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ROSSETTO, V.JV. Submucosa intestinal suina acelular e semeada com céulas
muscular es lisas homélogas na reparacdo tecidual da bexiga de caes. Botucatu/SP,
2012, 159p. Dissertac@o (Mestrado em Cirurgia Veterin&ria) — Faculdade de Medicina

Veterindria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista “ Julio de Mesquita Filho”.

RESUMO

As indicagdes para a cirurgia reparadora da bexiga abrangem traumas graves com perda
tecidual extensa, neoplasias, cistites intersticiais, disfuncbes neuroldgicas e
anormalidades congénitas. Devido a inimeras complicagfes associadas as técnicas de
cistoplastia com o0 emprego de segmentos gastrointestinais, o presente estudo teve como
objetivo analisar comparativamente a reparacéo anatdmica da bexiga de cées utilizando-
se a submucosa intestinal suina (SIS) acelular e semeada com células musculares lisas
homdlogas (CMLH), bem como avaliar as possiveis complicacdes e efeitos colaterais
inerentes a cada um dos tipos de enxerto empregados. Para tal foram utilizados 10 cées
adultos, fémeas, subdivididos em dois grupos, sendo: Grupo Controle (GC), constituido
por cinco animais submetidos a cistoplastiacom SIS; e Grupo Tratado (GT), constituido
por cinco animais submetidos a cistoplastia com SIS semeada com CMLH. As células
foram obtidas a partir de fragmentos de espessura completa, provenientes de bexigas de
cdes que vieram a o6hito por motivos ndo infecciosos ou neoplasicos, cultivadas e
expandidas in vitro. Em todos os grupos foi criado um defeito de 3 cm x 2 cm,
preservando-se a regido do trigono vesical, o qual foi reparado pelos respectivos
implantes. Os caes de ambos 0s grupos foram submetidos a bidpsia cirdrgica com 60
dias de pos-operatério, sendo essas obtidas da area central do tecido neoformado e da

adjacéncia entre o mesmo e a bexiga original. Apds a implantacdo dos enxertos, os
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animais foram avaliados por meio de exames clinico, ultrassonogréfico abdominal e
laboratoriais. Todas as amostras foram destinadas a avaiagdo histoldgica pelas
coloragdes de H/E e Tricromio de Masson, analisadas com um fotomicroscopio Nikon
conectado ao sistema de andlise de imagem Imagel. N&o foram verificadas alteracbes
clinicas, laboratoriais €/ou histopatol 6gicas compativeis com rejeicdo em nenhum dos
grupos avaliados. Adicionamente, a SIS semeada com as células musculares lisas
homélogas promoveu processo de reparacdo tecidual com maior porcentagem de fibras
musculares lisas e arquitetura histol gica tipica na regido da cistoplastia.

Palavr as-chave: bioengenharia de tecidos; reconstrucéo tecidual; SIS; terapia celular.
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ROSSETTO, V.JV. Acdlular swine intestinal submucosa and seeded with
homologous smooth muscle cells in tecidual repairing of the bladder of dogs.
Botucatu/SP, 2012, 159p. Dissertacdo (Master in Veterinary Surgery) — School of

Veterinary Medicine and Animal Science, Univ Estadua Paulista “Jilio de Mesquita

Filho™.

ABSTRACT

The indications for bladder surgical repair includes severe trauma with extensive tissue
loss, neoplasms, interstitial cystitis, neurological disfunctions and congenital
abnormalities. The reconstruction of the bladder has been traditionaly performed by
transposition of autologous segments of the stomach or intestine. However, the
performing of cystoplasty using gastrointestinal segments may result in numerous
complications such as infection, urolithiasis and retraction of the graft. Due to these
complications, the present study had as aim to comparatively anayze the anatomic
repair of the bladder of dogs using the swine intestinal submucosa (SIS) acellular and
seeded with homologous smooth muscle cells (HSMC), as well as assess the possible
side effects and complications of each type of graft used. For such purpose, 10 adult
female dogs were used and divided in two groups: Control Group (CG), constituted of
five animals submitted to cystoplasty with SIS; and Treated Group (TG), constituted of
five animals submitted to cystoplasty with SIS seeded with HSMC. The cells were
obtained from full thickness fragments deriving from bladders of dogs that came to
death, for non infectious nor neoplastic, cultivated and expanded in vitro. In al the
groups it was created a defect of 3 cm x 2 cm, preserving the bladder trigone region,

which was repaired later by the respective implants. The dogs of both groups had been
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submitted to a surgical biopsy 60 days after surgery, being these obtained from the
central area of the newly formed tissue and from the adjacent area between the bladder
and the original tissue. After the implantation of the grafts, the animals were frequently
assessed by clinical and laboratorial examination, and abdominal ultrasound. All
samples went through histological evaluation by H/E and Masson’s Trichrome staining
method, analyzed with a Nikon Photomicroscope connected to the Imagel image
anaysis system. There were no clinical, laboratory and/or histopathologycal
abnormalities consistent with rejection in both assessed groups. Additionally, SIS
seeded with homologous smooth muscle cells promoted repair tissue process with
highest percentage of smooth muscle fibers and typical histological architecture in the
region of cystoplasty.

Key-words: bioengineered tissue; cell therapy; SIS; tissue reconstruction.
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1. INTRODUCAO

As indicacOes para a cirurgia reparadora da bexiga abrangem desde lesdes
mecéanicas a exemplo de traumas graves com perda tecidual extensa, até processos
neoplésicos, cistites intersticiais recorrentes, pseudotumores inflamatérios, disfuncdes
neurol égicas e anormalidades genitourinarias congénitas (O’ SULLIVAN e BARRETT,
1993; ATALA, 2000; KROPP e CHENG, 2000; DANIELSSON et al., 2006; KOH et
al., 2008).

Em todas essas situactes, a reconstrucéo da bexiga apos cistectomia parcial tem
sido tradicionamente desempenhada por meio de transposicéo de segmentos autdlogos
de estdmago ou intestino. Entretanto, segundo a literatura médica, a realizagdo de
cistoplastia com o emprego de segmentos gastrointestinais pode resultar em inUmeras
complicacdes, como infeccdo, urolitiase e retracdo do enxerto (GITLIN et al., 1999,
KROPP e CHENG, 2000; DANIELSSON et al., 2006). Devido a essas complicagoes,
muitos tipos de enxerto tém sido utilizados na reparacéo tecidual da bexiga, aloplasticos
ou biodegradaveis, com ou sem a implantagdo de células. Entre os diferentes materiais
empregados, a submucosa intestinal suina (SIS) constitui 0 mais amplamente
investigado e destaca-se pela sua capacidade de regeneracdo da bexiga e outros tecidos
do trato urinério (YIANG e GUOMIN, 2008).

A neobexiga formada a partir da SIS é macroscopi camente similar a uma bexiga
normal, porém difere histologicamente quanto a organizacdo e quantidade das fibras
musculares lisas, presentes de maneira desorganizada e em menor nimero (KROPP et
a., 1996). Uma alternativa para minimizar tal ocorréncia e reparar mais fielmente a
anatomia da bexiga é aimplantagdo de células associada a bioengenharia tecidual.

As diferentes fontes celulares utilizadas na engenharia de tecidos possuem suas
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vantagens e inconvenientes. Embora as células autdlogas — obtidas do préprio individuo
— constituam a primeira op¢do, a quantidade de células que se consegue obter é
geralmente muito limitada, em especial se a idade do paciente for avan¢ada ou incorrer
a riscos para sua vida (ALVEZ et a., 2009). Segundo Yinan e Guomin (2008), a
utilizacgo de células autdlogas também ndo € aplicavel em pacientes com cancer, uma
vez que estd associada a um elevado risco de recorréncia tumoral devido a coleta e
cultura de células neoplasicas. Uma alternativa seria 0 uso de células homdlogas,
obtidas a partir de cadaveres, por exemplo.

De acordo com os autores supracitados, as células homdlogas possuem as
mesmas caracteristicas das células autdlogas, incluindo a sua capacidade de se auto-
replicarem. Essas células podem ser propagadas e expandidas in vitro para a produgdo
de bancos celulares, onde sdo preservadas recorrendo-se as técnicas de criopreservagdo
(ALVEZ et a., 2009). Adicionalmente, quando expandidas in vitro, as células
homaologas possuem potencial imunogénico bastante reduzido e podem ser utilizadas
com seguranca no reparo de lesdes em diferentes tipos de tecido (WAKITANI et al.,
2008).

Ainda nesse contexto, é reduzido o nimero de trabalhos clinicos que empregam
recursos de bioengenharia de tecidos e terapia celular no cdo, 0 que ressdta a

necessidade de mai ores estudos também nessa espécie.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo analisar comparativamente a reparacéo
anatdbmica da bexiga de cdes utilizando-se a SIS acelular e semeada com células
musculares lisas homologas, bem como avaiar as possiveis complicagbes locais e
sistémicas, inerentes a cada um dos tipos de enxerto empregados.

Adicionalmente, pretende-se avaliar o método de cultivo celular e a semeadura

das células sobrea SIS.
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3.REVISAO DA LITERATURA

3.1. Embriologia dabexiga

A porcdo caudal do intestino posterior embrionario forma a cloaca que serve de
reservatério comum aos tratos digestivo e urinério. A partir dessa porcdo do intestino
desenvolve-se o aantéide, diverticulo que atravessa o orificio umbilical e estabelece
continuidade com o celoma extraembrionério, participando da formacdo da placenta nos
mamiferos domeésticos e cuja funcdo é o armazenamento de excretas (MOORE e
PERSAUD, 2000; NODEN e DE LAHUNTA, 2001).

O angulo de unido entre o aantdide e o intestino posterior, constituido pelo
endoderma do intestino e 0 mesoderma esplancnico que o reveste, cresce no sentido
caudal formando o septo urorretal (NODEN e DE LAHUNTA, 2001). Esse, por sua
vez, com a progressdo do desenvolvimento embrionério, divide a cloaca em duas
camaras. a dorsal que origina o reto e parte do cana anal; e a ventral que se comunica
com o alantGide e origina 0 seio urogenital (MOORE e PERSAUD, 2000; NODEN e
DE LAHUNTA, 2001; AGUT et al., 2002; MAUCH e ALBERTINE, 2002).

O seio urogenital € continuo cranialmente com a porgdo intrabdomina do
alantdide que se dilata para formar a bexiga. A essa por¢cdo d&se o nome de parte
vesical do seio urogenital. As demais porgdes do aantéide se estendem do vértice da
bexiga ao orificio umbilical e originam posteriormente o Uraco. Ja a parte média do seio
urogenital se desenvolve para formar o colo da bexiga (NODEN e DE LAHUNTA,
2001).

O epitélio da bexiga deriva do endoderma que reveste a parte vesical do seio
urogenital, enquanto que as outras camadas de sua parede sdo originadas do mesoderma

esplancnico adjacente e exterior ao seio. Com 0 desenvolvimento da bexiga, contudo,
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outras estruturas s30 incorporadas & parede. E o caso das porcdes distais dos ductos
mesonéfricos que contribuem para a formagdo do trigono da bexiga (MOORE e

PERSAUD, 2000; NODEN e DE LAHUNTA, 2001; AGUT et a., 2002).

3.2.  Anatomiacirurgica dabexiga

A bexiga € um 0Orgdo muscular oco, cujas fungdes sdo armazenar
temporariamente e eliminar a urina produzida nos rins. Sua localizacdo depende do
volume de urina presente, sendo habitual mente encontrada no interior do canal pélvico,
e quando distendida deslocada cranial e ventramente para o abdome caudal. Sua
posicdo € frouxamente mantida por ligamentos laterais bilaterais e pelo ligamento
ventral médio que conecta a bexiga a sinfise pubica e linha alba (WALDRON, 2003;
FOSSUM et d., 2008).

A bexiga pode ser dividida em trés porgdes, denominadas dpice (por¢do cranial),
colo (por¢do entre o corpo da bexiga e a uretra proximal) e corpo (por¢do média). A
regido onde os ureteres desembocam € denominada trigono vesical e localiza-se sobre a
superficie dorsal do colo. Essa regido possui formato triangular e seus veértices
compreendem os dois 6stios ureterais e o orificio uretral (WALDRON, 2003; FOSSUM
et al., 2008).

A superficie dorsal da bexiga faz relacdo com o intestino delgado e cdlon
descendente. Além disso, nas fémeas a bexiga relaciona-se dorsalmente com o corpo
uterino. Ja nos machos, a relagcdo dorsal ocorre com os ductos deferentes que avancam
em sentido cranio-caudal (WALDRON, 2003).

A tdnica muscular da bexiga € ma definida e formada por uma camada

longitudinal interna e uma circular externa de fibras musculares lisas em toda a sua



27

extensdo. A partir da porcdo inferior dos ureteres ha também uma camada longitudinal
externa que associada as demais camadas origina o esfincter interno da uretra. Ao
conjunto destas camadas musculares denomina-se musculo detrusor da bexiga
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

O suprimento sanguineo da bexiga € feito a partir das artérias vesicais caudal e
cranial, ramos respectivamente das artérias urogenital e umbilica (FOSSUM et al.,
2008). O sangue venoso € drenado para as veias pudendas internas, enquanto que os
vasos linfaticos drenam para os linfonodos hipogéstricos, sublombares e iliacos
(WALDRON, 2003).

A inervacao da bexiga é complexa e realizada pel os nervos pélvico, hipogéstrico
e pudendo. O nervo pélvico origina-se nos segmentos sacrais S1-S3 da medula espinhal
e € responsdvel pela inervacdo parassimpatica da bexiga Seu estimulo induz a
contracdo do musculo detrusor da bexiga e consequentemente a eliminagdo de urina. O
nervo hipogastrico origina-se nos segmentos medulares lombares L1-L4 em ces e L2-
L5 em gatos e é responsavel pela inervacdo simpatica da bexiga, bem como da
musculatura lisa do esfincter uretral interno. Seu estimulo resulta no relaxamento do
musculo detrusor e na contratura do esfincter uretral interno, ocasionando o enchimento
da bexiga por urina. Ja 0 nervo pudendo origina-se entre 0s segmentos sacrais S1-S3 e
fornece inervagdo somética a0 musculo estriado do esfincter uretral externo (DEWEY,

2006; TUDURY et d., 2006).

3.3. Principiosda cirurgiareconstrutiva da bexiga

A cistotomia (incisdo da bexiga que permite acesso ao seu lUumen) e cistectomia

(remoc&o de uma porcéo da bexiga) consistem nas principals cirurgias envolvendo a
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bexiga de pegquenos animais e destinam-se ao tratamento de diversas afecgdes vesicais.
Apbs a sua realizagdo, a cicatrizacdo tecidual ocorre em aproximadamente 14 a 21 dias
por meio da combinacdo de processos de regeneracdo epitelial, sintese e remodelagem
do tecido cicatricial, hipertrofia e proliferacdo da musculaturalisa, e distencdo do tecido
remanescente (WALDRON, 2003; FOSSUM et al., 2008).

Segundo estudos, o aongamento do tecido remanescente ocorre em alguns
meses desde que excisada a parede da bexiga em até 75% da sua extensdo e preservados
0 trigono e uretra proximal (SAITO et a., 1996; WALDRON, 2003). Nas situagdes em
que a é&rea total removida sga superior a esse vaor, contudo, deve-se recorrer a
reconstrucdo tecidual da bexiga a fim de garantir a complacéncia vesica
(O'SULLIVAN e BARRETT, 1993; ATALA, 2000; DANIELSSON et al., 2006).

No que compreende a cirurgia reconstrutiva vesical, o material considerado
ideal, definido por Andretto et a. (1981), deve atender aos seguintes requisitos. ser
biodegradével e absorvido; ndo predispor a formagdo de urdlitos ou infec¢do urindria;
oferecer resisténcia e impermeabilidade; possuir neutralidade imunoldgica; ndo induzir
ou promover uma neoplasia; ndo alterar a fisiologia dos 6rgdos adjacentes; manter a
capacidade volumétrica e contratilidade vesical; e ndo induzir metaplasia ssea.

Adicionamente, o material ideal ndo deve resultar em processo inflamatério
exacerbado ou desenvolver resposta do tipo corpo estranho, deve permitir o rapido
crescimento do seu epitélio de revestimento e ndo alterar o equilibrio eletrolitico em
virtude da absor¢do inadequada de ions de ambnia e cloreto em suspensdo na urina
(GITLIN, 1999; KROPP e CHENG, 2000; ROCHA e WHANG, 2004).

Desse modo, a reparagdo de tecidos lesionados ou funcionamente aterados
pode ser redlizada utilizando-se enxertos sintéticos ou biologicos, sendo esses

provenientes de tecidos autélogos, homaologos ou heterdlogos. Os tecidos autélogos sao
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oriundos do mesmo individuo e podem ser obtidos a partir da pele, segmentos do trato
gastrointestinal, mucosa de diversas regifes anatdbmicas, entre outros. Ja os tecidos
homdlogos sdo obtidos de um doador vivo ou cadavérico imediatamente ao Obito,
geneticamente ndo idéntico, mas da mesma espécie do receptor. Por fim, os tecidos
heter6logos sdo agqueles obtidos de outras espécies, como o pericardio bovino ou
equino, a serosa ou submucosa intestinal suina e outras matrizes acelulares, empregados
experimentalmente na reconstrucéo tecidual em humanos e caes (ATALA, 2000;
TEIXEIRA et a., 2007).

A fundamentacdo para 0 uso desses tecidos, segja qual for sua origem, estd na
elevada capacidade proliferativa das células que os compdem naturalmente e no fato de
poderem ser utilizados como arcabougo para a adesdo e transplantagdo de diversos
outros tipos celulares. Segundo Atala (2000), o emprego de células, selecionadas e
transplantadas em diferentes biomateriais, permite a substituicdo parcial ou total de
0rgaos lesionados ou degenerados.

Independentemente do material escolhido, 0s enxertos para a reconstrucéo
parcial da bexiga necessitam ser fixados ao tecido remanescente. Assim como nas
cirurgias convencionais de bexiga, a sutura deve ser realizada empregando-se fios
monofilamentares absorviveis sintéticos com agulha atraumatica, como polidioxanona,
poligliconato ou poliglactina 910, dentre outros. Fios ndo absorviveis em contato com o
|imen vesical podem atuar como ninho paraformacéo de urdlitos (WALDRON, 2003).

Os padroes de sutura para oclusdo da bexiga podem ser invertidos ou
aposicionais, sendo esses preferidos em bexigas pequenas ou cuja parede esteja
significativamente espessada. A sutura pode ainda ser Unica ou dupla, deve envolver a
submucosa a fim de garantir maior estabilidade e evitar, sempre que possivel, a

incorporacéo da mucosa (WALDRON, 2003; FOSSUM et al., 2008).
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3.4. Indicacdesdecirurgiareconstrutiva da bexiga

As indicacBes para a cirurgia reparadora da bexiga sdo inimeras e abrangem
ruptura com laceracdo tecidual grave, neoplasias, cistites intersticiais cronicas,
disfuncbes neuroldgicas e anormalidades genitourinarias congénitas (O’ SULLIVAN e
BARRETT, 1993; ATALA, 2000; KROPP e CHENG, 2000; DANIELSSON et d.,
2006; KOH et al., 2008).

A ruptura com laceracéo tecidual grave da parede vesical normalmente decorre
de traumatismos abdominais fisicos contusos ou penetrantes, dentre os quais, S0
especia mente comuns os acidentes envolvendo veiculos automotores. A alta ocorréncia
de lesbes extensas envolvendo a bexiga nesses casos deve-se ainda pela presenca
concomitante de lesdes ortopédicas, como fraturas pélvicas cujos fragmentos 0sseos
estejam voltados para o interior do canal pélvico (WALDRON, 2003). Segundo Fighera
et a. (2008) em estudo retrospectivo, avaliando 155 cées atropelados, 16 (10,3%)
animais apresentavam ruptura de érgaos ocos, sendo a bexiga 0 mais acometido.

Nas situacbes em que o grau de laceragdo e/ou contusdo dos tecidos for
excessivo e suspeitando-se de sua viabilidade, é recomendada técnica de reforco da
sutura com retalho de serosa de segmento intestinal adjacente ou, a depender da
gravidade, outras técnicas reconstrutivas mais avancadas (WALDRON, 2003).

Em relagdo as neoplasias de bexiga, diversos autores afirmam gue suaincidéncia
em comparacdo as demais localizagbes anatémicas, corresponde a aproximadamente 2%
de todas as neoplasias no cdo. Entretanto, apesar de pouco comum, séo de red
importancia em uma populagdo canina bastante numerosa, agravado sobremaneira

devido ao seu dificil e tardio diagnostico (KNAPP, 2001; HENRY, 2007). Segundo
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Chun (2006), o diagnostico das neoplasias de bexiga, em especial o carcinoma de
célulastransicionais (CCT), torna-se dificil devido ao fato das células neoplésicas serem
muito similares as células transicionais reativas a quaisguer oOutros processos
inflamatérios.

O CCT consiste na neoplasia vesical mais rotineiramente observada em cées,
porém outros tipos de tumores vesicais menos comuns também tém sido descritos,
como o carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma, carcinoma indiferenciado,
papiloma, fibroma, rabdomiossarcoma, pseudotumores inflamatorios e outros tumores
mesenquimais (KNAPP, 2001; ROCHA et al., 2002; CHUN, 2006; MADARAME et
al., 2006; FOSSUM et al., 2008).

No que diz respeito a resseccdo de tumores envolvendo grandes extensdes da
parede vesical, atécnica de cistectomiaradical se faz imprescindivel para a obtencéo de
margens livres e melhor progndstico ao paciente (ROSSETTO et al., 2009). Entretanto,
apesar da técnica de cistectomia ser eficiente, a utilizacdo de enxertos é necesséria em
diversas situages para a otimizagao dos resultados (FIGUEIREDO, 2004).

Adicionalmente, a resseccdo de porcdes da bexiga pode ser requerida, embora
em menor frequencia, nos casos de necrose secundéria a cistites graves e cronicas de
etiologia variada. Segundo estudos anteriores, as infecgOes bacterianas ocorrem mais
comumente em cées do que em gatos (NELSON e COUTO, 2010); ja nestes, a etiologia
tende a ser multifatorial e de natureza indeterminada, sendo os termos doenga do trato
urinario inferior dos felinos (DTUIF) e citite idiopética felina, os mais empregados
atuamente (RECHE JR. e HAGIWARA, 2004). De acordo com Wouters et al. (1998),
avaliando 13 gatos com cistite idiopética felina, em quatro animais foi verificado
desnudamento focal ou difuso da mucosa e, em um caso, cistite transmural difusa

crénica.
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Entretanto, tanto nas cistites bacterianas em cdes quanto nas idiopaticas em
gatos, estdo presentes |esdes da parede vesical que podem levar arecidiva ou reinfeccéo
do trato urinario e, mediante auséncia de resposta ao tratamento clinico, podem ser
passiveis de remocdo cirdrgica e reconstrucdo tecidual (O’SULLIVAN e BARRETT,
1993, RECHE JR. e HAGIWARA, 2004; DANIELSSON et a., 2006; NELSON e
COUTO, 2010).

