). O SDS é um composto
organico com propriedades surfactantes (anidnicas). Dada a sua estrutura, esta molécula
possui propriedades anfifilicas, sendo comumente utilizado na industria de detergentes, com a
finalidade de remover residuos oleosos, mas também funciona como desnaturante de

proteinas, além de outros usos.?*

1.1.3. Urotélio

O urotélio ¢ o tecido epitelial responsavel pela pavimentacdo de grande parte do trato
urinario, incluindo a pelve renal, a bexiga urinaria e partes da uretra.?> O tecido urotelial é
caracterizado como um epitélio pseudoestratificado de transi¢do, uma vez que ocorre uma
variabilidade morfoldgica em sua constituicdo, podendo ser binucleadas, apresentando células
com morfologia de “medusa” ou células “guarda-chuva” e até formas mais proximas ao
epitélio pavimentoso que é mais achatado, variando com o local/6rgdo de origem.?¢

Observando a localizacdo das células progenitoras, bem como explorando as
condi¢des que promovem a diferenciacdo ou auto-renovagao, tem sido possivel superar alguns
dos obstaculos que limitam a expansdo celular in vitro, sendo que em um passado recente o
cultivo dessas células apresentava sucesso limitado. Acreditava-se que as células uroteliais
tinham uma senescéncia natural que dificultava o cultivo celular. Véarios protocolos foram
desenvolvidos nas ultimas duas décadas que melhoraram o crescimento € a expansao
urotelial.?’3% Foi desenvolvido um sistema de coleta de células uroteliais que ndo utiliza
nenhuma enzima ou soro ¢ tem um grande potencial de expansdo quando cultivadas por 8
semanas.?’

A pesquisa com células-tronco adultas continua sendo uma érea de intenso estudo,
pois seu potencial para terapia pode ser aplicavel a uma miriade de doencas degenerativas,
sendo que as células-tronco mesenquimais, também conhecidas como células progenitoras
adultas multipotentes derivadas principalmente de tecidos com origem estromal como a
medula 6ssea, tecido adiposo, sangue ou tecido placentério, entre outros, podem se diferenciar
em varios tipos de tecido.!® Entretanto, estudos utilizando células-tronco mesenquimais

derivadas de tecido adiposo em modelos experimentais de bexiga urindria ndo sdo frequentes,
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sendo que alguns autores vém injetando este tipo celular em bexigas urindrias e no trato

urinario para o tratamento de incontinéncia com resultados promissores

1.14. Cirurgia Urologica em Bexiga Urinaria

A reconstrucao da bexiga ¢ realizada cirurgicamente em casos de perda total ou pacial
do o6rgdo como, por exemplo pds cistectomias por cancer de bexiga, iatrogenias, trauma ou
qualquer situagdo que envolva perdas significativas de tecido vesical.?

J& a ampliagdo vesical tem sido usada principalmente para tratar pacientes com
hiperatividade do detrusor neurogénico secundaria a esclerose multipla, lesdes na medula
espinhal ¢ mielodisplasia.’* Também ¢é uma opgdo de tratamento para pacientes com bexiga
hiperativa idiopatica que falharam nas opcdes de tratamento de terceira linha. O objetivo
principal da cistoplastia de aumento ¢ criar um reservatorio de armazenamento de baixa
pressdo para aumentar a capacidade e a conformidade da bexiga, proteger contra a
deterioragdo do trato superior, melhorar a continéncia urinaria e melhorar a qualidade de vida.
Para isso, muitos tecidos humanos foram utilizados, incluindo peritonio, omento, enxertos
seromusculares reversos do intestino, dura humana liofilizada, pele, bexiga preservada,
pericardio e placenta. *'32 Também foram utilizados materiais sintéticos, incluindo esponja de
gelatina, Teflon, esponja de polivinil, papel revestido com resina, membrana de poli-amino,
membrana de colageno / galactina e Silastic. Essas fontes alternativas de aumento ndo sao
comumente usadas devido as suas altas taxas de complicagdes, incluindo formagdo Ossea
metaplésica, infecgdes recorrentes do trato urinario (ITU), formagdo de calculos, contraturas

vesicais e fibrose. 3334
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6 .Conclusao

Conclui-se que as duas formas de arcabougo de veia cava de coelho descelularizada
foram capazes de manter a integridade da bexiga urinaria no perido de 21 dias. Entretanto,
observou-se que o grupo que recebeu CTM autdlogas apresentou uma aparente melhora do
desenvolvimento do processo regenerativo, observado pela maturidade do povoamento da
mucosa e submucosa por fibroblastos. A reepitelizagdo urotelial foi aparentemente superior
no grupo CTM autdloga, mas através da andlise por escore, ndo foi possivel obter diferenca
estatistica. Novas avaliagdes dos resultados obtidos serdo procedidas para aumentarmos a

acuracia de futuras conclusdes.

7 . Perspectivas

Novos estudos com esse modelo de arcabouco podem trazer beneficios futuros para o
tratamento de pacientes com necessidade de ampliagdo vesical que hoje sdo submetidos a
procedimentos que envolvem a necessidade de substituicdo por tecidos alternativos como
intestinal e que apresentam inimeras complicagdes tanto na bexiga que recebe o tecido quanto
nos 6rgaos doadores. Algumas das complica¢des desse procedimento sdo fistulas (urinarias
e/ou intestinais), produgdo excessiva de muco na urina, infec¢des do trato urinario, disfungdes
miccionais devido a falta de capacidade de contragdo do enxerto e disturbios hidroeletroliticos

pela alteragdo de absorcao do tecido do enxerto em contato com a urina.
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