Em relagdo as disfungdes neuroldgicas do trato urinario inferior, a cirurgia
reparadora da bexiga permite melhora na qualidade de vida dos pacientes com atonia do
musculo detrusor secundaria a afeccdes envolvendo o sistema nervoso central, uma vez
que possibilita a manutencdo da complacéncia vesical (KROPP e CHENG, 2000). Além
disso, a atonia do musculo detrusor quando ndo tratada acarreta em incontinéncia
urinéria, infeccdo recorrente do trato urinério e aumento da pressdo intravesical,
podendo levar a deterioracdo rena (LEES, 2004; LORENZ e KORNEGAY, 2006). As
principais afecgbes centrais que cursam com distirbios miccionais incluem a
mielodisplasia e lesdes da medula espinhal (KROPP e CHENG, 2000).

As anormalidades congénitas quando ndo diagnosticadas e adequadamente
tratadas também podem resultar em infeccdo e outras lesbes do trato urin&rio,
necessitando de reparo cirdrgico e, em casos mais graves, reconstrucdo tecidual
(DANIELSSON et al., 2006).

Entre as principais anormalidades congénitas envolvendo a bexiga incluem-se
persisténcia do Uraco e extrofia da bexiga. A primeira consiste na manutencdo de um
conduto embrionario, resultando em um cisto, seio ou diverticulo da parede vesica
(WALDRON, 2003). JA a segunda trata-se de uma méformacdo da linha média
abdominal e parede ventral da bexiga, ocasionando a eversdo desta através de defeito

abdominal ventral, escoamento de urina e queimaduras (ADER e HOBSON, 1978). Em
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ambas as situacdes, e mais impreterivelmente na extrofia da bexiga, faz-se necessaria a
reconstrucdo ou substituicdo da parede vesical (ADER e HOBSON, 1978;

DANIELSSON et a., 2006).

3.5. Principaistécnicasde cirurgiareconstrutiva da bexiga

3.5.1. Enterocistoplastia e gastrocistoplastia

A reconstrucéo da bexiga tem sido historicamente realizada desde os primeiros
estudos conduzidos por Tizzoni e Foggi (1888) (caput THUROFF et al., 1986), os quais
substituiram a bexiga de caes, ap0s cistectomia parcial, por segmento ileal interposto
entre as porc¢des remanescentes (O’ SULLIVAN e BARRETT, 1993; SCHAUFFERT et
a., 1999; GRECA et d., 2004; RIGAUD e LE NORMAND, 2004).

A partir de entdo, as técnicas mais amplamente difundidas consistem na
gastrocistoplastia e enterocistoplastia, e caracterizam-se respectivamente pela obtencéo
de segmentos pediculados da curvatura maior do estdmago e de diferentes porcoes do
intestino, sendo o ileo e 0 célon os mais empregados (SCHWARZ et al, 1991; LIMA et
al., 1995; UENO et al., 2001).

Quanto a gastrocistoplastia, Piser et al. (1987) descrevem a resseccdo de um
segmento de antro e fundo estomaca em forma de cunha, com base na curvatura maior
e dpice, proximo a curvatura menor, preservando-se o pediculo vascular formado pela
artéria gastroepipldica, a fim de reconstruir parte da parede vesical previamente
resseccionada.

Ja a enterocistoplastia consiste na utilizacdo de um segmento intestinal com
aporte vascular intacto e incisado em sua borda antimesentérica (SCHWARZ et al.,

1991). A mucosa intestinal do segmento obtido pode ser opcionalmente erodida com o
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auxilio de uma tesoura de Metzembaum ou I&mina de bisturi, sendo sua resseccéo,
contudo, recomendavel por resultar numa melhor e mais répida epitelizacdo do enxerto
(SCHWARZ et a., 1991; ABILIO et a., 2003). Subseguentemente, 0 segmento
intestinal pediculado é suturado a por¢do remanescente do tecido original, assumindo a
configuragdo de uma “bolsa’ como reservatério (SCHWARZ et al., 1991). Nos casos
em que se faz necess&rio, pode-se ainda redizar a reconstrucdo do Ostio ureteral
(SCHWARZ et al., 1991; KRISTJARSON et a., 1996).

As principais vantagens que motivaram 0 uso corrente de segmentos do
estdmago ou intestino abrangem sua disponibilidade e o reconhecimento bioldgico.
Entretanto, segundo a literatura, esses procedimentos podem resultar em inUmeras
complicagOes, sendo as principais. infeccdo; obstrucdo intestinal; anormalidades
eletroliticas, perfuracdo; producdo de muco; e carcinogénese (GITLIN et al., 1999,
KROPP e CHENG, 2000; DANIELSSON et al., 2006).

As complicagOes resultantes de contaminagao bacteriana séo os maiores desafios
nas cirurgias reconstrutivas com utilizagdo de segmentos intestinais em humanos.
Segundo Messetti et a. (2011), complicagbes infecciosas provenientes de
contaminagdo fecal ocorrem em 18% a 20% dos casos. Quanto a carcinogénese, Gitlin
et a. (1999) verificaram ateragdes histologicas que poderiam contribuir para o seu
desenvolvimento, como metaplasia glandular e crescimento exagerado de um epitélio
transicional hiperplésico nas juncdes entero e gastrovesicais.

Associada a essas potenciais complicagdes, a enterocistoplastia ndo permite o
completo esvaziamento vesical por micgdo normal e demanda tempo cirdrgico
significativo (O'SULLIVAN e BARRETT, 1993; KWON et al., 2008). Ja o emprego
de segmentos do estbmago esta relacionado com o desenvolvimento de anemia

ferropriva ou megaloblastica, hipoproteinemia, sindrome do estdmago curto,
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esteatorréia e vomitos incoerciveis (GRECA et a., 2004).

3.5.2. Cistoplastia com materiais sintéticos

Muitos sd0 0s materiais sintéticos utilizados na reparacdo de defeitos vesicais
apos cistectomia ou com o intuito de aumentar a complacéncia vesical em bexigas
retraidas, sendo classificados, de acordo com a sua capacidade de degradacdo e
substituicdo por tecido original, em ndo degradaveis ou inabsorviveis, como polivinil,
silicone, politetrafluoroetileno (Tefon) e poliester (Dacron), e degradaveis ou
absorviveis, como poliglactina e gelatina (O’ SULLIVAN e BARRETT, 1993; YOO et
al., 1998; ATALA, 2000; CUNHA JUNIOR, 2006; DANIELSSON et al., 2006).

Apesar da ampla disponibilidade dos materiais sintéticos, esses e principa mente
0s ndo degradaveis, estdo relacionados com a ocorréncia de inimeras complicacoes,
incluindo disturbios metabdlicos, perfuragdo ou extrusdo do enxerto, infeccdo, producdo
excessiva de muco e formagdo de urdlitos (ASHKAR e HELLER, 1967; O’ SULLIVAN
e BARRETT, 1993; DANIELSSON et al., 2006).

Segundo O’'Sullivan e Barrett (1993), as complicagdes verificadas com a
utilizag@o de enxertos sintéticos ndo degradaveis devem-se ao fato desses materiais ndo
possibilitarem a completa reepitelizacdo da bexiga, o que predispde a incrustagdo por
sais dissolvidos na urina e infeccdo de dificil erradicacdo. Rohrmann et a. (1996)
avaliando reservatorios de silicone na substituicéo da bexiga em cinco ovinos, referem a
ocorréncia de infeccdo em trés animais (60%). O tempo médio de sobrevida, entretanto,
foi de 348 dias e os autores ndo verificaram a presenca de incrustagdo nos componentes
prostéticos utilizados.

Em relagdo a extrusdo do material sintético, Ashkar e Heller (1967), utilizando

enxerto de silicone, referem manutenc&o do posicionamento do mesmo até a ocorréncia
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de infeccdo, quando entdo o material foi deslocado para o limen vesical. Segundo
O’ Sullivan e Barrett (1993), a extrusdo do material também € passivel de ocorrer com
enxertos de politetrafluoroetileno e poliéster, e resultaria do crescimento da mucosa
abaixo do enxerto implantado.

As complicacdes supramencionadas, contudo, s&o menos usua mente verificadas
com a utilizag@o dos materiais sintéticos degradaveis, visto esses serem reabsorvidos ou
incorporados como arcabouco durante 0 processo de reparacao tecidual (O’ SULLIVAN
e BARRETT, 1993; BADYLACK, 2002; KIM et al., 2008). Segundo Know et al.
(2008), avaliando oito cées submetidos a cistectomia parcial seguida por reparacéo da
bexiga utilizando enxerto de poliglactina acelular e associado a células uroteliais e
musculares autélogas, verificaram a histologia, em ambos os grupos, morfologia
préxima ao normal apds seis meses da cirurgia. Além disso, ndo foram observadas
complicagdes sistémicas durante todo o periodo de avaliagéo.

JaYoussef et al. (1988), utilizando enxerto de poliglactina apés cistectomia em
ratos, verificaram boa reparacdo da parede vesical associada a ocorréncia de urolitiase
secundéria a infecgdo urin&ria em trés (15%) dos 20 animais avaliados. Monsour et al.
(1987), em estudo similar avaliando a reparagcdo da bexiga de ratos com enxerto de
poliglactina, verificam como principal complicagdo a substituicdo do enxerto de
poliglactina por tecido cicatricial.

De acordo com O’ Sullivan e Barrett (1993) e mais recentemente Zhang et al.
(2006), a diminuicdo da capacidade contrétil da bexiga secundéria a deposi¢do de um
tecido cicatricial e, consequente contratura do enxerto, seria uma das principais
complicagbes atribuidas a0 emprego dos materiais sintéticos degradavels

(O'SULLIVAN e BARRETT, 1993; ZHANG et a., 2006).
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3.5.3. Cistoplastia com materiais naturais

Os materiais naturais tém sido amplamente utilizados tanto em estudos
experimentais quanto em pacientes com aguma disfuncdo gastrointestina que
inviabilize as técnicas de gastro ou enterocistoplastia (BADY LAK, 2004; MOON et d.,
2010). Dentre os diferentes materiais naturais utilizados na reconstrugdo da bexiga
podem-se citar 0 emprego de membranas placentarias e de pericardio equino ou bovino
(ANDRETTO et d., 1981; FISHMAN et a., 1987). Segundo Moon et a. (2010), a
utilizacdo desses seria indicada por ndo apresentarem as complicacbes descritas
previamente com 0 uso dos segmentos gastrointestinais e atuarem como suporte para a
adesd0, migracéo e proliferacéo celular.

Andretto et a. (1981), utilizando fragmentos de pericardio equino com
dimensdes de 6 cm x 4 cm na reparagao de bexiga de 22 caes, verificaram completo
revestimento epitelial do enxerto apds aproximadamente 120 dias, e auséncia de
complicagdes clinicas, como urolitiase ou inflamagdo. O exame do sedimento urin&rio
ndo apresentou alteragdes importantes e a urografia excretora permitiu visibilizar boa
integridade anatdbmica com a porcéo vesical remanescente. Resultados semelhantes
também foram observados por Kambic et al. (1992), avaliando 10 cées apds 2,5 anos da
realizac8o de cistoplastia com enxerto pericardico. De acordo com os estudos, 0 exame
histol égico revelou completa reepitelizagdo da superficie do enxerto sem a presenca de
irregularidades nas linhas de sutura. Entretanto, foi verificada auséncia da camada
muscular no apice da bexiga, mas que ndo interferiu negativamente na avaliagdo
urodinamica.

Apesar de ndo verificada nos estudos supracitados, Kropp e Cheng (2000),
contudo, relatam que a exposi¢cdo crénica desses biomateriais a urina poderia levar a

formac&o de cicatrizes na parede vesical e, em consequencia disso sua utilizagéo clinica
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seria limitada. Com a finalidade de identificar um material biodegradavel com menor
potencial reativo, outros estudos foram conduzidos utilizando matrizes extracelulares a
base de colageno (KROPP et d., 1996; KROPP e CHENG, 2000).

As matrizes extracelulares tém sido utilizadas para a reconstrucéo de diversos
tecidos e 6rgdos, sendo empregadas em cirurgia uroldgica desde a década de 1990
(DAVIS et a., 2010). Tais matrizes sd0 provenientes de tecidos animais,
confeccionadas por meio de tratamentos fisico, quimico e/ou enzimético que visam
romper as membranas extracelulares e extrair as membranas celulares internas
remanescentes (GILBERT et al., 2006; DAVIS et al., 2010). O resultado desse processo
de descelularizacéo é a formacdo de uma rede ultraestrutural de fibras colagenas que,
assim como 0s materials organicos descritos acima, atuam como substrato para a adesdo
e proliferacdo celulares, porém de limitado potencial antigénico, uma vez que ndo
possuem células em sua constituicdo (GILBERT et al., 2006).

O crescimento e a diferenciagéo celulares sdo ainda subsidiados pela presenca de
diversas outras proteinas estruturais entremeadas as fibras de colégeno, além de fatores
de crescimento, citocinas e glicoproteinas resistentes ao processo de descelularizagdo
(VOYTIK-HARBIN et a., 1996; KROPP e CHENG, 2000; YAMADA et a., 2003;
GRECA et a., 2004; DAVISet a., 2010).

A obtencdo de um substrato que favorecesse a adesdo e proliferagéo celulares
aliada ao limitado potencial antigénico das matrizes extracelulares propiciaram diversos
estudos no ambito da cirurgia urolégica envolvendo a utilizagdo principalmente da
submucosa intestinal suina (SIS) (KROPP e CHENG, 2000). A SIS é uma matriz
extracelular elaborada por meio da remogdo mecanica das camadas mucosa, serosa e
muscular do intestino delgado de suinos, seguida de descelularizagdo por tratamentos

diversos (KROPP et a., 1996; KROPP e CHENG, 2000).
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Kropp et a. (1996), avaliando 19 cées ap06s 15 meses da cistectomia de 35-45%
da bexiga e cistoplastia imediata com SIS, ndo verificaram a ocorréncia de rejei¢céo ou
quaisquer outras complicagdes locais e sistémicas. Greca et a. (2004), em estudo
avaliando a SIS como alternativa para 0 aumento da capacidade vesical em oito caes
também ndo observaran a ocorréncia de seroma, hematoma, abscesso, fistula,
deiscéncia, aderéncias e litiase. Adicionamente, segundo ambos os estudos, a SIS
permitiu a proliferacdo do urotélio e tecidos conjuntivo e vascular sobre o enxerto
mesmo ja aos 30 dias de pds-operatério. Kropp et a. (1996), descrevem ainda apds o
mesmo periodo, a ocorréncia das trés camadas histol gicas (mucosa, muscular e serosa),
porém, com perdas da organizacdo e arquitetura normal da camada muscular em
algumas regioes.

Dentre as demais matrizes extracelulares utilizadas na reparacéo vesical podem-
se citar as derivadas de tecidos como derme e bexiga, hormalmente de origem suina,
sendo a Ultima também denominada BSM (Bladder Submucosal Matrix) (BADYLAK,
2004; KIM et al., 2008; DAVIS et al., 2010). Asssim como a SIS, sdo constituidas
basicamente por colégeno, porém podem diferir quanto aos tipos predominantes. De
acordo com Davis et a. (2010), a SIS é constituida principal mente por colégeno do tipo
I, enquanto que a BSM apresenta proporcionamente maiores quantidades de colageno
dostiposllil, 1V eVI.

Entretanto, apesar das diferencas moleculares, estudos experimentais e clinicos
com as diversas matrizes extracelulares tém apresentado em gera resultados
semelhantes (KIM et al., 2008; DAVIS et a., 2010). Probst et a. (2000), avaliando sete
caes submetidos a cistoplastia com BSM homadloga, verificaram a histologia invasdo de
células uroepiteliais ja aos 30 dias de pds-operatdrio com completa reparacdo das éreas

periféricas aos sete meses. Poucas células inflamatérias mononucleares foram
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verificadas ap6s 30 dias da cirurgia.

Apesar dos resultados promissores, Know et al. (2008), verificaram que os
enxertos acelulares induziram acentuada reacdo do tipo corpo estranho quando
comparados aos implantados com células. Davis et a. (2010), sugerem que a presenca
de resquicios de DNA porcino nas matrizes extracelulares sgjam 0s responsaveis pela
acentuada reacdo inflamatéria. Em concordancia, Badylak (2004) também infere que
agentes foto-oxidantes e quimicos, empregados no processo de descelularizagéo,
possam estar envolvidos e diante da especulagéo, a principal recomendacéo da maioria
dos autores tem sido avaliar a real seguranca desses materiais por meio de estudos
prospectivos longos. A associagdo desses materiais a técnicas de cultivo celular,
abordadas a seguir, constitui outra opgdo para evitar ou minimizar essa e demais

potenciais complicagdes.

3.5.4. Terapiaceular

Visando aprimorar os resultados obtidos com o0 uso de matrizes extracelulares e
outros materiais sintéticos degradaveis, a bioengenharia com base na terapia celular
tornou-se uma alternativa a reparacdo da bexiga (ATALA et a., 2006). O emprego de
células, selecionadas e transplantadas em diferentes materiais, permite a substituicdo
parcia ou total de 6rgaos lesados ou degenerados (ATALA, 2000). No que se refere a
cirurgia urologica, a utilizagdo de células uroepiteliais e musculares lisas possibilitou a
reparagcdo anatdmica e funciona da bexiga (KWON et a., 2008). Da mesma maneira,
Yoo et a. (1995), avaliando a reparagdo uretral por meio do uso de enxertos
biodegradaveis semeados com células uroepiteliais e musculares, constataram que a
transplantagdo das células foi efetiva no retorno afungéo tecidual.

Adicionalmente, 0 uso de células em enxertos previne a formagdo de contraturas
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e a sua reabsorcdo, uma vez que a ocorréncia de processo inflamatério exacerbado,
induzido pelo contato prolongado de urina com o enxerto desnudo, ou sga, sem a
cobertura celular, seria 0 responsavel pela sua reabsorcdo (CHENG et al., 1999;
ATALA, 2000).

As diferentes fontes celulares utilizadas na engenharia de tecidos possuem suas
vantagens e inconvenientes. As células autélogas utilizadas na reparacdo tecidual da
bexiga podem ser obtidas de bidpsias cirlrgicas da bexiga, ureter e pelve rena do
paciente a ser beneficiado com a terapia celular (ATALA, 2000; ZHANG et a., 2008).
Zhang et al. (2008) descrevem ainda a obtencéo de células autdlogas viaveis a partir da
prépria urina. A obtencdo de células autélogas em pacientes com lesdes neoplasicas,
contudo, torna a seguranca do procedimento bastante questionavel (YINAN e
GUOMIN, 2007; ZHANG et a., 2008).

Ja as cdlulas homodlogas podem ser obtidas de tecidos cadavéricos e consistem
em uma aternativa para a reparagdo de tecidos lesados, uma vez que possuem as
mesmas caracteristicas das células autdlogas, incluindo a sua capacidade de se auto-
replicarem (ALVEZ et al., 2009). Segundo Wakitani et al. (2008), as células homdlogas
guando expandidas in vitro possuem também potencial imunogénico reduzido e podem
ser utilizadas com seguranca no reparo de lesdes em diferentes tecidos.

As células podem ainda ser provenientes de outras fontes, como a medula 6ssea
e embrides (ZHANG et a., 2008; XIONG et al., 2009). Nesses casos, as células sdo
pluripotentes e normal mente necessitam ser diferenciadas em condi¢des especificas para
cada tipo celular desgado (ZHANG et al., 2008; KOH et al., 2009; XIONG et a.,
2009).

Para 0 alcance de sucesso utilizando-se células, contudo, faz-se necesséria a

semeadura dessas sobre superficies que contenham propriedades adequadas para adesdo,
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sobrevivéncia, diferenciacdo e interagdo com outras células também transplantadas e do
tecido circunvizinho (ATALA, 2000; CUNHA JUNIOR, 2006). De acordo com a
literatura, as matrizes acelulares originadas de tecidos de mamiferos possuem tais
caracteristicas (ZHANG et a., 2008; EBERL | et al., 2009).

Estudos utilizando a SIS semeada com células uroepiteliais e/ou musculares lisas
na reparacdo da bexiga apresentaram resultados favoraveis ao seu emprego. Segundo
Zhang et a. (2005), avaliando a reparacdo tecidual da bexiga de caes com células
uroepiteliais e musculares versus células da medula 6ssea, semeadas na SIS, verificaram
excelente expansdo do enxerto e manutencdo do formato da bexiga em
aproximadamente 33% (2/6) dos cées submetidos a cistoplastia com enxerto semeado
com células. Paralelamente, os enxertos acelulares apresentaram falhas na organizagéo
das fibras musculares que permaneceram localizadas apenas na transi¢éo entre o enxerto
e o tecido nativo, bem como retracdo moderada do enxerto, urolitiase e a formagédo de
areas de calcificacdo distrofica.

Ja no estudo conduzido por Yoo et a. (1997), avaliando 10 cées da raga beagle,
ndo foram observadas diferencas histopatoldgicas entre as bexigas neoformadas com
enxerto acelular e com células uroepiteliais e musculares. A capacidade vesical, porém
apresentou maior aumento nas bexigas reconstruidas com enxertos semeados com
células.

Nesse contexto, as células musculares sdo importantes para a manutencdo da
integridade estrutural e organizagédo celular do enxerto (ATALA, 2000; EBERLI et al.,
2009). Enxertos que ndo sdo semeados com células musculares apresentam falha de
reepitelizacdo e complicaces, pois apesar do epitélio possuir uma ata capacidade
regenerativa, sdo as células musculares que de alguma maneira ordenam a proliferacéo

celular (ATALA, 2000).



4. MATERIAL E METODO

4.1. Selecdo dos animais e ambiente de experimentacao

Foram utilizados 10 cées, sem raca definida, fémeas, com faixa etaria entre cinco e
nove anos, castradas, peso entre 10 e 22 quilos, procedentes do canil da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Botucatu.

Os animais integraram 0s grupos apés avaliagao clinica, exame coproparasitol égico,
hemograma completo, bioguimica sérica, urina tipo | (urindlise), urina tipo Il (cultura
urinaria) e exame ultrassonografico abdominal. Os exames bioguimicos compreenderam a
mensuracdo da proteina plasméticatotal, albumina, uréia, creatinina e calcio total. Todos os
animais selecionados apresentaram esses exames dentro dos padrdes de normalidade para a
espécie.

Durante a execugdo do experimento, 0s animais permaneceram alojados em baias
coletivas com dois caes cada, sendo alimentados com ragso comercial®, duas vezes a0 diae
&gua ad libitum. Para a execugcdo dos procedimentos cirdrgicos foram utilizadas as
instalacbes do Centro Cirurgico de Pequenos Animais do Departamento de Cirurgia e
Anestesiologia Veterindria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP,
campus de Botucatu.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos experimentais, sendo:

Grupo Controle (GC): cinco animais submetidos a cistoplastia com enxerto de
submucosaintestinal suina.

Grupo Tratado (GT): cinco animais submetidos a cistoplastia com enxerto de

submucosaintestinal suina semeada com células musculares lisas homol ogas.

1 Socil Guyomarc’h Ind. Com. Ltda. — Descalvado, SP.
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4.2. Aspectos éticos

Os procedimentos experimentais desenvolvidos estavam de acordo com o0s
Principios Eticos na Experimentacdo Animal e foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Faculdade de
Medicina Veterinéria e Zootecnia da Universidade Estadua Paulista, campus de Botucatu,

sob parecer n° 104/2009-CEUA.

4.3. Procedimentos cir Ur gicos

4.3.1. Procedimentos pré-operatorios e anestésicos

Todos os cées foram mantidos em jejum alimentar de 12 horas e hidrico de duas
horas anteriormente aos procedimentos operatérios. Imediatamente antes da cirurgia, 0s
animais foram pré-medicados com acepromazinag (0,05 mg/kg) e morfina® (0,5 mg/kg),
administrados conjuntamente pela via intramuscular, além de ceftriaxona® (30 mg/kg) pela
viaintravenosa

A anestesia foi induzida com propofol® (5 mg/kg), administrado a0 efeito pela via
endovenosa, enquanto que sua manutencao realizada com isofluorano® diluido em oxigénio.

Seguida da inducdo anestésica foi realizada lidocaina a 2%’ com vasoconstritor
(0,25 ml/kg), associada a morfina® (0,1 mg/kg), ambas pela via epidural.

Os animais foram entéo posicionados em decubito dorsal, sendo realizadas ampla

tricotomia e antissepsia da regido abdominal com clorexidine degermante® e clorexidine

2 Acepran 0,2%® — Laboratério Ouro Fino

3 Dimorf® — Laboratério Cristdlia Prod. Quim. Farm. Ltda.

4 Ceftriaxona dissddica hemieptaidratada 1g, Nova Farma

5 Propovan® 10 mg/mL, Cristdlia

6 Isofurine 100 mL, Cristdlia

7 Xylestesin® 20mg/mL, Cristdlia

8 Riohex® 2%, Digluconato de Clorexidine com tensoativo, RioQuimica, S. José do Rio Preto-SP
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alcoolica®.

4.3.2. Cistoplastia

Para a cistoplastia foi realizada incisdo retroumbilical de pele, seguida de divulsséo
do subcuténeo e localizagdo da linha aba, a qual foi incisada com auxilio de lamina de
bisturi n° 24.

Apbs acesso a cavidade abdomina e identificacdo da bexiga, foi redizada
cistocentese seguida de cistotomia na face ventral da bexiga para permitir a cateterizacdo de
ambos 0s ureteres e a uretra com cateteres para acesso venoso n° 24 e sonda uretral n° 6 ou
8, respectivamente.

Em seguida, foi redlizada resseccdo de um defeito retangular, de espessura
completa, com aproximadamente 3 cm de comprimento X 4 cm de largura, localizado na
face ventra da bexiga e preservando-se a regido do trigono vesical previamente
identificada.

Para a cistoplastia foi utilizada a SIS acelular e semeada com CMLH,
respectivamente nos animais do GC e GT. Nos cées do GT, a superficie semeada da SIS foi
posicionada na face extraluminal da bexiga. Em ambos os grupos, a SIS foi suturada as
bordas da parede vesical remanescente com fio de poliglactina 910 3-0" em padrdo de
sutura simples interrompido nos vértices do retalho, e padrdo simples continuo entre as
bordas da membrana e abexiga (Figura 1).

N&o foi desempenhada manobra de aproximagéo e/ou fixagcdo do epiplon a bexiga,
procurando inclusive afasta-lo das circunvizinhangas. Para a identificagdo exata do local
destinado a realizagdo das bidpsias, foram colocadas suturas com fio de néilon 3-0' ao

longo da bexiga original e distantes 0,5 cm da linha de transi¢do entre o enxerto e a mesma,

9 Riohex® 2%, Digluconato de Clorexidine alcodlico, RioQuimica, S. José do Rio Preto-SP
10 SurgiSis®, Cook Urological
11 Brasuture Ind. Com. Imp. Exp. Ltda,, S. S. Grama-SP
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abrangendo-se apenas a camada serosa.
Ao término dessa sutura, foi realizada a replecdo da bexiga com solucgdo fisioldgica
estéril a 0,9% para verificar possivels pontos de extravasamento. As suturas da musculatura

abdominal, subcuténeo e pele foram realizadas conforme técnicas de rotina.

4.3.3. Avaliac8o macroscopica e bidpsiavesica
Apbs 60 dias do pos-operatorio, todos os cées foram submetidos a laparotomia
exploratéria para a avaliagdo macroscopica da parede vesical, segundo 0S mesmos
procedimentos cirdrgicos descritos anteriormente.
Nesta foram analisados, subjetivamente, a qualidade da reparacéo interna e externa
da parede vesical, considerando-se:
°  brilho naregi&o reparada, classificado em normal ou opaco;
° continuidade, representada pela integracdo com o tecido adjacente e classificada
em adequada ou inadequada;
° superficie da regido, classificada de acordo com a topografia em plana ou
depressao, e 0 aspecto em lisaou irregular;
°© O tecido neoformado foi ainda avaliado quanto a presenca ou auséncia
macroscopica de porcdes da SIS e/ou urdlitos/incrustracbes em sua superficie

interna

A biopsia de espessura completa da parede vesical foi feita em tira, abrangendo duas
regides distintas: @) regido central da cistoplastia e b) regido de transicéo entre o tecido
neoformado e vesical original adjacente.

A cistorrafia apos biopsia da bexiga foi realizada em padréo simples continuo com

fio de poliglactina 910 3-0%.

12 Technofio, GoianiaGO



4.3.4. Procedimentos pds-operatérios imediatos

Ao final de ambos os procedimentos cirargicos, foram administrados 0,5 mg/kg de
morfina® e 0,2 mg/kg de meloxicam®™, respectivamente pelas vias intramuscular e
intravenosa

Todos os animais foram mantidos com colar Elizabetano até a cicatrizacdo daferida
cirdrgica. Antibioticoterapia profilética foi realizada utilizando-se marbofloxacina™ por via
oral, nadose de 5 mg/kg, a cada 24 horas, durante sete dias.

Adicionalmente, foram administrados meloxicam™ (0,1 mg/kg, a cada 24 horas) e
dipirona sddica™ (25 mg/kg, a cada 8 horas) durante trés dias.

A limpeza da ferida cirargica foi realizada diariamente com solucdo aguosa de
iodopovidine™ a 1%. Os pontos de pele foram removidos entre o sétimo e décimo dia de

pOs-operatorio.

4.4, Cultivo das células musculareslisas da bexiga

4.4.1. Obtenc¢do das células musculares lisas da bexiga

As células musculares lisas vesicais (CMLV) foram obtidas a partir de fragmentos
de bexiga provenientes dos animais do GC no transoperatdrio ou de dois cdes sem raca
definida que vieram a 6bito no Hospita Veterinario da FMVZ/UNESP, Campus de
Botucatu, por motivos ndo infecciosos ou neoplasicos. Nestes caes, a coleta da bexiga
procedeu-se imediatamente apds 0 Obito e considerando-se 0s principios de assepsia e
antissepsiacirurgicas.

Todos os fragmentos foram acondicionado em tubo estéril contendo meio de cultura

13 Maxicam® - Laboratério Ouro Fino

14 Marbopet®, Ceva, Brasil

15 Dipirona Sodica50% Ibasa® - Ibasa

16 Laboriodine tépico® - Laboratério Glicolabor Ind. Farm
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Ham F-12"" e mantido sob refrigeracio até o envio ao laboratério de Genética Animal do

Instituto de Biociénciasy UNESP, Campus de Botucatu.

4.4.2. |solamento e cultivo das CMLH

As amostras de bexiga foram dissecadas em capela de fluxo laminar, com auxilio de
instrumental cirdrgico, a fim de se obter apenas o tecido muscular. Apds a sua completa
fragmentac&o, o tecido muscular foi transferido para tubo estéril, ressuspendido em meio de
cultura Ham F-12% e centrifugados a 2.000 rpm por 5 minutos (Figura 2). Em seguida, 0
sobrenadante foi desprezado e 0 procedimento de centrifugacéo repetido.

Os fragmentos foram transferidos para frascos de cultura de 25 cm?, contendo meio
Ham F-12 acrescido de soro fetal bovino™® a 20% e penicilina/estreptomicina associada a
anfotericina B' a 1%.

As CMLV foram cultivadas em monocamada sob o fundo dos frascos de cultura, a
temperatura de 36,7°C e pressdo de 5% de CO,. O meio de cultura foi substituido a cada
doisdias.

As avaliagbes microscopicas foram realizadas rotineiramente utilizando microscopia
de fase em microscopio invertido®.

Ao atingirem aproximadamente 70% de confluéncia celular, as células foram
repicadas e transferidas para novos frascos de cultura, mantidos sob as mesmas condicbes
descritas acima. Foram realizadas em média trés passagens visando diminuir a expressao

antigénica das células.

17 Ham F-12 Nutrient Mixture— GIBCO — Invitrogen Brasil Ltda., Sdo Paulo — SP, Brasil
18 Fetal Bovine Serum —GIBCO — Invitrogen Brasil Ltda., S0 Paulo — SP, Brasil

19 Antibiotic-Antimycotic — GIBCO — Invitrogen Brasil Ltda., Sdo Paulo — SP, Brasil

20 Leica—Modelo Leitz DM IL



Figura 1: Implante da membrana SIS acelular em bexiga de cao.
Note a colocacdo de suturas em padrdo simples continuo entre as
bordas da membrana e a bexiga.

Figura 2. Fragmentos de tecido muscular de bexiga de céo,

transferidos para tubo estéril para centrifugacéo e ressuspendidos

em meio de cultura enriquecido.
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A contagem do nimero de células e a porcentagem de células viaveis também foram
realizadas utilizando o corante Azul de Trypan®, em cAmara hemocitométrica (cAmara de
Neubauer).

Para confirmagdo do tipo celular e validagéo do cultivo, as células foram isoladas
com solucgo de tripsina versene® durante 3 minutos & 37°C, posteriormente inativada com
meio Ham F-12 contendo soro fetal bovino a 5%.

O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 2 mL de meio de
cultura enriquecido. Metade do volume foi transferida para novo frasco de cultura,
completado com 4 mL de meio enriquecido, e as células novamente cultivadas nas mesmas
condigdes. A outra metade do volume foi dispensada cuidadosamente sobre uma lamina de
vidro carregada eletricamente” que se encontrava no interior de uma placa de Petri estéril
de 60 cm de didmetro, a aderéncia celular alamina.

Apés trés horas, foi adicionado 5 mL de meio de cultura, recobrindo-se
completamente o fundo da placa de Petri, bem como a lamina com células aderidas a sua
superficie. A placa de Petri foi acondicionada em estufa climatizada a temperatura de
36,7°C e pressdo de 5% de CO,,

A substituicgo do meio foi feita a cada dois dias e em aproximadamente quatro dias
da passagem inicia, quando as células apresentavam aproximadamente 70-80% de
confluéncia, al@minafoi fixadaem écool etilico a 95% durante 24 horas.

Posteriormente, a lamina foi processada para técnica de imunocitoquimica pelo
método LSAB. Para isso, foi realizada a sua lavagem em &gua corrente por trés minutos,
seguida de inibicdo da peroxidase enddgena com solucdo de peroxido de hidrogénio a 8%

em metanol, durante 30 minutos, em ambiente escuro.

21 Trypan Blue Solution, Cellgro
22 ATV — Associacéo de Tripsina (0,2%) e Versene (0,02%) — Instituto Adolfo Lutz, Séo Paulo — SP, Brasil
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Em seguida, alaminafoi lavada em &gua corrente por mais trés minutos e dessa vez
submetida a inibicdo dos sitios de ligacdo hidrofébicos inespecificos, utilizando-se leite
desnatado® a 5% por 30 minutos.

A laminafoi ent8o lavada em &gua corrente e incubada com anticorpo primério anti-
alfa actina de musculo liso™, previamente padronizado e diluido em diluente de anticorpo
(Novocastra)®, “overnight” &4°C.

Depois de redizada a incubagdo inicial, a lamina foi lavada com solucéo de Tris
(pH 7,6) e incubada com o segundo anticorpo (Biotynilated Link)® durante 30 minutos, &
temperatura ambiente. Posteriormente, foi realizada nova lavagem com solucéo de Tris (pH
7,6) eincubacdo com HRP-streptavidin® por 30 minutos, também & temperatura ambiente.

Por fim, a lamina foi incubada por trés minutos com cromégeno DAB contendo
substrato®. A reacgo foi inibida em &gua destilada e a 1amina contracorada pelo método de
hematoxilina de Harris por 15 minutos, seguida de desidratacdo e montagem com laminula

eresing’. A andlise dalaminafoi feitaem microscopia dptica

4.4.3. Semeadura das CMLH sobrea SIS

Ao atingirem cerca de 70% de confluéncia celular, as células musculares lisas foram
isoladas por meio de tratamento com solucdo de tripsina versene a 37°C, durante 3 minutos.

Em seguida, a solucdo de tripsina foi inativada em meio de cultivo contendo soro
fetal bovino a 5%, e as células submetidas a centrifugacéo por 5 minutos a 1500 rpm.
Descartado o sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 1 mL de meio enriquecido
e depositadas sobre a membrana, |ocalizada no fundo de uma placa de Petri.

Apos trés horas, foi adicionado meio de cultura suplementar, recobrindo-se o fundo

da placa de Petri. Foram posicionados pesos de vidro de 0,5 cm de diametro sobre os

23 Amitel positive charged slides

24 Molico®, Nestlé

25 0-SMA, Clone 1A4, Codigo SC32251, Mouse Monoclonal 1gG 2, Santa Cruz Biotechnology
26 Dako LSAB + System — HRP, Edition 06/07, Code K0679/K 0690, Dako, UK



vértices da membrana, evitando que a mesma flutuasse sobre o meio (Figura 3).

Figura 3: Membrana semeada com CMLH sob o fundo de placa de Petri. Note os pesos

de vidro posicionados sob os vértices da membrana (seta).
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A placa de Petri foi acondicionada em estufa climatizada a temperatura de 36,7°C e
pressdo de 5% de CO, O meio de cultura foi substituido apds dois dias e as avaliacOes
microscopicas realizadas durante o periodo de incubacéo, utilizando-se microscopio de luz
invertida

Durante as avaliagdes, entretanto, ndo foi possivel visualizar as células em sua
totalidade devido a opacidade da membrana, sendo apenas identificadas as céulas
localizadas em suas bordas.

Para a confirmacdo da presenca das células, portanto, foi redlizada a fixacdo da
membrana em solucdo de formaldeido tamponado a 10%, seguida de preparo histol gico
usual e coloracdo pelo método de Tricrémico de Masson?®. Desse modo, as células
musculares lisas foram coradas em vermelho, entremeadas as fibras colagenas da
membrana, coradas em azul.

Ao término de aproximadamente trés dias de incubacdo, a membrana foi destinada

para aimplantacdo nos animais do GT, conforme descrito anteriormente.

4.5. Avaliacédo clinica e laboratorial

Os animais foram avaliados por meio de exame clinico nos periodos compreendidos
por 24 (M1) e 72 (M3) horas e posteriormente aos sete (M7), 30 (M30) e 60 (M60) dias de
pos-operatorio. Foram avaliados as frequencias cardiaca e respiratéria; coloracdo das
mucosas; temperatura corporea; consisténcia, forma e tamanho dos linfonodos palpaveis;
atitude do animal (prostrado ou alerta), peso corporeo. Adicionalmente, os animais foram

avaliados nos mesmos periodos acima gquanto a presenca ou ndo de anormalidades e

28 Easy Path Tricromico de Masson com azul de anilina— Bio-Optica, Mil&o, Itédia
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sensibilidade dolorosa a palpacdo abdominal, bem como alteracbes miccionais e
macroscopicas da urina.
O hemograma completo e o exame de urinatipo | (urindlise) foram realizados nos
M7, M30 e M60, enquanto que os exames bioguimicos e urina tipo 1l (cultura aerébica)
realizados no M60.

Para os exames de urinatipo | etipo I, os animais foram submetidos a cistocentese
guiada por exame ultrassonogréfico, excetuando-se aos sete dias de pds-operatdrio quando
a urina foi coletada preferencialmente por miccdo esponténea a fim de ndo lesionar
inadvertidamente a area reconstituida pela membrana.

Adicionalmente, foi realizado exame coproparasitol 6gico pelos métodos de Willis e
Faust previamente a cistoplastia e no M60.

Os animais submetidos aos procedimentos cirdrgicos e que apresentaram
complicacdes pos-operatérias foram tratados e acompanhados diariamente até a resolugdo

das anormalidades.

4.6. Avaliacao ultrassonogr afica abdominal

Todos os animais foram submetidos a0 exame ultrassonografico abdominal
previamente a cistoplastia e nos M30 e M60. Paratal, os cées foram contidos manua mente
e posicionados em decubito dorsal. A regido abdominal foi tricotomizada com posterior
aplicacdo topica de gel acustico.

Foi utilizado aparelho de ultrassonografia® com transdutor linear multifrequencial
na fregiiéncia de 6-10 MHz, documentado por impressdo em video printer® em papel 110
HD tipo 113" e CD-rom.

As imagens abdominais foram obtidas em planos transversal e longitudinal com

29 Aparelho GE® - General Eletric Company, modelo Logic 3
30 Modelo UP—890 MD, Sony Brasil Ltda
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especial énfase a bexiga, objetivando avaiar seu formato e localizagdo, bem como a
presenca ou auséncia das seguintes alteracoes:

°  pseudomassas;

° sedimento urinario;

° cistdlitosintraluminais ou aderidos a parede vesical;

°  egpessamento difuso da parede vesical e no local de implantacdo da membrana;

° &easdeirregularidades no local de implantagcdo da membrana ou adjacéncias,

° compartimentalizacéo da bexiga

Os demais orgéos internos e linfonodos foram avaliados quanto a presenca de

possivels alteracOes.

4.7. Histopatologia

Todas as biopsias do GC e GT, abrangendo as areas central e de transicdo, foram
fixadas em solucdo de formaldeido tamponado a 10% por 24 horas, processadas pelos
métodos rotineiros de histologia e incluidas em parafina. Posteriormente, foram obtidos
cortes seriados com 5 pm de espessura e as laminas coradas pelas técnicas de
Hematoxilina/Eosina (H/E) e Tricrémico de Masson.

As andlises histolégicas foram realizadas utilizando-se microscopio 6ptico®,
enquanto que os cortes histol 6gicos fotografados em microscopio digital Nikon Coolscope
1%,

Foi analisada a arquitetura tecidual (H/E) quanto a disposicdo das tunicas mucosa,

submucosa, muscular e serosa, bem como a presenca de:

31 Sony Brasil Ltda
32 Carl ZeissAxioLab 1
33 Nikon Coolscope I1, Nikon Corporation
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°  revestimento urotelial completo;
° hiperplasiaurotelial;
° cistosde Brunn;
° edtratificagdo tipica da tanica muscular, caracterizada pela presenca das camadas

longitudinal externa, circular externa e longitudinal interna;

°  resquicios da membrang;
° inflamag@o aguda, caracterizada pela presenca predominantemente de células
inflamatorias polimorfonucleares, graus variaveis de congestéo e edema;
inflamagdo crbnica, caracterizada pela presenca predominantemente de células

inflamatérias mononucleares, tecido de granulagéo e fibrose.

A coloragéo de Tricromico de Masson foi realizada com o intuito de identificar a
natureza colagenosa de determinadas estruturas, além de diferenciar as fibras de tecido

conjuntivo das musculares, permitindo a sua quantificagéo.

4.8. Analise quantitativa inflamatoria, vascular etecidual

Para a andlise quantitativa do processo inflamatério, as |&minas histolégicas,
coradas pela técnica de H/E, foram digitalizadas utilizando-se microscopio digital Nikon
Coolscopelll.

Foram escolhidos aleatoriamente 10 campos microscopicos com aumento de 40X,
abrangendo-se a tunica submucosa, para cada uma das amostras centrais e de transicdo dos
animais dos grupos Controle e Tratado.

O processo inflamatorio foi quantificado com base no nimero de céulas
inflamatérias em: discreto, caracterizado pela presenca de cinco a 15 células inflamatorias,

sgjam mononucleares ou polimorfonucleares; moderado (16 a 25 células); e acentuado
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(mais de 25 células inflamatérias) (GREGA et d., 2004; KWON et a., 2008).
Adicionalmente, o processo inflamatorio foi classificado em agudo ou crénico com
base na contagem e predominio, respectivamente, de céulas inflamatérias
polimorfonucleares e mononucleares. Os macrofagos foram analisados separadamente uma
vez que possuem especial papel na remocdo de restos celulares e de elementos
extracelulares, como corpos estranhos.
Os vasos e fibroblastos das amostras centrais e de transicdo também foram
contabilizados, objetivando avaliar a qualidade do processo de reparacéo tecidual

considerando-se o aporte nutriciona e a sintese de tecido colagenoso.

4.9. Analise digital dasimagens histopatol 6gicas

4.9.1. Andlise quantitativa das fibras colégenas e muscul ares

Para a quantificaco das fibras colédgenas e musculares, as [aminas histologicas
coradas pelo método de Tricrdbmico de Masson foram digitalizadas utilizando-se
microscopio digital Nikon Coolscope lI.

Em ambos os grupos foram redizadas fotomicrografias das areas central e de
transic&o entre os tecidos neoformado e da bexiga adjacente, com aumento de 5x e especial
énfase as regides congtituidas por fibras musculares, evitando-se incluir nas imagens o
urotélio e demais campos contendo grandes vasos, resquicios da membrana e artefatos.
Foram amostrados oito campos por |amina. O nimero de campos foi estabelecido com base
em um teste prévio, visando coeficiente de variagdo menor que 10%.

Cada imagem foi processada pelo “software” Imaged® utilizando-se o plugin “K-
means Clustering”. O nimero de “clusters’ variou entre cinco a sete, de acordo com o

contraste das fotomicrografias.

34 Image] 1.45s, National Institutes of Health, USA
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Em seguida, cada um dos “clusters’ de cor foi atribuido a um pico de “pixels’ em

um histograma em imagem de 8-hit. Os valores de cada pico foram entdo transferidos para

o “software” Microsoft Office Excel 2007%%, por meio do qual foram realizados os

célculos das porcentagens médias de fibras musculares e de fibras colégenas, e da relacéo
entre as fibras muscul ares e colgenas.

A validacdo da quantificacdo das fibras colagenas e musculares por andlise digital

das imagens foi realizada por trés patol ogistas, individualmente, de acordo com o modelo

baseado na gradac&o por cruzes (Anexo 1).

4.9.2. Quantificacdo da espessura da tlinica muscul ar

Para a andlise da espessura da tunica muscular, as |&minas histol 6gicas coradas pelo
método de Tricrébmico de Masson foram digitalizadas utilizando-se microscopio digital
Nikon Coolscope II.

Foi realizada fotomicrografia com aumento de 2x, abrangendo-se todas as camadas
da tunica muscular das amostras centrais e de transicdo dos animais dos grupos Controle e
Tratado.

Cada fotomicrografia foi processadas pelo software Imagel, convertendo-se uma
distdncia conhecida em pixels para micrébmetros e tomando-se a média de cinco

mensuragdes da tunica muscular.

4.10. Analisedos uralitos

Os urdlitos vesicais encontrados durante as bidpsias cirargicas da bexiga foram

coletados e encaminhados para 0 Minnesota Urolith Center da Universidade do Minnesota,

Minnesota, EUA, previamente identificados e sob as condi¢des legais e de envio

35 Microsoft Office, Microsoft Corporation
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requeridas, respectivamente pelo servico de Inspecéo do Departamento de Agricultura dos
EUA e pelo Ingtituto Universitério.

Os urdlitos foram submetidos a andlise de sua composicdo quimica por camadas
desde o seu interior até a superficie de revestimento.

4.11. Andlise estatistica

Asvaridveis categoricas foram representadas pelas suas porcentagens e comparadas
entre 0s grupos pelo teste exato de Fisher.

As variavies continuas foram representadas pelas médias ou medianas, de acordo
com a normalidade evidenciada pelo teste de Shapiro-Wilk., sendo comparadas entre os
grupos pelos testes t de Student, ou Mann-Whitney, quando indicado.

A evolucdo do peso corpdreo foi comparada entre os grupos por modelo linear
gerenalizado misto.

Todos os testes foram realizados utilizando-se o software IBM SPSS 20%,
considerando-se para os valores p com significancia estatistica aqueles menores ou iguais a

0,05.

36 IBM SPSS Statistics 20, IBM Corporation
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5. RESULTADOS

5.1. Padronizacéo do cultivo celular

5.1.1. Isolamento e cultivo das células musculares lisas vesicais

A obtencéo de células musculares lisas a partir de fragmentos da bexiga dos
animais do GC, realizada durante a cistoplastia, ndo interferiu no resultado final do
procedimento ou aumentou o tempo operatério. A coleta da bexiga dos animais que
vieram a oObito, no entanto, proporcionou maior quantidade de células e
consequentemente maior densidade celular.

A contagem inicial média das células musculares lisas provenientes de animais
do GC foi correspondente a 1,5 x 10° células/mL, enquanto que a dos doadores 1 e 2,
respectivamente, 4,5 x 10° e 6 x 10° célulasymL. N&o foi verificada diferenca quanto a
viabilidade celular em ambas as situagdes, sendo de aproximadamente 95%.

Adicionamente, ndo se constataram contaminacdo dos fragmentos e outras
complicagdes durante a col eta, refrigeracdo ou transporte do material.

As células aderiram-se ao fundo dos frascos entre o 1° ao 5° dias de cultivo.
Logo apOs sua adesdo, as CMLV iniciaram o processo de divisdo, assumindo
morfologia poligonal achatada e alongada, com projecdes celulares e estruturas
intracitoplasmaticas pareadas que remetiam a miofilamentos contrateis (Figura 4). O
nimero de células aumentou exponencialmente até se atingir confluéncia de
aproximadamente 70% (Figura5).

Foram realizadas em média trés passagens antes que as células fossem

finalmente semeadas sobre a SIS.



Figura 4. Morfologia das células musculares lisas vesicais a microscopia de fase em
microscopio invertido. Note células poligonais achatadas e alongadas (seta), com
projecoes celulares irregulares (40x).

Figura 5: Células musculares lisas vesicais a microscopia de fase em microscopio

invertido ap6s 10 dias do cultivo inicia. Note a confluéncia de aproximadamente 70%
(40x).
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A quantidade de células semeadas sobre a membrana foi de 7 x 10°a 7,5 x 10°
célulassmL. O comportamento e morfologia das células permaneceram inalterados
durante as passagens.

A técnica de imunocitoquimica pelo méodo LSAB resultou na marcagdo
positiva acastanhada para o antigeno alfa-actina de musculo liso, e consequentemente na

confirmagdo do tipo celular e validagdo do cultivo (Figura 6).

5.1.2. Semeadura das células musculares lisas vesicais sobrea SIS

A presenca de células nas adjacéncias da membrana foi inicialmente observada
apos 24 horas da semeadura. Essas, assim que se aderiam ao fundo, assumiram
caracteristicas semelhantes as descritas anteriormente e iniciaram a divisdo a partir do
2° diade cultivo.

Na regido central da membrana, devido a sua opacidade, a avaliacdo das células
foi feita por andlise histopatol 6gica pela coloracéo de H/E; nesta observou-se uma rede
de fibras colagenas coradas em vermel ho, de aspecto fibrilar e organizadas em multiplas
camadas. No interior dessas fibras, notaram-se inimeros nucleos fusiformes
marcadamente basofilicos, distribuidos aleatoriamente (Figura 7). Em algumas regides
notou-se a presenca de estruturas semelhantes a vasos, compostas exclusivamente pela
tunica muscular e delimitando espagos luminais de variados tamanhos.

Adicionamente, foi realizada coloracdo de Tricrobmico de Masson, a qual
revelou a presenca de fibras colagenas com auséncia de padréo fibrilar, substituidas por
material amorfo fortemente corado em vermelho. Em determinadas éreas, contudo, as
fibras apresentavam-se coradas em azul, espessadas focalmente e compostas por denso

acumulo de nucleos sem organizacdo bem definida (Figura 8).



Figura 6: Fotomicrografia de células musculares lisas vesicais com citoplasma
imunomarcado com anti a-actina de musculo liso. (Imunocitoquimica pelo método
LSAB; 20x).

Figura 7: Fotomicrografia de fibras coldgenas coradas em vermelho, organizadas em

multiplas camadas. Note os inimeros nlcleos fusiformes marcadamente basofilicos no

interior dessas fibras (H/E,10x).



Figura 8: Fotomicrografia de membrana SIS semeada com células musculares lisas
vesicais. Note fibras colagenas coradas em azul (seta), entremeadas a fibras colégenas

coradas em vermelho (Masson, 20x).
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As membranas semeadas foram destinadas a implantacéo nos animais do GT

entre quatro aseis dias.

5.2. Avaliacdo clinica e laboratorial

5.2.1. Avdliagdo clinica

As avaliagOes clinicas procederam sem intercorréncias, ndo sendo necessarias
sedac&o ou anestesia dos animais.

Em ambos os grupos, as frequencias cardiaca e respiratéria apresentaram-se
dentro dos parametros de normalidade, bem como a coloracdo das mucosas e a
temperatura corporea. Os linfonodos inguinais estavam discretamente aumentados de
tamanho em quatro animais (80%) do GC (p=0,52). Entre os animais do GT, os
linfonodos inguinais estavam aumentados em um animal, enquanto o popliteo esquerdo
em outro. A linfadenomegalia foi observada entre o M3 e 0 M7 com resolucao completa
entreo M7 eo M30.

Quanto a presenca de ateracbes comportamentais, quatro animais (80%) do GC
e um do GT (p=0,20) apresentaram apatia discreta no M1, sendo esta a Unica alteracéo
comportamental verificada.

Todos os animais dos GT e GC apresentaram emagrecimento ao longo do
primeiro més de observacdo (Figura 9). No GC a perda total média de peso foi de 580g
(variabilidade entre 100g a 1 kg) e no GT de 860g (100g a 2,3kg). N&o foi verificada,
entretanto, diferenca significativa entre o0 GC e GT quanto a0 peso corpOreo nos
diferentes momentos de avaliagdo, 0 que demonstra que o0s tratamentos ndo
influenciaram nos resultados obtidos. Todos 0s animais recuperaram 0 peso Corporeo

inicial ao final das avaliagOes.
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Quatro cées do GC manifestaram sensibilidade dolorosa a palpacdo abdominal
no M1. Desses apenas um apresentou sensibilidade moderada, enquanto gque 0s outros
trés manifestaram discreto desconforto. Entre os animais do GT, apenas um apresentou
discreto desconforto abdomina no M1 (p=0,20). Todos os animais foram
adequadamente medicados e deixaram de apresentar sensibilidade a palpacéo abdominal
em menos de 72 horas de pds-operatorio.

Quatro animais do GC apresentaram polacilria, sendo que um apresentou a
alteracdo em dois episodios distintos. Tal disfuncdo foi manifestada no M1 (n=3/5) e
M7 (n=2/5). A remissdo deste sinal foi verificada entre o M3 e M30. Entre os animais
do GT, trés apresentaram polacidria no M1, com retorno da frequencia de miccéo
normal no M3 (p=1,00).

A distribuicdo dos animais dos grupos Controle e Tratado quanto a presenca de
polaciUria durante o periodo de avaliagdo estéa demonstrada nas Tabelas 1 e 2.

Adicionamente, quatro animais do GC e cinco do GT apresentaram hematlria
macroscopicano M1 (Tabelas 3 e 4) com remissdo do sinal clinico até o M7 (p=1,00).
Apenas um animal do GC apresentou recidiva do sinal no M30 com resolugéo do

mesmo até o M60.
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Figura 9. Distribuicdo dos pesos corpéreos médios dos animais dos grupos Controle e Tratado durante o
periodo total de avaliagdo. p(grupo)=0,65; p(tempo)=0,98; p(grupoXtempo)=1,00; GC: Grupo Controle;

GT: Grupo Tratado.
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Tabela 1. Avaliacdo clinica dos animais do Grupo Controle (GC) quanto a presenca de

polaciUria no periodo pés-operatério

M1 M3 M7 M30 M60
Anima 1 +++ ++ ++ - -
Animal 2 + + + - -
Animal 3 + - + - -
Animal 4 - - - - -
Animal 5 - - + - -

Legenda: (-) ausente; (+) discreta; (++) moderada; (+++) intenso

Tabela 2. Avaliacéo clinica dos animais do Grupo Tratado (GT) guanto a presenca de

polacitria no periodo pos-operatério

M1 M3 M7 M30 M 60
Animal 1 - - - - -
Animal 2 + - - - -
Animal 3 + - - - -
Animal 4 + - - - -
Animal 5 - - - - -

Legenda: (-) ausente; (+) discreta; (++) moderada; (+++) intenso
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Tabela 3. Avaliacdo clinica dos animais do Grupo Controle (GC) quanto a presenca de

hematUria macroscopica no periodo pds-operatorio

M1 M3 M7 M30 M 60
Animal 1 - - - - -
Animal 2 + + - - -
Animal 3 + + - + 3
Animal 4 + + - - -
Animal 5 ++ + - - -

Legenda: (-) ausente; (+) discreta; (++) moderada; (+++) intenso

Tabela 4. Avaliagdo clinica dos animais do Grupo Tratado (GT) quanto a presenca de

hematUria macroscopica no periodo pds-operatorio

M1 M3 M7 M30 M 60
Animal 1 + + - - -
Animal 2 ++ + - - -
Animal 3 + + - - -
Animal 4 + + - - -
Animal 5 + + - - -

Legenda: (-) ausente; (+) discreta; (++) moderada; (+++) intenso
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5.2.2. Avaliagdo laboratorial

No hemograma completo dos animais do GC e GT ndo foram constatadas
variagbes quantitativas e morfoldgicas das séries eritrocitaria e plaguetéria nos
momentos pos-operatorios avaliados.

Quanto a série leucocitéria foi verificada intensa eosinofilia no M60 em trés
animais do GC (média de 2,00x10° eosindfilog/ul e variagdo de 1,24x10° a 3x10°
eosinéfilos/ul) e um animal do GT (2,324x10° eosinéfilos/uL) (p=0,52). Destaca-se que
nos animais de ambos 0s grupos ndo foram observados ao exame coproparasitol égico
ovos e/ou larvas de parasitas.

Aos exames bioguimicos ndo foram observadas alteracOes durante o periodo de
avaliacdo, com excegdo do aumento sérico da uréiaem um animal do GC (67mg/dL) no
M60. Em ambos os grupos, no entanto, ndo foi verificado aumento concomitante do
nivel sérico de creatinina.

A relagdo albumina/globunina e o nivel sérico de cdlcio foram mantidos dentro
dos padrdes de normalidade em ambos os grupos durante o periodo de avaliacéo.

Quanto a urina tipo I, todos os animais do GC e GT apresentaram urina de
colorag@o amarelo escuro no M1, com resolucdo da ateragcdo até o M7. Um animal do
GC tornou a apresentar urina de coloracéo escura no M 30, ndo observada novamente no
M60.

Da mesma forma, todos os animais do GC e GT apresentaram urina de aspecto
discretamente turvo a turvo no M1, com resolucéo da alteracdo até o M7. Dois animais
do GC tornaram a apresentar urina de aspecto turvo no M 30, ndo observada novamente
no M60.

A densidade urindria média dos animais do GC foi 1.041, 1.027 e 1.024,

respectivamente no M7, M30 e M60, com média 1.030 + 20,1 durante todo o periodo de
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avaliacdo (variagdo de 1.010 a 1.092). Ja no GT, a densidade urinéria média foi 1.031,
1.015 e 1.046, respectivamente no M7, M30 e M60, com média 1.031 + 21,5 (variagdo
de 1.002 a 1.066).

O pH urinario médio dos animais do GC foi 6,7, 8,1 e 7,1, respectivamente no
M7, M30 e M60, com média 8,0 + 1,15 durante todo o periodo de avaliacéo (variacéo
de 5,5a9,0). JAno GT, o pH urinario médio foi 7,0 em todos os momentos avaliados,
commédia7,0+ 1,2 (variacdo de 5,0 a 8,5).

A ocorréncia de proteindria foi constatada em todos os animais do GC e em trés
do GT durante o periodo de avaliacdo, sendo que um animal de cada grupo apresentou a
alteracdo em mais de um momento (p=0,44). A quantidade de proteina presente na urina
dos animais do GC e GT esta representada, respectivamente, nas Tabelas 5 e 6.

A presenca de cristais de fosfato de amdnio magnesiano no sedimento urinario
foi verificada em trés animais do GC e em trés do GT, sendo que um animal de cada
grupo apresentou a ateracdo em mais de um momento. A quantidade de cristais
presente na urina dos animais do GC e GT esta representada, respectivamente, nas
Tabelas 7 e 8.

Quanto a mensuracgao de hemécias nos periodos estipulados, todos os animais do
GC apresentaram quantidade igual ou inferior a 5 hemécias/uL, excetuando-se um
animal (n° 3) com 45-50 hemécias/uL no M30. Entre os animais do GT foi verificada
hematuria microscépica no M7 em trés caes (p=0,52), sendo de 10-15 hemécias/uL no
primeiro, 20-15 hemécias’uL no segundo e 75-100 hemécias/uL no terceiro. Ao
contrario do observado com o animal n° 3 do GC, em todos os cédes do GT a grande

quantidade de hemacias na urina ndo foi acompanhada de |eucocituria e/ou bacteriuria.
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Tabela 5. Avaliacdo laboratorial dos animais do Grupo Controle (GC) quanto a

presenca de proteindria no periodo pds-operatdrio

M7 M30 M60
Animal 1 - /4 3
Animal 2 [+ ++ ) ]
Animal 3 +H+++ 4[4+ )
Animal 4 - /4 )
Animal 5 [+ ++ ) ]

Legenda: (-) ausente; (+) 30 mg/dL; (++) 100 mg/dL; (+++) 500 mg/dL

Tabela 6. Avaliagdo laboratorial dos animais do Grupo Tratado (GT) quanto a presenca

de proteindria no periodo pds-operatério

M7 M30 M 60
Animal 1 - - -
Animal 2 +H+++ 4+ )
Animal 3 - - -
Animal 4 +/+++ - )

Animal 5 - - -
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Tabela 7. Avaliacdo laboratorial dos animais do Grupo Controle (GC) quanto a

presenca de cristal Uria no periodo pds-operatério

M7 M30 M 60
Animal 1 - - -
Animal 2 - /44 )
Animal 3 - +++/+++ +H+++
Animal 4 - - -
Animal 5 - - o+

Legenda: (-) ausente; (+) discreta; (++) moderada; (+++) intenso

Tabela 8. Avaliagdo laboratorial dos animais do Grupo Tratado (GT) quanto a presenca

de cristalUria no periodo pds-operatdrio

M7 M30 M 60
Animal 1 - - -
Animal 2 - - /4
Animal 3 - - -
Animal 4 +H+++ - 4+
Animal 5 +H+++ - -
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A quantidade de leucdcitos foi igual ou inferior a 5 leucocitos/uL em todos os
animais do GC nos periodos avaliados, excetuando-se os animais n° 5 e n° 3, com
respectivamente 15-20 leucdcitos/ul no M7 e 50-75 leucdocitos/ul no M30. Do mesmo
modo, a quantidade de leucdcitos foi igual ou inferior a 5 leucocitos/'ul em todos os
animaisdo GT.

A quantidade de bactérias foi mensuravel nos animais 3 e 5 do GC, com
++/++++ e +++/++++, respectivamente no M7 e M30. Nos animais do GT foram
visualizadas apenas raras bactérias em algumas ocasides, sugestivas de contaminacao
durante 0 momento da coleta e, portanto, ndo passiveis de mensuracdo. Apesar disso,
ndo houve diferenca significativa entre os grupos (p=0,44).

Os exames de urinatipo |, associados as alteracfes clinicas e ultrassonogréficas,
foram condizentes com cistite nos animais 3 e 5 do GC. Em ambos os casos e também
na urinados animais 1 e 2 do GC foram isolados 0 agente microbiano Saphylococcus
hemolitico. N&o foi isolado nenhum agente na urina dos animais do GT ao longo do

periodo de avaliacéo.

5.3. Avaliagéo ultrassonogr &fica abdominal

Em todos os animais, no pré-operatorio, a bexiga foi caracterizada por
arquitetura e localizacdo anatdmica preservadas, conteldo anecGico homogéneo e
presenca de paredes finas e regulares.

No M30 foi visualizado espessamento da parede vesical em trés animais do GC
(n® 1, 2 e 5) e em quatro do GT (n® 1, 2, 3 e 5), mais acentuado na face ventral da
bexiga, ao redor da membrana implantada. Ainda no mesmo periodo, outros dois

animais do GC apresentaram espessamento da parede apenas nessa regido. A espessura
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média da parede da bexiga na regido préxima a membrana foi de 1 e 0,95 cm,
respectivamente, no GC e GT.

Em quatro animais do GC (n*® 1, 2, 3 e 5) foi visibilizado sedimento urinério,
caracterizado por pontos ecogénicos flutuantes no interior da bexiga (Figura 10). O
mesmo, contudo, ndo foi observado em nenhum dos animais do GT (p=0,05).

Adicionamente, foram visualizadas irregularidades na regido da membrana
implantada em todos os animais do GC e GT. Um animal do GC (n° 3) apresentou ainda
estrutura hipoecogénica e cistica, compativel com pseudomassa, aderida a membrana
(Figura 11). Nado foram verificadas estruturas hiperecogénicas e formadoras de sombra
aclstica, sugestivas de urdlitos, aderidas a membrana em ambos 0s grupos; bem como
alteracdes no formato da bexiga, e em linfonodos e demais 6rgéos abdominais.

No M60 foi visibilizado espessamento da parede vesical, embora de menor valor
quando comparado ao M30, em trés animais do GC (n® 1, 2 e 5), principamente ao
redor da membrana implantada (Figura 12). Ja no GT, um cdo (n° 2) apresentou
espessamento da parede vesical, maior ao redor da membrana implantada, enquanto que
0S outros guatro apresentaram espessamento exclusivamente na regido da membrana. A
espessura média na regido proxima a membrana foi de 0,52 e 0,57 cm, respectivamente
nos animais do GC e GT.

Adicionalmente, foram visibilizadas irregularidades na regido da membrana
implantada em quatro animais do GC (n* 1, 2, 3 e 4) e em dois animaisdo GT (n* 2 e
3). Associadas a essas areas irregulares foram visualizadas, em trés animais do GC (n®
1, 4 e 5), estruturas hiperecogénicas de tamanhos varidveis e formadoras de sombra
acustica, sugerindo-se a presenca de urdlitos aderidos a membrana (Figura 13). N&o
foram verificadas tais estruturas nos animaisdo GT (p=0,17).

Em dois animais do GC foram visibilizados a presenca de sedimentos urinérios
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discreto (n° 1) e acentuado (n° 3), representado por pontos ecogénicos flutuantes no
interior da bexiga.

Adicionamente, um cdo do GC (n° 2) apresentou compartimentalizacdo da
bexiga devido a achatamento dorso-ventral do seu terco médio (Figura 14). N&o foram
visibilizados sedimento urinério ou compartimentalizacdo nos animais do GT, bem
como alteracBes nos linfonodos e demais 6rgaos abdominais em ambos 0s grupos
avaliados.

As principais alteragfes ultrassonograficas observadas nos grupos Controle e

Tratado nos M30 e M60, bem como os valores “p” estéo elencados na Tabela 9.



Figura 10: Imagem ultrassonogréfica sagital de bexiga com 30 dias de pds-operatério em
animal do GC. Note os pontos ecogénicos flutuantes no interior da bexiga (microcélcul os)
e a parede com infiltrado inflamatério na camada muscular (aspecto anecogenico mais
evidente na parede) (seta).

POLO CAUDAL

Figura 11: Imagem ultrassonogréfica sagital de bexiga com 30 dias de p6s-operatério em
animal do GC. Notar a estrutura hipoecogénica e cistica, aderida a membrana, sugestiva

de pseudomassa (seta).
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Figura 12: Imagem ultrassonogréfica sagital de bexiga com 60 dias de pos-operatério em
animal do GC. Note entre os cursores a parede espessada no local de implantacdo da

membrana.

Figura 13: Imagem ultrassonogréfica sagital de bexiga com 60 dias de pds-operatério em
animal do GC. Note entre os cursores a estrutura hiperecogénica formadora de sombra

acUstica, compativel com urdlito.
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Figura 14: Imagem ultrassonogréfica sagital de bexiga com 60 dias de pds-operatorio em
animal do GC. Note 0 achatamento dorso ventral e compartimentalizaco em terco médio
dabexiga (seta).
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5.4. Avaliacdo macroscépia da bexiga aposimplantacdo da SIS

O tecido de reparacdo presente na face externa de todos os animais do GC e GT,
no M60, apresentou superficie brilhante, plana e lisa, continua ao tecido vesical origina
(Figura 15). Assim, a distingdo exata da regido de cistoplastia so foi possivel devido a
presenca dos pontos simples interrompidos com fio de néilon, aplicados no ato
operatério. Foi verificada ainda a adesdo espontéanea do epiplon e/ou gordura periuretral
a superficie externa da bexiga em quatro animais do GC e trés animais do GT. A SIS
implantada n&o foi visibilizada nos animais de ambos os grupos.

Na face interna da bexiga, notou-se tecido de reparacdo com superficie brilhante
em todos os cées do GT e em dois animais do GC (p=0,17); nos outros trés animais do
GC, amesma estava opaca.

Adicionamente, verificaram-se superficies internas planas, na regido da
cistoplastia, em trés animais do GC e em todos do GT; de aspecto liso em dois animais
do GC e em trés do GT; irregular em trés cées do GC (dois com éreas de depressio
associada) e em dois do GT (Figura 16). A continuidade do tecido de reparagdo na
superficie intraluminal com o tecido o tecido original da bexiga foi considerada
adequada em dois animais do GC e em todos os do GT, e inadequada em trés animais
do GC (p=0,17).

Em trés animais do GC foram observados urdlitos de tamanhos e formatos
variavels, aderidos a superficie interna da membrana. Tais achados ndo foram
observados nos animais do GT. Na comparagdo entre grupos, houve maior formagéo de
urdlitos no GC (p<0,01).

Em um animal do GC foi verificada ainda a presenca de estrutura semelhante a

uma camada da membrana, incrustada com pequenos urdlitos e frouxamente aderida a
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face intraluminal da bexiga (Figura 17).
Na Tabela 10 estdo apresentadas as principais caracteristicas do tecido de

reparacdo, nas superficies vesicais, do GC e GT.



Figura 15: Aspecto macroscopico do tecido de reparagdo na face externa da vesicula

urindria de cdo. Notar os pontos simples interrompidos utilizando fio de nailon para

demarcacdo dos limites da membrana (seta).



Figura 16: Fragmento obtido de bidpsia de bexiga de cdo
reparada com SIS semeada com CMLH no M60. Note a
superficie brilhante e com boa continuidade com o tecido vesical

original.

Figura 17: Estrutura semelhante & camada da membrana,
frouxamente aderida a face intralumina da bexiga de céo
reparada com SIS acelular. Note os pequenos urdlitos incrustados

em sua superficie e bordas.
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5.5. Analise da composicao dos ur dlitos

Os urdlitos vesicais foram obtidos durante a bidpsia de trés animais do GC.

A andlise da composicdo quimica por camadas, desde o seu interior até a
superficie de revestimento, revelou:

Animal 1: urdlito constituido por 100% de oxalato de calcio;

Animal 2: urdlito constituido por 5% de oxalato de célcio e 95% de materiais
diversos, principal mente componentes celulares e proteinaceo;

Anima 4: Centro do urdlito constituido por 50% de fosfato de aménio
magnesiano (estruvita) e 50% de materiais diversos, sendo principamente material
fibroso ndo identificado. Regido periférica constituida por 100% de fosfato de aménio
magnesiano (estruvita).

Ressalta-se, conforme descrito anteriormente, que o0s niveis séricos de célcio

prévios e no M60 estavam de acordo com os parametros de referéncia para a espécie.

5.6. Analise histopatol6gica descritiva

5.6.1. Andlise histopatol 6gica das amostras centrais

No GC, na tunica mucosa foram observadas &reas de revestimento urotelial
heterogéneas, apresentando uma a duas camadas de células ou até a auséncia completa
de urotélio no cdo 5 (Figura 18). Adicionalmente, em trés caes foram verificadas éreas
de hiperplasia urotelial difusa (animais 1, 2 e 4) e subjacente a essas, na tunica
submucosa, raros ninhos de Brunn (animais 1 e 4), apresentando por vezes espagos
centrais semel hantes a &cinos e tabul os.

Na tunica submucosa foram observadas éreas compostas por feixes de fibras
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col &genas, desorgani zados e associados a raros fibroblastos, e outras com predominio de
fibroblastos e tecido conjuntivo colagenoso de aspecto denso. A natureza colagenosa de
tais fibras foi confirmada pelo método de Tricrbmico de Masson (Figura 19).
Verificaram-se também multiplos focos de hemorragia aguda entremeados a vasos
sanguineos congestos de pequeno calibre. Estes, por sua vez, estavam circundados por
células inflamatérias com predominio de polimorfonucleares (cdes 1 e 2) ou
mononucleares (cdes 3, 4 € 5).

Foram observados fragmentos residuais da membrana (animais 3 e 4),
circundados por inimeros macrofagos epitelidides com atividade fagocitéria (Figura 20)
e raras células gigantes tipo corpo estranho; Os fragmentos da membrana, cuja natureza
colagenosafoi confirmada pelo Tricrdmio de Masson, apresentaram basofiliavariavel e
aspecto fibrilar a hialinizado (Figura 21). Tais fragmentos também foram observados no
tecido intersticial entre as camadas musculares (circular e longitudinais) da tunica
muscular (animais4 e b5).

Na tunica muscular, observada apenas nas biopsias dos animais 4 e 5, foi
verificada disposi¢&o das fibras musculares em feixes de diferentes calibres, no entanto,
sem apresentarem arquitetura tipica (Figura 22). Notou-se, portanto, auséncia da tinica
muscular em trés caes (1, 2 e 3).

Na tunica serosa foi observada arquitetura tipica, porém com auséncia de
revestimento mesotelial.

As amostras referentes aos animais 1 e 3 apresentaram estruturas bacterianas

aderidas ao urotélio de morfologia cocoide e coloracdo Gram positiva.



Figura 18: Fotomicrografia da regido central da cistoplastia reparada com a SIS acelular
(GC). Notar a variagdo de espessura do urotélio com area de falha completa do revestimento
(seta) (HE; 6,25x).

i‘ g 11 ;
Figura 19: Fotomicrografia de regido central de cistoplastia reparada com a SIS acelular
(GC). Notar a presenca de fibras colégenas multidirecionais coradas em azul (Masson;

6,25x).
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Figura 20: Fotomicrografia de regi@o central da cistoplastia reparada com a SIS acelular

(GC). Notar a presenca de fragmentos de membrana sendo fagocitados por macréfagos
(seta) (HE, 32x).

; , rr o 2 e el = f / A
Figura 21: Fotomicrografia da regido central da cistoplastia reparada com a SIS acelular

(GC). Notar a0 centro a presenca de fragmentos longitudinais de aspecto fibrilar e
hialinizado, corados em azul (Masson, 32x).
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De modo similar, a andlise histolégica das amostras centrais do GT apresentou
variagdes quanto aos critérios analisados. Entretanto, em todos os animais foi verificada
a presenca das quatro tunicas individualizadas e com arquitetura tipica. Observou-se
diferenca significativa entre o0 GC e GT, considerando-se a presenca de arquitetura
histol égica tipica naregido da cistoplastia (p<0,01).

Na tunica mucosa, foi observado revestimento urotelial pouco heterogéneo com
urotélio espesso em quase toda a sua totalidade e por vezes entremeado com &reas focais
de hiperplasia urotelial. Pequenas areas focais de auséncia do urotélio, contudo, também
foram verificadas em dois cées (2 e 4).

Subjacente as areas de hiperplasia urotelial, similar ao observado nos animais do
GC, foram identificados raros ninhos de Brunn em todos os animais do GT (Figura 23)
(p=0,17).

Adicionalmente, na tunica submucosa foram observadas &reas constituidas
predominantemente por fibroblastos e discreta quantidade de tecido conjuntivo
colagenoso, cuja natureza foi confirmada pelo método de Tricrdmico de Masson.

Entremeados ao estroma conjuntivo foram observados focos de hemorragia
aguda, vasos sanguineos de pequeno calibre e infiltrado inflamatério com predominio
de células polimorfonucleares (animais 1, 3 e 5) ou mononucleares (animais 2 e 4. Na
amostra do animal 1, o processo inflamatério foi classificado como exacerbado. N&o
foram evidenciados, contudo, neutréfilos degenerados ou a presenca de estruturas

bacterianas.



Figura 22: Fotomicrografia da regido central de lesdo vesical reparada com a SIS acelular
(GC). Notar auséncia da arquitetura vesical tipica e presenca de fibras musculares coradas
em vermelho, dispostas em feixes de diversos calibres. (Masson, 4x).
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Figura 23: Fotomicrografia da regido centra da cistoplastia tratada com a SIS semeada com
CMLH (GT). Notar ao centro ninho de Brunn subjacente a area focal de hiperplasia
urotelial. (HE, 12,5x).
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Na amostra correspondente ao animal 4 foi ainda visualizada na tunica
submucosa fragmentos residuais da membrana circundados por inimeros macréfagos
epitelidides com atividade fagocitéria tipo corpo estranho. Tais fragmentos também
foram observados no tecido conjuntivo intersticial da tinica muscular do mesmo animal
e naamostrado animal 1.

A tlnica muscular foram verificadas arquitetura e organizagdo tipicas,
caracterizada pela presenca das camadas longitudinal externa, circular média e
longitudinal interna (Figura 24) (p=0,17).

A tlnica serosa apresentou arquitetura tipica com presenca de revestimento

mesotelial em todos os caes.

5.6.2. Andlise histol 6gica das amostras de transi¢éo

Os cortes histol 6gicos das reas de transi¢céo compreendiam a SIS, acelular (GC)
ou semeada com CMLH (GT), e o tecido vesical adjacente. A distingdo exata entre a
membrana implantada e a bexiga original, no entanto, ndo foi possivel com base nos
achados histol dgicos.

No GC, as tunicas mucosa, submucosa, muscular e serosa foram identificadas
em todos os caes.

Na tanica mucosa, verificaram-se éreas de revestimento urotelial bastante
heterogéneas, variando desde a presenca de uma a duas camadas de células uroteliais até
a auséncia completa de urotélio em determinadas areas ou a presenca de hiperplasia
urotelial focal em outras.

Na submucosa, foi observada presenca de inimeros capilares sustentados por um
estroma de tecido conjuntivo frouxo, circundados por células inflamatérias com

predominio de mononucleares (animais 3, 4 e 5) ou polimorfonucleares (animais 1 e 2).
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Figura 24: Fotomicrografia da regido central da cistoplastia reparada com a SIS semeada

com CMLH (GT). Notar os inimeros fascicul os musculares corados em vermelho (Masson,
12,5x).
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Adicionamente, em determinadas &eas da tdnica submucosa foram
identificados focos de hemorragia aguda, edema e discreta quantidade de macréfagos
ativos, por vezes demonstrando figuras de fagocitose ao redor de fragmentos residuais
de membrana (animais 1 e 5). A natureza de tais fragmentos foi novamente confirmada
pelo método de Tricrdmio de Masson.

Na tunica muscular foram verificadas arquitetura e organizacdo tipicas —
caracterizada pela presenca das camadas longitudina externa, circular média e
longitudina interna — somente no cd 5. Nos demais, foram observados feixes
musculares de diferentes calibres, distribuidos aeatoriamente e sem a estruturagdo
histol 6gicatipica (Figura 25).

Na camada serosa foi constatada estruturagdo histolOgica tipica, porém sem
revestimento mesotelial.

Paralelo a0 descrito anteriormente, nas amostras de transicdo dos animais do
Grupo Tratado (GT) foram constatadas variagdes quanto aos critérios analisados. Em
todas as amostras, porém, foi verificada a presenca das quatro tdnicas com arquitetura
tipica

Na tunica mucosa foram observadas areas de revestimento urotelial homogéneo
com prevaléncia de poucas camadas de células em praticamente toda a extensdo do
urotélio; portanto, verificou-se a auséncia de areas de hiperplasia do urotélio e cistos de
Brunn. Aress focais de desnudamento do mesmo, no entanto, foram verificadas no céo
2.

Comparando-se 0 GC e GT, notou-se que o revestimento urotelial completo, na
regido de transi¢do foi superior no GT (p=0,05); entretanto, a hiperplasia urotelial foi
superior no GC (p<0,01).

A tanica submucosa foi verificada grande quantidade de capilares de pequeno
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calibre, congestos e sustentados por um estroma de tecido conjuntivo frouxo.
Adjacentes a esses vasos, identificaram-se ainda focos de hemorragia aguda, edema e
infiltrado inflamat6rio, constituido predominantemente por células polimorfonucleares
(animais 1, 3 e 5) ou mononucleares (animais 2 e 4).

No cdo 1, contudo, o processo inflamatério foi classificado como exacerbado.
Novamente ndo foram evidenciados neutréfil os degenerados ou a presenca de estruturas
bacterianas.

Na tunica muscular foram verificadas arquitetura e organizagcdo tipicas,
caracterizada pela presenca das camadas longitudinal externa, circular média e
longitudinal interna (Figura 26).

A presenca de estratificagdo tipica da tunica muscular, naregido de transi¢do, foi
superior no GT em relagéo do GC (p=0,05).

Adicionalmente, no tecido conjuntivo que permeava as fibras musculares na
amostra referente ao cdo 2, foram visualizados fragmentos residuais da membrana,
circundados por inimeros macréfagos epitelidides com atividade fagocitéria tipo corpo
estranho.

Na camada serosa, foi verificada arquitetura tipica com auséncia de revestimento
mesotelial apenas nos animaisl e 2.

As principais ateragbes histologicas, observadas nas regides centra e

transicional, estdo elencadas na Tabela 11.



Figura 25: Fotomicrografia de fragmento de transicéo entre a SIS acelular e abexiga origina
(GC). Notar os feixes musculares de diferentes calibres, distribuidos de forma aeatéria

(Masson, 2x).

Figura 26: Fotomicrografia de fragmento de transicdo entre a SIS semeada com CMLH e a
bexiga original (GT). Notar a disposicao tipica das camadas longitudinal externa (E), circular

média (M) elongitudinal interna (1) da tdnica muscular (Masson, 2x).
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5.7. Analise quantitativa do processo inflamatério

Na regido central da cistoplatia, verificou-se discreto infiltrado inflamat6rio em
trés animais do GC e trés do GT; moderado em um animal do GC e um do GT; e
acentuado em um animal do GC eum do GT.

Na regido de transicdo observou-se discreto infiltrado inflamatorio em trés
animais do GC e quatro animais do GT; moderado em um do GC; e acentuado em um
animal do GC e um animal do GT.

Com base na qualificacéo geral do infiltrado, dois animais do GC e trés do GT
apresentaram processo inflamatério agudo, caracterizado pelo predominio de células
inflamatérias polimorfonucleares.

Complementar ao dado supramencionado, trés animais do GC e dois do GT
apresentaram processo inflamatorio cronico, caracterizado pelo predominio de células
inflamatorias mononucleares.

N&o houve diferenca entre o0 GC e GT quanto ao infiltrado de céulas
polimorfonucleares tanto naregido central (p=0,55) quanto na de transi¢éo (p=0,42). Da
mesma forma, ndo houve diferenca entre o GC e GT quanto a quantidade de células
mononucleares na regido central da cistoplastia (p=0,69); No entanto, a presenca de
células mononucleares na regido de transicdo foi maior no GC em relagdo ao GT
(p=0,016).

Com relagdo a presenca de macrofagos, especificamente na regido central da
cistoplastia, verificou-se maior quantidade no GT em relacéo ao GC (p=0,03). Naregi&o
de transicdo, entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos (p=1,00)

(Figuras 27 e 28).
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Controle Tratado
Tratamentos

Figura 27. Dispersdo das amostras centrais dos animais dos grupos Controle e Tratado quanto a

guantidade de macréfagos

Controle Tratado
Tratamentos

Figura 28. Dispersdo das amostras periféricas dos animais dos grupos Controle e Tratado quanto a

quantidade de macréfagos
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O numero de vasos foi similar entre os grupos, tanto na regido central da
cistoplastia (p=0,31), quanto na de transi¢éo (p=0,22).
Quanto ao numero de fibroblastos também nédo foi notada diferenca entre 0 GC e

GT, nas regides central da cistoplastia (p=0,22) e de transi¢do (p=0,54).

5.8. Analise histopatolégica digital quantitativa

5.8.1. Andlise quantitativa das fibras col &genas e musculares

A organizagdo e distribuicdo das fibras musculares ndo foram levadas em
consideracdo na quantificagdo do tecido muscular, sendo apenas contabilizado o nimero
total de pixels referentes as fibras musculares, coradas em tons de vermelho claro e
escuro. De modo semelhante, para a quantificagdo do tecido colagenoso foi
contabilizado apenas o niUmero de pixels referentes as fibras colagenas coradas em tons
de azul claro e escuro.

Nas Tabelas 12 e 13, estdo apresentadas a porcentagem média dos tecidos
muscular e colagenoso nas regides central e de transicdo dos cées do GC e GT. Os
respectivos gréficos de dispersdo estéo apresentados nas Figuras 29, 30, 31 e 32.

Em decorréncia dos resultados anteriores, a relagdo entre o tecido muscular e
colagenoso foi maior nos animais do GT quando comparados aos do GC, tanto na

regido central da cistoplastia (p=0,025) quanto na de transi¢éo (p=0,016).
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Tabela 12. Distribuicdo da quantidade de tecido muscular das amostras centrais e de

transi¢cdo dos animais dos grupos Controle (GC) e Tratado (GT)

Controle Tratado
Regi&o N Média N Média Valor p
Central 5/5 0,30+ 0,20 5/5 0,56 + 0,07 0,04
Transicdo 5/5 0,54+ 0,04 5/5 0,68 + 0,07 0,07

Tabela 13. Distribuicdo da quantidade de tecido colagenoso das amostras centrais e de

transi¢c&o dos animais dos grupos Controle (GC) e Tratado (GT)

Controle Tratado
Regido N Meédia N Média Valor p
Central 5/5 0,70+ 0,20 5/5 0,44+ 0,07 0,04
Transicéo 5/5 0,46+ 0,04 5/5 0,32+ 0,07 0,07
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Figura 29. Dispersdo das amostras na regido central dos animais dos grupos Controle e Tratado quanto a
porcentagem de fibras musculares. PMCentro: Porcentagem de mlsculo na regido central; TTO:

Tratamentos.
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Figura 30. Dispersdo das amostras na regido de transicdo dos animais dos grupos Controle e Tratado
guanto a porcentagem de fibras musculares. PMPerif: Porcentagem de musculo na regido de transicéo
(periférica); TTO: Tratamentos.
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Figura 31. Dispersdo das amostras na regido central dos animais dos grupos Controle e Tratado quanto a
porcentagem de fibras colagenas. pColCentro: Porcentagem de coldgeno na regido central; TTO:

Tratamentos.
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Figura 32. Dispersdo das amostras na regido de transicdo dos animais dos grupos Controle e Tratado
guanto a porcentagem de fibras colagenas. pColPerif: Porcentagem de colageno na regido de transicéo

(periferia); TTO: Tratamentos.
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5.8.2. Quantificacdo da espessura da tinica muscular

A espessura da tunica muscular na regido central do GC nédo foi mensurada
devido & disposicdo de suas fibras em feixes de diferentes calibres, distribuidos
aleatoriamente ao longo do corte histolégico. A tdnica muscular na regido central do
GT, entretanto, apresentou estratificacdo tipica que permitiu a mensuracdo de sua
espessura. A espessura média da tunica muscular nas amostras centrais do GT foi de
2679,55 pm.

Ja naregido de transi¢cdo, a mensuracdo foi realizada tanto no GC como no GT
devido a presenca de estratificacdo histoldgica tipica da tanica muscular em ambos os
grupos. Sendo assim, a espessura média da tunica muscular na regido de transicéo do
GC foi de 2809,86 pym e do GT de 3366,21 pm. N&o houve diferenca quanto a

espessura da tunica muscular na regido de transicdo dos animais de ambos os grupos

avaliados (p=0,42).
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6. DISCUSSAO

6.1. Cultivo celular

A SIS assume destague dentre diversos tipos de enxertos devido a sua
capacidade de reparacdo da bexiga e outros tecidos do trato urindrio (YIANG e
GUOMIN, 2008); este fator influenciou sua escolha para uso no presente estudo.

Segundo Kropp et al. (1996) e Atala (2000), a neobexiga formada a partir da
SIS, entretanto, difere histologicamente quanto a organizacdo e quantidade das fibras
musculares lisas, dispostas de maneira desorganizada e em menor nimero. Além disso,
O'sullivan e Barrett (1993) descreveram que a bexiga tornar-se-ia permanentemente
contraida quando reparada apenas com biomateriais, sendo a utilizagdo conjunta de
células musculares uma alternativa para minimizar essa ocorréncia. Segundo, Kimuli et
al. (2004), as capacidades de contragéo e relaxamento normais da bexiga dependem da
camada muscular normal. Assim sendo, foi primordial a padronizagao da cultura celular
que se mostrou exequivel e sem complicagdes durante as vérias etapas associadas, como
a identificagdo das CMLH, de suma importancia para a concretizacdo do estudo. A
identificagdo das células foi realizada inicialmente por meio de andlise morfoldgica. De
acordo com Freshney (2005), a observacdo da morfologia celular € o método mais
simples e direto de identificacdo, além de permitir aavaliagdo simulténea da integridade
fisicadas células.

A morfologia das CMLH empregadas neste estudo apresentavam as
caracteristicas similares as descrita por Vasconcelos e Carvalho (2005). Segundo os
autores, as células musculares lisas s80 grandes e apresentam mais frequentemente
aspecto fusiforme. O formato do nucleo, situado naregido central, depende do estado de

contragdo, sendo normalmente alongado e de contorno irregular durante o repouso.
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Além disso, destacam-se pequenas vesiculas dispostas ao longo das células, intercaladas
com areas densas que ancoram o citoesqueleto. Tais estruturas seriam caracterizadas por
invaginagdes na superficie da membrana plasmética, denominadas cavéolas.

O agpecto fusiforme das CMLH, entretanto, pode com frequéncia assemel har-
se ao dos fibroblastos, contaminantes comuns em cultivos celulares e que podem
contribuir na formagdo de tecidos cicatriciais e na diminuicdo da funcdo contratil da
bexiga (Sharma et al., 2009). Segundo Moraes e Joazeiro (2005), os fibroblastos
apresentam perfis alongados ou fusiformes com pequeno nimero de prolongamentos
citoplasméticos. O nucleo é volumoso e eliptico, e vesiculas citoplasmaticas podem ser
visualizadas de acordo com a atividade funcional .

Em raz&o da similiaridade entre as CML da bexiga e fibroblastos, foi realizada
imunocitoquimica pelo método LSAB. De acordo com Freshney (2005), a
caracterizagdo celular por imunocitoquimica, baseada na identificacdo de marcadores
antigénicos, consiste em ferramenta Util para a autenticacdo da origem celular em
cultivos primérios; diferenciacdo de possiveis linhagens celulares contaminantes; e
determinacdo de transformacdo celular, sgja esta associada a processo fisioldgico ou
neopl asi co.

A marcagdo positiva para a-actina de musculo liso, verificada no citoplasma
das cdlulas cultivadas neste estudo, possibilitou confirmar a origem muscular das
mesmas e distingui-las de possiveis fibroblastos contaminantes. A a-actina € uma
proteina muscular constituinte dos filamentos contrateis, expressa em diferentes niveis
de diferenciagdo das células da musculatura lisa da bexiga e de outros 6rgdos viscerais
(WICE e GLASER, 1987; VASCONCELOS e CARVALHO, 2005).

Por outro lado, CML da bexiga também podem expressar epitopos de

superficie préprios de fibroblastos e células endoteliais a0 sofrerem processo de
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“desdiferenciagdo” (SHARMA et al., 2009). De acordo com Wice e Glaser (1987), a
reversibilidade do processo de diferenciac@o das células musculares pode ocorrer em
condicdes especificas, como a alta concentracdo de soro no meio de cultura. O meio de
cultura utilizado no presente estudo, contudo, ndo possuia quantidade excessiva de soro
fetal bovino.

Adicionalmente, as células musculares que iniciam o0 processo de
“desdiferenciacdo” tornam-se menos quiescentes e interrompem a sintese de proteinas
contréteis (WICE e GLASER, 1987). Assim como descrito nos resultados, tais
alteracbes ndo foram verificadas no presente estudo durante as avaliagOes
mi croscopi cas em microscopio invertido e aimunocitogquimica.

A perpectiva futura, portanto, € que aém da vaidagdo do cultivo celular por
imunofenotipagem, seja realizada a andlise gendbmica das células cultivadas, obtidas
por meio de microdisseccéo tecidual a laser e outras tecnologias (FRESHNEY, 2005;
SHARMA et a., 2009).

Apesar do exposto, a obtencdo das células pelo método convencional de
cultivo e a caracterizac8o fenotipica exclusivamente para a-actina de musculo liso ndo
comprometeram os resultados verificados neste estudo.

Ainda com relagdo ao cultivo celular, os animais que vieram a 6bito (doadores
1 e 2) proporcionaram maior quantidade de CMLH quando comparados aos animais do
GC. Isso se deve ao fato da disponibilidade de tecido ser maior na primeira situagéo,
pois a bexiga foi removida em quase sua totalidade, logo depois de constatado o 6bito.

No caso dos animais do GC, no entanto, as células foram obtidas a partir de
pequenos fragmentos da bexiga, durante a realizagcdo da cistoplastia.

Assim sendo, os tecidos cadavéricos de animais previamente selecionados

constituem uma alternativa satisfatoria para a obtencdo de células homologas da
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bexiga, pois aém da aparente vantagem quanto a disponibilidade tecidual, as células
homdlogas possuem as mesmas caracteristicas das células autdlogas, incluindo a sua
capacidade de auto-replicacdo (ALVEZ et al., 2009).

Embora as células autélogas constituam a primeira opcéo em terapias celulares,
a quantidade de células obtidas geralmente € muito limitada, em especial considerando
se aidade do paciente for avancada ou o procedimento de coleta colocar em risco avida
do paciente (ALVEZ et a., 2009). Outra desvantagem apontada por Zhang et a. (2005)
e mais recentemente Yinan e Guomin (2008), consiste na possibilidade de coleta e
cultura de células neoplasicas em pacientes oncoldgicos. Segundo os autores
supramencionados, portanto, o uso de células homdlogas, obtidas a partir de cadaveres,
seria uma aternativa viavel frente as células autélogas. O uso das células homol6gas,
sem duvidas, para a aplicacdo pratica em medicina veterindria é muito vantajoso.

A auséncia de alteragbes compativeis com rejeicdo hiperaguda ou aguda neste
estudo também corrobora com a utilizagdo das CMLH na reparacdo de lesdes
envolvendo a bexiga. De acordo com Wakitani et al. (2008), as células homdlogas
guando expandidas in vitro possuem potencial imunogénico bastante reduzido e podem
ser utilizadas com seguranca no reparo de lesbes em diferentes tecidos.

Do mesmo modo, lamaguti et a. (2010), avaliando a utilizagdo de condrécitos
homaologos no reparo de lesbes osteocondrais em cées, descrevem que as células
homdlogas quando cultivadas in vitro diminuem sua expressdo antigénica. De acordo
com Lavasani et a. (2007), em diversos estudos avaliando a utilizagdo de midcitos
primarios no reparo de lesdes musculares, as células que permaneceram por maior
tempo em cultivo e consequentemente sofreram maior nimero de passagens, perderam
uma série de antigenos e transformaram-se in vitro em células musculares precursoras

com maior capacidade de regeneraco da musculaturain vivo.
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Neste estudo, as células empregadas sofreram em média trés passagens antes de
serem semeadas sobre a SIS. Acredita-se, portanto, que o tempo de cultivo celular e as
passagens realizadas devem ter contribuido para a diminui¢do da expressdo antigénica
das CMLH dabexiga.

Foi observada ainda adequada interacdo in vitro entre as CMLH e a SIS.
Segundo Zhang et al. (2005), isso se deve a presenca de proteinas estruturais e
funcionais em sua composicdo, como colégeno, fatores de crescimento, citocinas,
glicoproteinas e proteoglicanos que promovem a migracdo e interacdo intercelulares
(VOYTIK-HARBIN et al., 1996; YAMADA et a., 2003; GRECA et a., 2004). Em
funcdo da sua opacidade, contudo, a SIS apresentou no presente estudo uma
desvantagem enquanto arcabouco celular in vitro, caracterizada pelaimpossibilidade de
visualizagdo das células semeadas no centro da membrana durante as avaliagOes
mi croscdpicas com microscopio invertido.

Tal desafio, entretanto, foi superado pela avaliagcdo histopatol 6gica pelo método
de Tricrémico de Masson, possibilitando dessa forma identificar os nlcleos celulares
entremeados a fibras colégenas coradas ora em azul ora em vermelho. De acordo com
Ginn et a. (2007), o método de Masson é Util na diferenciagdo de fibras colagenas,
normalmente coradas em azul. Entretanto, fibras colagenas alteradas também podem
ser coradas em vermelho e estéo associadas a processos degenerativos.

Portanto, as fibras colédgenas coradas em vermelho, observadas no estudo,
podem estar relacionadas a degradagdo a qual foram submetidas durante o
processamento histolégico. Na membrana implantada, porém, ndo forma observadas
ateracbes durante o periodo de incubagdo e/ou processamento similar que pudessem

influenciar nos resultados obtidos.
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6.2. Avaliacdo clinica e laboratorial

Nas avaiacOes clinicas, o aumento dos linfonodos inguinais foi observado
temporariamente logo apds o procedimento cirdrgico e foi decorrente do trauma
tecidual cirdrgico. Segundo Getty (2008), os linfonodos inguinais sdo responsaveis pela
drenagem da érea abdominal incisada.

De modo similar, atribui-se a perda de peso corpéreo ao trauma e estresse
cirtrgicos. Segundo Fossum et al. (2008), a perda de peso pode ocorrer no periodo pés-
operatério devido a demanda aumentada por proteinas e calorias para a reparacdo
tecidual, dentre outros fatores ndo observados no experimento em questdo, como
anorexia, ma absor¢ao e sepse.

Apatia e sensibilidade abdominal decorrentes do procedimento cirargico foram
igualmente observadas no pos-operatério imediato. Contudo, acredita-se que a
implantagdo da membrana ndo resultou em maior sensibilidade abdomina em relagdo a
cirurgia vesical convencional, procedimento comumente realizado na rotina cirurgica
veterinaria. Esta alteracdo ndo persistiu por tempo prolongado devido a instituicdo de
adeguado protocolo analgésico.

Alteragbes miccionais, como polacitria e hematiria, em geral, foram
verificadas logo apOs 0 ato operatdrio em razdo do trauma tecidua e inflamagdo da
bexiga, mas também pela propria presenca da membrana. Segundo Zhang et al. (2006)
e Know et a. (2008), a implantagdo da SIS ou outras membranas biodegradaveis
acarretaria na diminuicdo das capacidades de distensdo vesical e armazenamento de
urina, resultando consequentemente em polacidria.

Ja a observacgdo de polacidria e hematUria nos animais do GC em momentos

posteriores (M7 e M30) deve-se a infeccdo do trato urinario, confirmada por meio dos
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exames de urinatipos | e Il, e exame ultrassonogréfico abdominal. Segundo Nelson e
Couto (2010), polacidria e hematiria micro ou macroscopica frequentemente sao
decorrentes de infec¢do do trato urinario. A hematdria microscopica foi confirmada
pelo exame de urinatipo | e sera discutida mais adiante.

Nos pardmetros hematol dgicos, foi verificada ao hemograma intensa eosinofilia
no M60 em ambos os grupos avaliados. A eosinofilia esta comumentemente
relacionada a processos aérgicos, parasitoses, neoplasias e outros distlrbios
imunomediados especificos (BUSH, 2004; CONWAY et al., 2011).

Entretanto, apesar de rara, 0 aumento do nimero de eosindfilos circulantes
também pode estar associado a rejeicdo aguda apds neurocirurgias utilizando enxertos
colagenos derivados de tecidos bovinos e transplantes cardiacos em humanos (FOY et
a., 2008; NAROTAM et al., 2009; CONWAY et a., 2011).

A eosinofilia observada no presente estudo, contudo, provavelmente ndo esta
relacionada a rejeicdo ocasionada pela membrana e/ou células semeadas, uma vez que
ndo se observou quantidade expressiva de eosindfilos infiltrados na submucosa das
amostras obtidas ap6s biépsia. Ao contréario, Conway et a. (2011), observaram as
secgOes histolégicas do miocéardio processo inflamatério difuso com exacerbada
quantidade de eosintfilos em um paciente com eosinofilia apds transplante cardiaco. O
mesmo foi verificado por Narotam et a. (2009) durante avaliagdo histolégica do
enxerto derivado de tecido bovino, utilizado no reparo da dura-méter em um paciente
apos craniotomia da fossa posterior.

Adicionalmente, os animais deste estudo ndo manifestaram outras ateractes
clinicas significativas que corroborassem com a hipétese de eosinofilia secundaria a
rejeicdo. Ja Foy et al. (2008) descrevem a ocorréncia de eritema difuso e hipertemia em

um paciente com eosinofilia, submetido a reparo da dura-mater com enxerto colageno
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derivado de tecido bovino. De acordo com os autores, as alteragdes clinicas cederam
ap0s a remocao do enxerto.

Por outro lado, Kim et al. (2008) afirmam que a eosinofilia pode apresentar
valor prognéstico benéfico em pacientes com disturbios linfoproliferativos submetidos
atransplante de células precursoras ndo diferenciadas (stem cells). Segundo os autores,
pacientes com eosinofilia tardia apresentaram maior sobrevida quando comparados
aqueles com nimero normal de eosindfilos circulantes no mesmo periodo. 1sso seria
devido, provavelmente, a ativacdo da via Th2, responsavel pela liberacdo de citocinas
eosinofilicas, e diminuicdo da ativacdo da via Thl, responsavel pela ativagdo de
linfocitos (KIM et al., 2008). De acordo com Conway et al. (2011), sdo os linfécitos T e
ndo os eosindfilos que normalmente estéo envolvidos com os mecanismos de rejei¢céo
celular aguda.

N&o h4, porém, consenso na literatura quanto a participacdo dos eosinofilos nos
processos de rejei¢cdo aguda, bem como quanto a existéncia ou ndo de associacao entre
aeosinofilia e o risco de desenvolvimento de rejeicdo (KIM et al., 2008; CONWAY et
al., 2011).

Assim sendo, ndo foi possivel inferir com exatiddo a causa da eosinofilia neste
estudo. Apesar de ndo identificados parasitas a0 exame coproparasitolégico e de
realizado periodicamente o controle de ectoparasitas, 0s animais estavam expostos
frequentemente a desafios externos dessa natureza. Acredita-se, portanto, que isso
possa ter influenciado nos resultados obtidos. A observacdo dos animais por um
periodo maior, adém da adocdo de um ambiente com controle mais rigoroso,
especiamente se consideradas outras espécies animais para experimentacdo, consistem

em alternativas para a elucidagdo dessa ateraco.
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Em relacdo as anormalidades ao exame de urina tipo |, foi verificada ao longo
do periodo de avaliagdo densidade urinaria por vezes com valores acima ou abaixo dos
referenciais. Acredita-se que a presenca de sedimento urinario, confirmada pelo exame
ultrassonogréfico abdominal, pode ter contribuido para o aumento da densidade
urindria nesses animais. Adicionalmente, segundo Bush (2004), vaores elevados
podem resultar de desidratacéo grave, perfusdo renal inadequada, hemorragia e choque.
Os animais que apresentaram desidratacdo pés-operatéria foram adeguadamente
tratados até que os valores laboratoriais retornassem a normalidade. As demais causas
ndo foram observadas no presente estudo.

Ja de acordo com Brown (2003), valores baixos estéo associados a doenga renal
aguda ou crbnica, obstrucdo parcial do trato urinério, diversas endocrinopatias e
polidipsia primaria. Os animais do presente estudo ndo apresentaram polidipsia
priméria, porém foram submetidos em determinadas situagbes a maior inducdo de
ingest&o de agua para realizacdo do exame ultrassonogréfico abdominal, durante o qual
foi realizada cistocentese para coleta de urina.

Além disso, os valores baixos podem ser justificados pelo fato dos animais com
funcéo renal normal poderem exibir reducdo temporéria na capacidade de concentragéo
urindria no periodo pds-operatério devido a anestesia ou administragdo de agentes
antiinflamatérios ndo-esterdides (BROWN, 2003).

As demais causas descritas ndo foram verificadas. Ao ser constatada a alteracéo,
todos os animais foram desprovidos de agua por um periodo equivalente a oito horas,
apresentando entdo aumento da densidade urinéria.

Ainda quanto as anormalidades ao exame de urina tipo |, os animais do GC
apresentaram aumento do pH médio aos 30 dias de pds-operatério, atribuido a

ocorréncia de cistite. Segundo Bush (2004), o pH urinario alcalino decorre de infecgdo
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do trato urinario envolvendo bactérias produtoras de urease que degradam a uréia e
transformam-na em aménia, cujo pH € ato. N&o foram observadas outras condicoes
acalinizantes, como émese, retencdo urinéria ou dieta pobre em proteinas e rica em
vegetais.

Além da acdinizacdo da urina, animais com infeccdo do trato urinario
apresentam frequentemente bacteritria, hematUria, pilria, cristaldria e aumento da
concentracdo protéica urinaria (NELSON e COUTO, 2010). De acordo com Bailiff et
al. (2008), a severidade da bacteridria, hematlria e pitria no sedimento urin&rio esta
fortemente correlacionada com cultura positiva. Nestes caes do estudo, tais achados
laboratoriais foram igualmente observados ao longo do periodo de avaliagdo nos
animais do GC com cultura positiva.

Kwon et al. (2008) também verificaram bacteritria, hematlria e pilria apds
implantacdo de membrana bioldgica em cées submetidos a cistectomia subtotal.
Segundo 0s mesmos, a ocorréncia de cistite foi atribuida a permanéncia de sonda
uretral por uma semana apés a cistoplastia. Do mesmo modo, Probst et al. (2000)
relataram a ocorréncia de cistite em cinco dos sete cées mantidos sondados apds a
implantagdo de membrana colégena para a reparacdo da bexiga. Tal conduta, apesar de
alguns resultados similares, ndo foi realizada neste estudo.

Sendo assim, a alta ocorréncia de cistite poderia estar relacionada a diversos
fatores inerentes a0 proprio animal, ao procedimento cirdrgico ou até mesmo a
membrana utilizada.

Seguin et al. (2003) sugerem que cadelas castradas apresentam maior risco de
infecc8o do trato urin&rio devido as diferencas anatdmicas e fisiologicas existentes
entre machos e fémeas. Segundo os autores, 0 comprimento da uretra e as secrecdes

prostaticas bactericidas nos caninos machos diminuem a colonizagdo e ascensdo de
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bactérias da uretra proximal e média para a bexiga (GINN et a., 2007; NELSON e
COUTO, 2010).

Tal hipétese é sustentada pelo fato do agente bacteriano envolvido ser do género
Saphylococcus spp, constituinte da microbiota normal do trato genital inferior e que
em situacBes de baixa resisténcia imunolégica e/ou devido a alteragdes do micro
ambiente local, pode facilmente ascender pela uretra de menor comprimento e
desprovida de mecanismos de protecdo, colonizando a urina e determinando quadros
patolégicos (AVILA, 2008). Os animais do presente estudo ndo apresentaram
alteracBes condizentes com baixa resisténcia imunol 6gica.

De fato, Kropp et a. (1996), avaliando 19 cdes machos submetidos a
cistoplastia utilizando a SIS acelular, ndo verificaram cistite em nenhum dos animais
durante um a 15 meses de pGs-operatorio.

Os animais do GT, entretanto, apesar de fémeas e castradas, também néo
apresentaram cistite durante o periodo de avaliagéo.

O estresse cirargico também poderia justificar a elevada ocorréncia de cistite,
uma vez que atas concentragfes de cortisol enddgeno levariam a uma diminuic¢éo do
efeito quimiotédxico de leucdcitos para o lumen vesical, deixando a urina e bexiga
vulnerdveis (Bailiff et a., 2008). Segundo de Langue et al. (2004), altas concentractes
de cortisol endégeno em gatos com hipertireoidismo resultaram em maior ocorréncia de
infecgcdo do trato urindrio. O mesmo foi verificado por Torres et al. (2005), avaliando a
associacdo entre infecgdo do trato urindrio e a administracdo de glicocorticoides por
tempo prolongado em 127 caes com afecgdes pruriginosas.

Ainda com relacdo ao procedimento cirargico, Nelson e Couto (2010) afirmam
que lesbes extensas da mucosa vesical envolvendo os vasos intramurais poderiam

resultar em infecgdo do trato urinério pela reduc@o do influxo de leucocitos e outros
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fatores antimicrobianos para o lumen da bexiga. No presente estudo, entretanto, os
grandes vasos intramurais foram preservados durante a cistoplastia.

Adicionamente, as baixas densidades urinérias poderiam predispor a infeccdo
do trato urinario devido a diminuicéo da concentracdo de substancias com propriedades
bacteriostéticas, presentes normalmente na urina concentrada (BAILIFF et a., 2008).
Todos os animais do GC com baixa densidade urinéria apresentaram cistite em algum
momento do periodo de avaliacdo. Os animais do GT com baixa densidade urinaria,
entretanto, ndo apresentaram cistite no mesmo periodo.

Os animais do GC com cistite apresentaram ainda cristalUria no periodo pés-
operatdrio. Segundo Zhang et a. (2006), os resquicios da SIS poderiam atuar como
ninhos para a agregacao de cristais dissolvidos na urina e formagéo de urdlitos que, por
sua vez, poderiam predispor o desenvolvimento de infeccdo do trato urin&rio
(BARTGES e LANE, 2003). Bailiff et al. (2008), avaliando gatos com doenca renal
crénica, verificaram uma forte associagdo entre urolitiase e a presenca de infecgdo
bacteriana do trato urinario.

Os animais do GT, entretanto, apresentaram cristallria sem a presenca
concomitante de cistite e/ou urolitiase. 1sso se deve ao fato da cristalUria ocorrer com
frequéncia mesmo em animais normais, sendo o nimero de cristais dependente da
concentracdo da urina e de seu pH. Além disso, os sais em solugdo normalmente
precipitam conforme a urina coletada esfria e particularmente quando é refrigerada
(BUSH, 2004).

A cristallria isolada, portanto, ndo seria a causa primaria da cistite verificada
nos animais do GC, sendo apenas um fator promotor atrelado a utilizagdo da membrana
acelular, além de uma consequéncia a ateracdo do pH urindrio secundério a presenca

de bactérias.
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Ainda quanto as anormalidades verificadas ao exame de urinatipo |, 0 aumento
da concentracdo protéica urinéria pode ser justificado pela hematiria e/ou inflamagdo
do trato urinério. Segundo Bush (2004) e Grauer (2007), inflamacdo, especialmente
quando associada a infeccdo ou hematUria originaria de qualquer porcdo do trato
urinério podem resultar em proteintria. Ndo foram verificadas outras causas potenciais,
como lesdo renal, hemoglobinemia, hiperproteinemia ou mioglobinemia.

Dessa forma, por exclusdo, pode-se sugerir que os animais do GT n&o
apresentaram cistite quando comparados aos do GC em razéo da utilizagdo das CMLH
sobre a SIS, pois essas possivelmente impediram a incrustacdo da membrana por
cristais e debris celulares, dissolvidos em maior quantidade na urina pelo préprio
traumacirargico (ATALA, 2000). Adicionamente, a SIS semeada com CMLH
resultou, conforme sera discutido mais adiante, em maior deposicdo de fibras
musculares em detrimento a fibras colagenas. Dessa forma, acredita-se que a maior
quantidade de fibras colagenas nas bexigas neoformadas com a SIS acelular resultaria
em menor capacidade contrétil das mesmas, resultando consequentemente em maior
guantidade de urinaresidual (YOO et a., 1998).

Portanto, a presenca de cristais depositados sobre a SIS acelular e a maior
quantidade de urina residual, somados a conformacdo anatbmica da uretra e a
diminuicdo de fatores bacteriostéticos, poderiam ter predisposto a infec¢do do trato

urinario nos animais do GC.

6.3. Avaliacdo ultrassonogr afica abdominal

Assim como relatado na Medicina por Hertzberg et al. (1987), o qual avaliou 47

pacientes submetidos a enterocistoplastia, 0 exame ultrassonografico abdominal,
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realizado aos 30 e 60 dias de poOs-operatério, permitiu a deteccdo de alteracBes
decorrentes do processo de reparacao tecidual da bexiga e do procedimento cirdrgico.

Quanto as alteracles visibilizadas, os animais dos grupos Controle e Tratado
apresentaram areas de irregularidades e espessamento da parede vesical ao redor da
membrana implantada no M30. Acredita-se que tais ateracdes sejam decorrentes da
resposta inflamatéria associada ao processo de reparacdo tecidual, bem como da
presenca de cistite (animais do GC). De acordo com Finn-Bodner (1995), cées com
cistite ou outras condicdes inflamatdrias da bexiga podem apresentar irregularidades e
espessamento focal ou difuso da parede vesical, cuja aparénciaretornaria ao normal téo
logo ainflamagdo fosse interrompida.

Teixeira et a. (2007), avaliando a viabilidade do alo-transplante de bexiga em
caes, também relataram a ocorréncia de espessamento e maior ecogenicidade da parede
vesical aos 30 dias de poOs-operatdrio. Os autores, entretanto, ndo descrevem a
ocorréncia de cistite, apesar dos animais terem sido submetidos a terapia
IMUNOSSUpressora com ciclosporina.

No M60, a parede vesica dos animais de ambos 0S grupos continuava
espessada, sendo seu vaor, porém, reduzido e mais proximo do normal. Ta fato
corrobora com a manutencdo da resposta inflamatéria de menor intensidade nesse
momento da avaliagdo. Acredita-se, portanto, que a parede vesical tenderia a
normalidade caso o0 tempo de avaliacdo pos-operatoria fosse prolongado.

Probst et al. (2000), avaliando sete caes submetidos a cistoplastia com matriz
extracelular homdloga da bexiga, relataram o retorno a normalidade da espessura da
parede vesical depois de sete meses daintervencgdo cirdrgica. Segundo 0os mesmos, apos
esse periodo, a parede da bexiga apresentou aspecto morfolégico similar ao verificado

no exame ultrassonogréfico pré-operatorio.
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Concomitantemente as &reas irregulares e de espessamento, foi visibilizado aos
30 dias de pbs-operatdrio, em um animal do GC, uma estrutura hipoecogénica e cistica
aderida a membrana, compativel com pseudomassa. Tal estrutura poderia ser um
coagul o decorrente do acimulo de sangue pela cistite, ja que néo foi possivel visibiliz&
la novamente aos 60 dias de pds-operatério. A aparéncia ultrassonogréfica dos
coagulos depende do seu tamanho e cronicidade, mas em gera os aderidos a parede
vesical possuem aspecto interno rendilhado, similar a tecido (FINN-BODNER, 1995).
Pélipos murais, abscessos ou neoplasias sdo considerados diagnosticos diferenciais,
porém, nesses casos a evolugdo tenderia a ser progressiva (HERTZBERG et a., 1987;
FINN-BODNER, 1995). Além disso, essas estruturas normamente apresentam
vascularizagdo, passivel de identificacdo pelo eco-doppler, fato ndo observado no
presente estudo.

Adicionamente, quatro animais do GC apresentaram sedimento urinério aos 30
dias de pos-operatério, caracterizado por pontos ecogénicos flutuantes no interior da
bexiga. Segundo Green (1996), pequenos pontos ecogénicos sdo visibilizados em
pacientes com cistite bacteriana aguda devido a presenca de sangue, pus e/ou debris
celulares na urina. Hertzberg et al. (1987) também relataram a ocorréncia de sedimento
urinério em pacientes sem infeccdo do trato urindrio, secundéria a hematlria
exacerbada ou a presenca de muco.

Assim sendo, o exame ultrassonografico abdominal, associado as ateracfes
clinicas e laboratoriais, possibilitou o diagnéstico de cistite bacteriana nos animais do
GC no M30.

Entretanto, a presenca de sedimento urinario foi verificada também aos 60 dias
de poOs-operatorio em dois animais do GC sem alteracles clinicas e laboratoriais

compativeis com cistite ou hematuria. Acredita-se que nesses casos outra condicao,
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como urolitiase, estivesse relacionada com a manutencdo do processo inflamatorio e
consequentemente a visibilizacdo de sedimento urinario. De fato, em trés animais do
GC foram visibilizados urdlitos, enquanto que nenhum do GT apresentou a alteracéo.

Zhang et a. (2006) avaliando a implantacdo da SIS na reparacdo da bexiga de
cdes submetidos a cistectomia subtotal, também ndo relataram a presenca
concomitante de urolitiase e infeccdo do trato urindrio, atribuindo a ocorréncia da
primeira a incompleta reabsorcdo do enxerto. Segundo os autores, os resquicios da SIS
atuariam como ninhos para a agregacao de cristais e formagdo de urdlitos. Os urdlitos
por sua vez levariam airritacdo e lesdo da parede vesical e perpetuacdo da inflamagéo
(NELSON e COUTO, 2010).

Dessa maneira, sugere-se que ndo foram visibilizados sedimento urinario e
urolitiase ao exame ultrassonografico dos animais do GT devido a um possivel efeito
protetor das células semeadas sobre a membrana. As células formariam uma barreira
protetora impedindo gque os cristais dissolvidos na urina possam se precipitar entre as
fibras colagenas da membrana (ATALA, 2000; ZHANG et al., 2006).

Por fim, em um animal do GC foi visibilizada compartimentalizagdo no M60.
Acredita-se que isso se deva a incompleta e deficiente reabsor¢do da membrana, a qual
estava projetada em direcdo ao limem vesical. Hertzberg et a. (1987) referem a
ocorréncia de compartimentalizacdo devido a formagdo de aderéncia em um paciente
submetido a multiplas cirurgias e com infecgdo recorrente do trato urin&rio. O animal
em questdo, no entanto, foi submetido a um Unico procedimento e apesar de ter tido
cistite bacteriana, a infecgdo foi debelada sem complicacbes apds ingtituida terapia
clinica adequada.

Probst et al. (2000), contudo, ndo verificou alteragbes no formato da bexiga

apos sete meses da implantagdo da SIS acelular, o que sdlienta a possibilidade de
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transitoriedade para a alteragdo verificada no presente estudo. Ainda de acordo com
Hertzberg et a. (1987), essa alteracdo ultrassonogréfica deve ser cuidadosamente
avaliada em diferentes planos, pois projecdes da parede vesical sdo comuns devido a
compressao intestinal.

Apesar de muitos autores indicarem a redizagdo de uretrocistografia para
melhor avaliagdo do formato da bexiga, essa ndo foi realizada nesse caso e nos demais
animais do estudo devido a possibilidade de ocorréncia de cistite estéril pela propria
presenca do contraste iodado (BIRCHARD, SHERDING, 2006), o que poderia resultar
em um micro-ambiente inflamatério que possivelmente interferiria com o processo de
reparacao tecidual. Além disso, pretendeu-se diminuir a possibilidade de contaminagéo
da urina/ membrana implantada com agentes microbianos externos durante a sondagem
vesical parainfusdo do contraste.

Assim, corroborando ao descrito por Gallatti e Iwasaki (2004), o exame
ultrassonogréfico abdominal mostrou-se Gtil na identificacdo das alteragdes
supramencionadas; permite avaliar o formato, localizag&o e anatomia interna da bexiga,
além de detectar com maior frequéncia urdlitos e espessamento de parede. O pronto
reconhecimento dessas alteragfes € de suma importancia para que sgam suprimidos
erros na interpretacdo diagndstica e consequentemente no estabelecimento do
prognostico de pacientes sabidamente ou ndo submetidos a cistoplastia (HERTZBERG

et al., 1987).

6.4. Avaliacdo macr oscopica e anélise da composi¢ao dos ur 6litos

A lesdo da bexiga foi reparada satisfatoriamente e a membrana incorporada em

ambos o0s grupos avaliados, ndo sendo possivel identificar macroscopicamente os
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limites do tecido neoformado. Abraham et a. (2000), avaliando a SIS na reparacéo de
defeitos abdominais em coelhos, também relataram boa incorporagé@o dessa pelo tecido
origina adjacente. De acordo com Kim et al. (2008), é esperado que a SIS integre-se
com o tecido ao seu redor devido a existéncia de proteinas estruturais e outras moléculas
sinalizadoras similares aquel as existentes no tecido nativo.

Dessa forma, foi importante a colocacdo de suturas com fio de néilon préximo as
margens da membrana. Kropp et a. (1996) e Zhang et al. (2006), avaliando a
incorporacdo da SIS em caes submetidos a cistoplastia, também descrevem a utilizacdo
de suturas previamente colocadas para o auxilio naidentificacdo do tecido de reparacéo
formado apds aimplantacéo do enxerto.

Adicionalmente, o epiplon/gordura periuretral aderiram-se a face externa da
bexiga em alguns animais deste estudo, mesmo ndo sendo realizada manobra de
aproximagdo e/ou fixagdo. Em analogia ao descrito por Law et a. (1988), avaliando a
adesdo do epiplon em materiais prostéticos, tal fato seria atribuido a reparagéo lenta da
membrana e auséncia de tunica serosa

A aderéncia do epiplon a bexiga, entretanto, € benéfica e pode interferir no
processo de reparacdo. Segundo Know et al. (2008), avaliando a reparacéo da bexiga de
cées com membrana de acido poliglicdlico acelular e com células autdlogas, o epiplon
pode promover maior aporte vascular ao enxerto. Além disso, 0 epiplon possui
agregados de células inflamatorias, importantes nos processos de defesa peritoneal e que
acelerariam o processo de degradacdo do enxerto (KIRBY/, 2003).

Assim, apesar de inicialmente indesgjado a aderéncia do epiplon a bexiga a fim
de ndo interferir nos resultados do experimento, sua ocorréncia pode ter contribuido
satisfatoriamente para os resultados encontrados em ambos os grupos do presente

estudo.
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Apesar da boa qualidade do tecido de reparacéo na face externa da bexiga, aface
intraluminal dos animais do GC foi caracterizada por vezes pela presenca de tecido de
reparacdo opaco, irregular, erodido e/ou com urdlitos aderidos a sua superficie. Tais
achados também foram verificados por Zhang et al. (2006), avaliando a SIS acelular
versus semeada com células autdlogas na reparacéo da bexiga de caes submetidos a
exérese de aproximadamente 90% do tecido vesical. Entretanto, em estudos similares,
avaliando a SIS acelular na reparacdo da bexiga de cdes submetidos a exérese de 35% a
70% da parede vesical, ndo foram verificadas essas alteragdes macroscopicas (KROPP
et a., 1996; KROPP e CHENG, 2000; KNOW et a., 2008).

No que se refere a diferenca relatada pel os autores, acredita-se que a extensdo e
localizag&o da porcéo removida da bexiga poderiam estar relacionadas (O’ SULLIVAN
e BARRETT, 1993). Zhang et a. (2006) inferem que a pequena quantidade de tecido
remanescente apds cistectomia subtotal pode ter contribuido para a qualidade
inadequada do tecido de reparacdo, ndo observavel no estudos nos quais a porcao
removida da bexiga foi menor (KROPP et al., 1996; KROPP e CHENG, 2000; KNOW
et al., 2008). Ainda de acordo com Zhang et al. (2006), a ma qualidade do tecido de
reparagcdo pode ser decorrente da auséncia de apoio estrutural adequado para evitar o
colapso do enxerto.

Associado a isso, Zhang et al. (2006) atribuem a incorporacdo deficiente do
enxerto a inabilidade do mesmo em promover adequado aporte vascular e
conseguentemente a manutencdo da viabilidade das células transplantadas e nativas. De
fato, Know et a. (2008) ndo relatam a ocorréncia de sinais de necrose e isquemia a
avaliacdo macroscopica de bexigas cujo tecido de reparacéo foi considerado de boa
qualidade e sem alteragoes.

Neste estudo, contudo, ndo foram removidas quantidades excessivas da parede
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vesical ou visualizadas macroscopicamente areas de necrose. Além disso, conforme
abordado a seguir, foi observada a histologia, pela técnica de H/E, grande quantidade de
vasos no tecido neoformado, bem como auséncia de sinais de isquemia e necrose.

Dessa forma, acredita-se que a auséncia de aporte vascular adequado néo esteja
relacionada aos resultados verificados neste estudo, em especial a avaiagdo
macroscopica do tecido de reparacdo dos animais do GC.

Adicionamente, Zhang et al. (2006) e mais recentemente Liu et al. (2009)
descrevem que a ata porosidade da SIS possibilitaria a adesdo de células, incluindo
células endoteliais, resultando consequentemente na formagdo de neovasos. Segundo
Ali e Mooney (2007), materiais com macroporos em sua estrutura possibilitam maior
penetracdo celular e favorecem o contato célula-célula, necess&rios para a reparacdo
tecidual .

A qualidade inferior do tecido de reparacdo nos animais do GC, em comparagao
aos do GT, portanto, poderia estar relacionada ao leito desnudo da SIS que predisporiaa
precipitacdo e agregacdo de sais dissolvidos na urina. A presenca desses sais, conforme
jadiscutido, resultaria em maior processo inflamatério e formac&o de urdlitos (ATALA,
2000). Segundo Know et al. (2008), o processo inflamatério resultaria em maior influxo
de fibroblastos e na deposi¢cdo de tecido colagenoso com consequente formagdo de
tecido de reparacdo de qualidade inferior e extensas areas de fibrose.

A hipétese supramencionada € ainda reforgcada pela identificacdo de diversos
materiais na composi¢cdo dos urdlitos provenientes de dois animais do GC. Sugerindo
gue tais materiais possam ser resguicios da membrana gque teriam atuado como ninhos
durante a formac&o dos urdlitos. Zhang et al. (2006) também verificaram a presenca de
fibras coldgenas na composicdo dos urdlitos encontrados nos animais submetidos a

cistectomia seguida de reparacéo com a SIS celular.
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Os demais urdlitos obtidos no presente estudo foram constituidos de oxaato de
célcio e estruvita. Os urdlitos de célcio sdo comumente associados & hipercalcitria
secundéria a lesdo renal, hiperparatireoidismo e linfoma, ou a0 aumento da ingestéo de
oxaato dietético por dieta rica em vegetais. JA os urdlitos de estruvita ocorrem
principalmente em fémeas e estdo comumente associados a infecgdo do trato urinario
(GINN et a., 2007; NELSON e COUTO, 2010).

Quanto a formacdo dos urdlitos de oxalato de célcio, os animais do presente
estudo ndo possuiam alteragcdes compativels com as af ecgdes descritas acima, ndo sendo
identificada, contudo, um fator desencadeador para 0 seu desenvolvimento. O animal

com urdlito de estruvita apresentou cistite durante o periodo de avaliacéo.

6.5. Analise histopatol6gica descritiva e do processo inflamatério

As irregularidades macroscépicas da superficie intralumina da bexiga,
especialmente das amostras provenientes dos animais do GC, foram caracterizadas a
histologia como areas de desnudamento focal ou difuso do urotélio.

Kwon et al. (2008), entretanto, verificaram a presenca de revestimento urotelial
normal seis meses apos cistoplastia utilizando enxerto biodegradavel omentalizado em
cades. O mesmo foi observado por outros autores em estudos avaliando o tecido
neoformado a histologia apds 10 semanas a 15 meses da cistectomia e reparagdo com
enxerto acelular ou celular (KROPP et a., 1996; ZHANG et a., 2005). Acredita-se,
portanto, que o maior intervalo entre a cirurgia e a avaliacdo histolégica poderia
justificar a divergéncia dos resultados.

Durante a reparacdo tecidual da bexiga, as células uroteliais migram das

adjacéncias do tecido original para as areas centrais do enxerto. Esse processo ocorre
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em duas a quatro semanas apés a cistoplastia e é caracterizado inicialmente pela
formacdo de uma Unica camada de células que posteriormente diferenciam-se, tornando
o urotélio neoformado indistinguivel do origina (KROPP e CHENG, 2000). Assim, as
&reas de desnudamento do urotélio seriam regifes ainda ndo repovoadas pelas células
nativas, muito provavelmente ndo estariam presentes caso a avaliacdo histol dgica fosse
realizada em momentos posteriores.

Nesse contexto, ressaltase que os animais do GT apresentaram menor
quantidade de falhas de revestimento urotelial quando comparados aos animais do GC
devido ao fato das células musculares serem importantes para a manutencdo da
integridade estrutural e organizagédo celular do enxerto (ATALA, 2000; EBERLI et al.,
2009). De acordo com Ataa (2000), enxertos que ndo sao semeados com células
musculares apresentam falha de reepitelizacdo, pois apesar do epitélio possuir uma alta
capacidade regenerativa, as células musculares por mecanismos ainda ndo conhecidos
modulam a proliferacao celular.

Simultaneamente as falhas de revestimento, foram visualizadas determinadas
areas compativels com hiperplasia urotelial tipica, representadas por células
hiperplasicas por vezes vacuolizadas e ninhos de Brunn (MEULTEN, 2002). Tais
achados também foram descritos por Eberli et al. (2009), avaliando a reparacéo da
bexiga de ratos com é&cido poliglicdlico semeado com células uroepiteliais e
musculares. De acordo com os autores, foi verificada a histologia, apds quatro semanas
da cistoplastia, areas de hiperplasia, caracterizadas pela presenca de vérias camadas de
células uroepiteliais.

Segundo Jones et al. (2000), a hiperplasia € o aumento absoluto do nimero de
células, em resposta a demandas funcionais ou outros estimulos, como inflamacéo

crénica. O urotélio é especialmente sensivel a esses estimulos e pode proliferar ndo
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apenas em direcdo ao lUmen, mas também para baixo, resultando em grupos de células
hiperplésicas, isoladas na submucosa e conhecidas como ninhos de Brunn (GINN et a.,
2007).

Salienta-se que os animais do GC apresentaram &reas de hiperplasia urotelial
mais proeminentes que os animais do GT, sobretudo se consideradas as amostras das
regides de transicdo, provavelmente pelo fato das células uroepiteliais destas estarem
submetidas ainda a estimulos para repovoar o leito do enxerto desnudo. Além disso, as
células musculares, conforme mencionado anteriormente, podem ter contribuido na
organizacdo das células uroepiteliais durante a migracdo da periferia ao centro do
enxerto semeado, resultando consequentemente em um processo de reparacdo mais
avancado.

Ainda com relacdo a avaliagdo histolégica, foram observados em ambos os
grupos, tanto nas amostras centrais quanto nas de transicdo, grande quantidade de
capilares sanguineos e focos de hemorragia aguda. Abraham et al. (2000) e Liu et al.
(2009) também relataram a presenca de pequenos vasos, partindo da periferia da lesdo
em direcdo ao centro da membrana ap6s um més da sua implantagdo. Os vasos recém-
formados da membrana, entretanto, apresentariam imperfeicbes diminutas, o que
associado ao processo inflamatério, ocasionaria a transudagéo de liquido e liberagdo de
hemécias (JONES et al., 2000). Em ambos os grupos deste estudo, foram observadas
inflamag&o aguda e/ou cronica.

A inflamac&o aguda, verificada em ambos 0s grupos, caracteriza-se dentre outras
ateracOes pelo influxo predominantemente de células polimorfonucleares ao local da
lesdo. Tais células sdo particularmente importantes na defesa do hospedeiro contra
infecgdes bacterianas e fungicas, bem como na fase inicia do processo inflamatorio em

afeccdes ndo infecciosas (RINGLER, 1997). De fato, em dois animais do GC foram
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verificadas estruturas bacterianas aderidas ao urotélio de morfologia cocéide e
coloragdo Gram positiva.

Nos demais cées, entretanto, o processo inflamatério é atribuido & segunda
situacdo mencionada, uma vez que foi visualizado discreto a moderado infiltrado de
células polimorfonucleares. Td infiltrado estava constituido basicamente por células
participantes do processo de reparacdo tecidual, ainda ndo completamente concluido no
momento da avaliacdo histolégica (BADYLAK, 2004). De acordo com Hosgood
(2007), as células polimorfonucleares sdo as primeiras a migrarem para a ferida
cirargica logo apos a lesdo. Essas células sdo responsaveis pela liberagdo de radicais
superdxido que degradam macromoléculas da matriz extracelular desnaturada e células
danificadas.

Em cirurgias convencionais da bexiga, a reparacéo ocorre por volta de 14 a 21
dias (WALDRON, 2003). Apds esse periodo, o influxo de células polimorfonucleares
tenderia a diminuir gradativamente até a quantidade minima residual de células
inflamatérias, normalmente encontrada no tecido vesicd (RINGLER, 1997,
HOSGOOQOD, 2007). Neste estudo, contudo, a extensdo da lesdo pode ter contribuido
para o prolongamento da fase de reparacdo tecidual e consequentemente a manutengdo
do processo inflamatdrio.

De forma similar, os resguicios da membrana presentes em ambos 0s grupos,
também devem ter contribuido para a perpetuagcdo do processo inflamatério, visto ser os
neutréfilos os responsaveis pela liberagdo de citocinas quimiotaticas que promovem o
recrutamento de mondcitos circulantes para a ferida cirdrgica (RINGLER, 1997,
HOSGOOD, 2007). Os mondcitos, ao penetrarem a ferida tornam-se macréfagos que
por sua vez participariam ativamente no processo de fagocitose dos resquicios da

membrana, conforme visualizado no presente estudo.
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Acredita-se, portanto, que a quantidade de polimorfonucleares tenderia a valores
normais apos a fase inicial de acomodagdo da SIS e caso a avaliagdo histol égica fosse
realizada em momentos posteriores.

Adicionalmente, os resguicios da membrana também estariam relacionados a
presenca de inflamagdo cronica, verificada em ambos os grupos deste estudo. A
inflamagdo crénica caracterizase dentre outras ateracbes pelo influxo
predominantemente de células mononucleares ao local da lesdo, em particular os
monacitos e linfocitos (RINGLER, 1997; HOSGOOD, 2007).

Conforme descrito, os mondcitos no tecido se diferenciam em macréfagos, os
guais participam do processo de fagocitose, removendo materiais ou organismos
exogenos, restos teciduais necréticos e células senis (RINGLER, 1997; ALl e
MOONEY, 2007). A identificacdo de macrofagos no estudo, fagocitando por vezes
resguicios da membrana, é condizente com o processo de degradacdo da SIS. Segundo
Ali e Mooney (2007), a reagdo do tipo corpo estranho é iniciada por meio do
reconhecimento pelo sistema imunoldgico de proteinas desnaturadas sollveis ou
provenientes do proprio sangue, seguido do influxo de plaquetas e macréfagos que se
aderem a superficie do enxerto. As proteinas da SIS, entretanto, ndo sdo passiveis de
deflagrarem a reacdo por si s. 1sso ocorre porque as fibras coldgenas da SIS néo se
difundem livremente. Ao contrario, s0 as proteinas sollvels ou sanguineas que sdo
absorvidas pela SIS, tornando-a bioativada (ALI e MOONEY, 2007).

Além disso, a SIS ndo deflagraria por si sO a atencdo dos macrofagos devido ao
processo de descelularizagdo que garante a destruicdo dos componentes nucleares e
produtos da membrana plasmética existentes na submucosa intestinal suina in natura,
potencialmente imunogénicos por serem de origem heteréloga (DAVIS et al., 2010).

As células fagociticas, portanto, reconheceriam a SIS apds serem recrutradas por
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meio de diferentes estimulos, participando apenas do processo de acomodacéo e ndo de
rejeicdo (BADYLAK, 2004; DAVIS et da., 2010). Segundo estudos, outras células
inflamatérias estariam mais intimamente relacionadas aos mecanismos de rejeicao
imunol égica do que os macrofagos, conforme previamente mencionado, como € o0 caso
dos linfécitos (BADYLAK, 2004; ALI e MOONEY, 2007; PLATT, 2007; DAVIS et
al., 2010).

Adicionalmente, muito além da funcdo de fagocitose do materia exdgeno, os
macrofagos liberam uma variedade de citocinas e fatores de crescimento que promovem
a migragcdo e ativagcdo de outras células, como linfocitos e fibroblastos, bem como
estimulam o crescimento de novos vasos (RINGLER, 1997; HOSGOOD, 2007; ALI e
MOONEY, 2007). Os fibroblastos por sua vez sdo especiamente importantes para o
processo de reparacdo tecidual, pois sintetizam colageno, componente fundamental do
tecido cicatricial (RINGLER, 1997; HOSGOOD, 2007).

De acordo com Atala (2000), enxertos desnudos possuem maior quantidade de
tecido colagenoso em resposta ao contato prolongado com a urina, e consequentemente
maior reacdo inflamatéria. Know et al. (2008), avaliando polimeros sintéticos
biodegradéveis na reconstrucdo de bexiga em caes, também verificaram gque os enxertos
acelulares induziram acentuada reagdo do tipo corpo estranho quando comparados aos
implantados com células.

De fato, os animais do GC apresentaram maior quantidade de tecido colagenoso
em relacdo aos animais do GT. No entanto, os animais do GT, apesar de ndo
apresentarem acentuada deposicdo de colageno, apresentaram maior quantidade de
macrofagos nas amostras centrais. 1sso pode ser relacionado a caracteristica de
sobrevida por periodos relativamente prolongados dos macréfagos, apresentando

reciclagem de uma a duas semanas (RINGLER, 1997). Segundo Record €t al. (2001), a
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degradacdo e eliminacdo da SIS inicia-se apds 28 dias da sua implantacdo e pode
perdurar por até 90 a 120 dias.

Os macréfagos na regido central dos animais dos animais do GT, portanto,
estariam a mais tempo degradando a membrana, visto os resquicios da SIS serem
identificados em menor quantidade na comparacdo aos do GC. A presenca das células
musculares implantadas poderia inclusive ter contribuido de alguma maneira com a
organizacao do leito central do enxerto, facilitando a migracéo dos macréfagos para a
area

Frente ao exposto, ndo foram observados indicios da associacéo das CMLH com
o maior influxo de macréfagos para o leito central do enxerto celular, pois assim como
previamente mencionado, ndo sao esses 0s principais envolvidos com 0s mecanismos de
rejeicdo imunoldgica. Adicionalmente ndo foram verificadas células musculares em
meio a reagdes granulomatosas e/ou sendo fagocitadas por macréfagos.

Em se tratando de rejeicdo imunol bgica, arejeicdo aguda é a mais importante e
afeta enxertos acelulares e celulares (PLATT, 2007). Ainda segundo Platt (2007), a
rejeicdo aguda € desencadeada pelo reconhecimento de proteinas exdgenas do enxerto
e/ou antigenos celulares, e promovida pela ativagdo de vias imunol 6gi cas especificas.

De acordo com diversos estudos, a via imunolégica do linfécito T-helper tipo 1
(Thl) é aresponsavel pelos mecanismos de rejeicdo aguda. A ativagdo dessa viaresulta
na producdo de citocinas, como a interleucina-2 (IL-2), interferon gamma (IFN) e fator
de necrose tumora beta (TNF-b), que estimulam o sistema complemento e a
diferenciacdo das células CD8+ em um fendétipo citotoxico (ABBAS et al., 1996;
PLATT, 2007, DAVISet a., 2010).

Contudo, a rejeicdo aguda parece ter um impacto limitado na utilizagdo de

determinados enxertos biodegradaveis acelulares ou celulares, como a SIS e outras
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matrizes coldgenas (PLATT, 2007; DAVISet d., 2010).  Isso se deve, principa mente
pela natureza avascular desses materiais e ao fato dos vasos sanguineos neoformados
sobre 0 enxerto serem constituidos por células do proprio individuo (CARVALHO e
PLATT, 2001; DAVISet a., 2010).

Dessa forma, os anticorpos do individuo transplantado — especificos para
antigenos presentes no enxerto e nas células semeadas sobre esse — ndo se ligariam ao
endotélio vascular, evitando a ativagdo do sistema complemento e outras vias
imunol6gicas, e consequentemente uma rejei¢ao hiperaguda ou aguda (CARVALHO e
PLATT, 2001; ALI e MOONEY, 2007; PLATT, 2007).

Tal observacdo também foi descrita por lamaguti et al. (2010), avaliando
condrdcitos homdlogos no reparo de lesdes osteocondrais em cées. Segundo 0s autores,
apesar da forte expressdo antigéncia dos condrocitos homodlogos, as lesdes
osteocondrais seriam sitios imunoprivilegiados e menos passiveis de rejei¢cdo, uma vez
que o tecido cartilaginoso € avascular (HEDGER, 2007).

Portanto, a neovascularizag8o da SIS a partir da migracéo das células do préprio
individuo, oriundas do tecido nativo da bexiga, deve ter contribuido para a auséncia de
rejei¢do hiperaguda ou aguda neste estudo.

Ja 0s mecanismos que envolvem a rejeicdo crénica S8 um pouco mais
complexos e envolvem mecanismos imunol6gicos e ndo imunoldgicos gque diferem de
acordo com o tipo e o local do enxerto. O termo rejeicdo cronica € empregado quando a
funcéo do enxerto se deteriora, existindo evidéncias histol 6gicas de hipertrofia e fibrose
(PLATT, 2007). A etiologia da rejeicdo cronica, no entanto, ndo € bem elucidada, mas
também esta relacionada com os linfécitos T e suas vias imunol égicas (KAUFMAN et

a., 1990; PLATT, 2007).
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No presente estudo, portanto, apesar do potencial imunogénico das SIS e
CMLH, ndo foram evidenciados sinais clinicos, laboratoriais ou histoldgicos
compativeis com rejeicdo hiperaguda, aguda ou crénica. Ressalta-se também que na
maioria dos animais dos grupos Controle e Tratado, o infiltrado inflamatério foi
caracterizado por discreta a moderada quantidade de células mononucleares, e ndo se
evidenciaram sinais de isguemia ou necrose.

O real papel das céulas inflamatdrias, entretanto, merece especial atengdo no
entendimento dos mecanismos de reparacdo tecidual da bexiga e de acomodagéo
imunolégica da SIS acelular e semeada com CMLH. Nesse sentido, faz-se oportuno a
imunofenotipagem das céulas inflamatdrias, particularmente dos linfacitos, a qual sera

realizada em um momento seguinte.

6.6. Analise descritiva e quantitativa das fibras colagenas e muscular es

Os animais do GT apresentaram estratificacdo tipica da tinica muscular com
maior frequencia quando comparados aos do GC, tanto nas regides centrais guanto nas
de transicdo. Tal achado histolégico foi caracterizado pela presenca de feixes
musculares mais pronunciados e organizados no GT, em 0posicdo aos peguenos e
esparsos feixes musculares entremeados a grande quantidade de tecido colagenoso no
GC.

O mesmo foi verificado por Yoo et al. (1998), avaliando a submucosa aogénica

da bexiga acelular versus semeada com células uroepiteliais e musculares na reparacéo
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vesical em cdes. Segundo 0s mesmos, a tunica muscular foi mais proeminente no
enxerto celular.

Zhang et a. (2005), avaliando a reparacdo da bexiga com a SIS acelular (grupo
1) versus semeada ora com células uroepiteliais e musculares (grupo 2) ora com células
estromais da medula éssea (grupo 3), ainda destacam a proliferacdo de células
musculares com a formagdo de feixes organizados apenas nas adjacéncias do enxerto
em ambos 0s grupos celulares.

De modo similar, as regides de transicdo dos animais dos grupos Controle e
Tratado, neste estudo, apresentaram maior quantidade de tecido muscular quando
comparadas as regifes centrais. Segundo Kropp e Cheng (2000), tal observacdo é
esperada pelo fato das células musculares lisas vesicais migrarem em dire¢do ao centro
do enxerto a partir do tecido nativo da bexiga, localizado adjacente as margens do
mesmo. Somente ao redor de duas semanas apos a sua implantacdo, € que as células
musculares comegariam a se multiplicar e organizar em feixes densos e paralelos a
superficie mucosa.

Zhang et al. (2006), avaliando a SIS acelular e celular na reparacéo de bexigas
em caes apos cistectomia subtotal, também verificaram estratificagdo tipica da tunica
muscular no grupo celular. De acordo com os autores, os resultados insatisfatorios do
grupo acelular sdo decorrentes da revascularizagdo deficiente do enxerto e inflamacéo
aguda. Ainda segundo os autores, as cdlulas inflamatérias seriam responsaveis pela
liberagcdo de citocinas e outras moléculas bioativas que determinariam maior deposicao
de fibras colagenas, dificultando o repovoamento do enxerto pelas células musculares
(ALl e MOONEY, 2007).

A resposta inflamatOria exacerbada pode ainda acelerar a degradacdo do

biomateria implantado, dificultando a adesdo das células e reconstrugdo tecidual, e
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consequentemente resultando na sua contratura (CHAIKOF, 1999; ALl e MOONEY,
2007). Além disso, as citocinas liberadas pelas células inflamatérias podem afetar a
diferenciagdo e 0 metabolismo celular, incluindo das células musculares, bem como
inibir a capacidade dos biomateriais de atuarem ativamente em determinados tipos
celulares. Vale lembrar que esses biomateriais asssm como a SIS possuem inimeras
proteinas estruturais que atuam no processo de migracao e adesdo celular que, no caso
de umainflamag&o exacerbada, perderiam a sua funcéo.

Segundo Atala (2000), a reacdo inflamatéria € mais agressiva em matrizes
extracelulares desprovidas de revestimento celular devido ao contato direto da matriz
com a urina. Dessa forma, a cobertura celular adequada atuaria impermeabilizando o
enxerto e assim limitando os efeitos toxicos da urina, diminuindo consequentemente a
resposta inflamatoria (ATALA, 2000; ZHANG et al., 2005). De acordo com Zhang et
al. (2005), tal funcdo protetora é atribuida apenas as células implantadas na face
intraluminal do enxerto.

No presente estudo, entretanto, as CMLH da bexiga foram semeadas na face
extraluminal do enxerto, fato que corroboraria com a hipétese de que as células
musculares participam do processo de organizagdo e migracdo de outras células, como
as células uroepiteliais. Acredita-se, portanto, que as células musculares, mesmo
semeadas sobre a face extraluminal, tenham contribuido para a formacdo de um
adeguado revestimento urotelial que por sua vez atuou como barreira impermeavel a
urina. De fato, conforme constatado a avaliagdo histologica, os animais do GT
apresentaram mais frequentemente revestimento urotelial completo quando comparados
aos do GC.

De modo complementar, o processo inflamatdrio pode justificar a intensa

deposicdo de tecido colagenoso, em particular nas regides centrais dos animais do GC.
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Know et al. (2008), avaliando a reparacdo da bexiga com enxerto de acido poliglicdligo
acelular e celular, também descrevem maior quantidade de tecido colagenoso nos
animais do grupo acelular frente aos do grupo celular. Segundo 0os mesmos, as
porcentagens médias dos pixels do histograma referente ao coldgeno nas bexigas
normais e nos grupos celular e acelular foram respectivamente, 37,8% * 2,4%; 45,3% =+
6,5%; e 70,9% + 4,8%.

Kropp et a. (1996), avaliando apenas a SIS acelular na reparacéo da bexiga e
comparando-a com bexigas normais, também descrevem resultados semelhantes.
Segundo os autores, a quantidade de tecido colagenoso foi de 62% + 4% para as
amostras do grupo acelular e 41% + 4% para as de bexiga normal.

Os resultados apresentados estéo de acordo com os descrito nas regides centrais
do presente estudo. Os autores do trabalho supramencionados, no entanto, ndo fazem
distingéo entre as regides centrais e periféricas do enxerto.

Adicionalmente, a quantidade de tecido colagenoso na a regido central dos
animais do GC, neste estudo, tanto é maior que ndo foi possivel a comparacédo da
espessura média da tanica muscular com as amostras provenientes dos animais do GT.
Sendo assim, a andise da espessura média, entre os grupos, foi realizada apenas nas
regifes periféricas e revelou em consoante aos demais achados, maior espessura da
tunica muscular no GT.

Os resultados verificados no presente estudo, por fim, diferem dos relatados por
O'sullivan e Barrett (1993) de que enxertos semeados com células musculares, apesar
de teoricamente exequiveis, ndo apresentam resultados satisfatorios nos estudos in vivo.
De acordo com os autores, isso estaria atrelado a condic¢des desfavoraveis in vitro, bem
como suporte nutricional inadequado durante a fase de incorporagdo do enxerto pelo

tecido nativo. ComplicagOes dessa ordem, contudo, ndo foram verificadas neste estudo e
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de modo contrério, aimplantacéo das CMLH interferiu positivamente nos resultados in

vivo obtidos.
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7. CONCLUSOES

A andlise dos resultados obtidos, nas condicdes experimentais do presente

estudo, permite concluir que:

o

O método de cultivo das células musculares lisas da bexiga € exequivel, bem
como sua semeadura sobre a SIS.

As respostas clinica e laboratorial sdo similares em ambos os tratamentos
instituidos.

Na avaliagdo ultrassonografica abdominal, a presenca de sedimento urinério é
superior nos animais tratados com a SIS acelular quando comparados aos
tratados com a SIS semeada com células musculares lisas vesicais.

Na macroscopia, a SIS apresenta adequada integracéo ao tecido vesical em
ambos 0s grupos; entretanto, a presenca de urdlitos € superior no grupo sem
implante celular quando comparado ao grupo com implante de células.

Nos cées com implante de células musculares lisas vesicais, quando comparados
aos com implante acelular, verifica-se arquitetura histoldgica tipica na regido da
cistoplastia, caracterizada pela presenca das tunicas melhor individualizadas e
organizadas.

A SIS associada ao implante de células musculares lisas homologas promove
processo de reparacdo tecidual com maior porcentagem de fibras musculares
lisas em detrimento de fibras col égenas.

O método de andlise digital é eficaz na quantificagdo dos tecidos muscular e
colagenoso da bexiga, bem como no estabel ecimento da relagdo entre eles.

O numero de vasos, fibroblastos e de células inflamatorias ndo difere entre os

grupos avaliados.
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° A SIS acelular ou semeadas com células musculares lisas vesicais ndo induz
alteragbes clinicas, laboratoriais ou histolégicas compativeis com reeicéo

hiperaguda, aguda e crénica.
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ANEXO 1

ANALISE IMAGENSHISTOLOGICAS PELO METODO DE TRICROMIO DE
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Trabalho a ser enviado para a Revista BMC Veterinary Resear ch

Submucosa intestinal suina acelular e semeada com células musculareslisas

homdlogas na repar acao tecidual da bexiga de caes

Abstract

Background: The indications for surgical repair of the bladder include severe trauma
with extensive tissue loss, neoplasms, interstitial cystitis, neurological and congenital
abnormalities. Due to numerous complications associated to gastrointestinal augmented
cystoplasty, this study aimed to comparatively analyze the anatomic repair of the
bladder of 10 femae dogs using the suine intestinal submucosa (SIS) acellular and
seeded with homologous smooth muscle cells. Results: We assessed the possible side
effects and complications of each type of graft by clinica examination, abdominal
ultrasound and laboratory findings. Anatomic repair of neoformed bladder was assessed
by histological staining for H/E and Masson's Trichrome, analyzed with a Nikon
Photomicroscope connected to the system of image analysis Imagel. Conclusions: We
propose that SIS associated to homologous smooth cells can improve the quality of
tissue repair, and consequently decrease the potential complications inherent to acelular
SIS

Key-words: tissue reconstruction; bioengineered tissue; cell therapy; SIS; bladder;

dogs.



Introducéo

As indicagdes para a cirurgia reparadora da bexiga abrangem traumas com perda
tecidual extensa, cistites intersticiais recorrentes, pseudotumores inflamatorios,
disfuncBes neuroldgicas e anormalidades genitourindrias congénitas [1-4]. Em todas
essas SituagBes, a reconstrucdo da bexiga apds cistectomia parcia tem sido
tradicionalmente desempenhada por meio de transposicdo de segmentos autologos de
estdmago ou intestino [1,5,6]. Entretanto, a realizacéo de cistoplastia com o emprego de
segmentos gastrointestinais pode resultar em inimeras complicacfes, como infeccao,
urolitiase e retracdo do enxerto [3,4,7]. Devido a essas complicacfes, muitos tipos de
enxerto tém sido utilizados na reparagdo tecidual da bexiga, aoplasticos ou
biodegradéveis, com ou sem a implantagdo de células. Entre os diferentes materiais
empregados, a submucosa intestinal suina (SIS) constitui 0 mais amplamente
investigado e se destaca pela sua capacidade de reparacdo da bexiga e outros tecidos do
trato urinério [8].

A neobexiga formada a partir da SIS é macroscopicamente similar a normal,
porém difere histologicamente quanto a organizagéo e quantidade das fibras muscul ares
lisas, presentes de maneira desorganizada e em menor nimero nas bexigas reparadas
com a SIS [9]. Uma alternativa para minimizar tal ocorréncia e reparar mais fielmente a
anatomia da bexiga é aimplantagdo de células associada a bioengenharia tecidual.

O presente trabalho teve como objetivo analisar comparativamente a reparacéo
anatbmica da bexiga de cées utilizando-se a SIS acelular e semeada com células
musculares lisas homologas vesicais, bem como avaliar as possiveis complicagdes

locais e sistémicas, inerentes a cada um dos tipos de enxerto empregados.



M étodos

Selecéo dos animais

Foram utilizados 10 cées, sem raga definida, fémeas, procedentes do canil da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), campus de Botucatu. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (parecer n° 104/2009). Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos, sendo: Grupo Controle (GC), congtituido por cinco
animais submetidos a cistoplastia com enxerto de submucosa intestinal suina; e Grupo
Tratado (GT), constituido por cinco animais submetidos a cistoplastia com enxerto de

submucosaintestinal suina semeada com células musculares lisas homoélogas (CMLH).

Cultivo e semeadura das células musculares lisas vesicais (CMLV)

As células musculares lisas vesicais foram obtidas de fragmentos de bexiga
provenientes dos animais do GC, coletados no momento da cistoplastia, e de outros dois
caes sem raca definida que vieram a obito no Hospital Veterinario da FMVZ/UNESP,
campus de Botucatu, por motivos ndo infecciosos ou neopl asi cos.

As células foram cultivadas em monocamada sob o fundo dos frascos de cultura
com meio Ham F-12 acrescido de soro fetal bovino a 20% e penicilina/estreptomicina
associada a anfotericina B a 1%, mantidos a temperatura de 36,7°C e pressdo de 5% de
CO,. Para confirmagdo do tipo celular e validagdo do cultivo, foi realizada técnica de
imunocitogquimica pelo método LSAB. Apds em média trés passagens e ap atingirem
aproximadamente 70% de confluéncia, as células foram semeadas sobre a membrana

nas mesmas condic¢des descritas acima.



Procedimentos cirlrgicos

Para a cistoplastia dos animais de ambos os grupos, foi realizada resseccéo de
espessura completa, apresentando 3 cm de comprimento X 4 cm de largura, na face
ventral da bexiga. Foi utilizada a SIS acelular e semeada com CMLH, respectivamente
nos animais do GC e GT, suturada as bordas da parede vesical remanescente com fio de
poliglactina 910 3-0. Nos cées do GT, a superficie semeada da SIS foi posicionada na
face extraluminal da bexiga. N&o foi reaizada aproximacao e/ou fixacdo do epiplon a
bexiga. Para aidentificacdo exata do local foram colocadas suturas com fio de néilon 3-
0 ao longo da bexiga original e distantes 0,5 cm da linha de transi¢éo entre o enxerto e a
mesma.

Apobs 60 dias do pbds-operatdrio, todos os cées foram submetidos a biopsia de
espessura completa da parede vesical, abrangendo duas regifes distintas. @) regido
central da cistoplastia e b) regido de transicdo entre o tecido neoformado e vesica
original adjacente. Nesse momento, foi realizada avaliagdo macroscopica da qualidade

dareparacdo interna e externa da parede vesical.

Andlise histopatol 6gica e quantitativa das fibras coldgenas e musculares

As amostras foram destinadas para avaiagdo histopatolégica e submetidas as
coloragdes de H/E e Tricromico de Masson.

Para a quantificacgo das fibras colagenas e musculares, as laminas histoldgicas
coradas pelo método de Tricrdbmico de Masson foram digitalizadas utilizando-se
microscopio digital Nikon Coolscope I[I. Em ambos os grupos foram realizadas

fotomicrografias das areas central e de transicdo entre os tecidos neoformado e da



bexiga adjacente, com aumento de 5x. Cada imagem foi processada pelo “software’
Image), utilizando-se o plugin “K-means Clustering”. O nimero de “clusters’ variou

entre cinco a sete, de acordo com o contraste das fotomicrografias.

Avaliagdo clinica, laboratorial e ultrassonogréfica abdominal

Foi realizada avaliagdo clinica pds-operatdria nos periodos compreendidos por
24 (M1) e 72 (M3) horas e posteriormente aos sete (M7), 30 (M30) e 60 (M60) dias. O
hemograma completo e a urinatipo | (urindise) foram realizados nos M7, M30 e M60,
enquanto que os exames bioquimicos e urina tipo Il (cultura aerdbica) realizados no
M60.

Todos os animais foram submetidos ao exame ultrassonografico abdominal

previamente a cistoplastia e nos M30 e M60.

Andlise estatistica

Todos os testes foram readlizados utilizando-se o software IBM SPSS 20,

considerando-se p < 0,05.

Resultados

Cultivo celular e semeaduradas CMLV sobrea SIS

A contagem inicia média das CMLV dos animais do GC foi de 1,5 x 10°
células/mL, enquanto que a dos doadores 1 e 2, respectivamente, 4,5 x 10° e 6 x 10°

célulassmL. N&o foi verificada diferenca quanto a viabilidade celular em ambas as



situagdes, sendo esta de aproximadamente 95%.

As células aderiram-se ao fundo dos frascos entre o 1° e 5° dias de cultivo. Logo
apos sua adesdo, as CMLYV iniciaram o0 processo de divisdo, assumindo morfologia
poligonal achatada e alongada, com projecdes celulares e estruturas intracitoplasmaticas
pareadas que remetiam a miofilamentos contrateis. O ndmero de células aumentou
exponencialmente até se atingir confluéncia de aproximadamente 70%, quando entdo
foram semeadas sobre a SIS. A quantidade de células semeadas foi de 7 x 10°a 7,5 x
10° células/mL.

A técnica de imunocitoquimica pelo método LSAB resultou na marcacéo
positiva acastanhada para o antigeno alfa-actina de musculo liso, e consequentemente na

confirmagao do tipo celular e validacdo do cultivo.

Avaliacdo macroscopi ca da bexiga apos implantacéo da SIS

O tecido de reparacdo naface externa de todos os animais do GC e CT, no M60,
apresentou superficie brilhante, plana e lisa, continua ao tecido vesical original.

Na face interna da bexiga, notou-se tecido de reparacdo com superficie brilhante
em todos os cdes do GT e em dois animais do GC (p=0,17); nos outros trés animais do
GC, amesma apresentava-se opaca.

Adicionamente, verificaram-se superficies internas planas, na regido da
cistoplastia, em trés animais do GC e em todos do GT; de aspecto liso em dois animais
do GC e em trés do GT; irregular em trés cées do GC (dois com éreas de depressdo
associada) e em dois do GT. A continuidade do tecido de reparacdo na superficie
intraluminal com o tecido o tecido original da bexiga foi considerada adequada em dois

animais do GC e em todos os do GT, e inadequada em trés animais do GC (p=0,17).



Em trés animais do GC foram observados urdlitos de tamanhos e formatos
variaveis, aderidos a superficie interna da membrana. Tais achados ndo foram
observados nos animais do GT. Na comparagdo entre grupos, houve maior formagéo de

urélitos no GC (p<0,01).

Andlise histopatol 6gica e quantitativa das fibras coldgenas e musculares

Nas amostras centrais dos animais do GC, foram observadas na tunica mucosa
&reas de revestimento urotelial heterogéneas, apresentando uma a duas camadas de
células até a auséncia completa de urotélio. Ja nos animais do GT, foi observado
revestimento urotelial pouco heterogéneo com urotélio espesso em quase toda a sua
totalidade.

Ainda nas amostras centrais dos animais do GC, foram observadas fibras
musculares em feixes desorganizados e de diferentes calibres. Adicionamente, notou-se
auséncia da tinica muscular em trés cées (Figura 1 A). Ja nos animais do GT foram
verificadas arquitetura e organizacdo tipicas, caracterizada pela presenca das camadas
longitudinal externa, circular média e longitudina interna (p=0,17) (Figura 1 B). A
espessura da tunica muscular na regido centra do GC ndo foi possivel de ser
mensurada. A espessura média da tlnica muscular nas amostras centrais do GT foi de
2679,55 pm.

De modo similar, nas amostras de transi¢do dos animais do GC, verificaram-se
na tlnica mucosa éreas de revestimento urotelial bastante heterogéneas. JA nos animais
no GT, foram observadas &reas de revestimento urotelial homogéneo com prevaléncia
de poucas camadas de células em praticamente toda a extensdo do urotélio.

Comparando-se 0 GC e GT, notou-se que o revestimento urotelial completo, na regido



de transicéo, foi superior no GT (p=0,05); entretanto, a hiperplasia urotelia foi superior
no GC (p<0,01).

Ainda nas amostras de transi¢céo, dos animais do GC, foram observados feixes
musculares de diferentes calibres, distribuidos aeatoriamente e sem a estruturagdo
histologica tipica (Figura 1 C). Ja nos animais do GT, foram verificadas arquitetura e
organizacdo tipicas, caracterizada pela presenca das camadas longitudina externa,
circular média e longitudinal interna (Figura 1 D). A presenca de estratificacdo tipica da
tunica muscular, naregido de transicdo, foi superior no GT em relacéo do GC (p=0,05).
A espessura média da tunica muscular na regido de transi¢do do GC foi de 2809,86 pm
edo GT de 3366,21 pm (p=0,42).

As principais dteracBes histolégicas, observadas nas regides centra e
transicional, estdo elencadas na Tabela 1. Nas Tabelas 2 e 3, estd apresentada a
porcentagem média dos tecidos muscular e colagenoso nas regifes central e de transicao

dos cdes do GC e GT.

Avaliacéo clinica, laboratorial e ultrassonografica abdominal

A avaliacdo clinica, quatro animais do GC apresentaram polacitria, sendo que
um apresentou a alteracdo em dois episodios distintos. A remissdo deste sinal foi
verificada entre 0 M3 e M30. Entre os animais do GT, trés apresentaram polaciUria no
M1, com retorno da frequéncia de miccdo norma no M3 (p=1,00). Adicionalmente,
quatro animais do GC e cinco do GT apresentaram hematUria macroscopica no M1 com
remissdo do sinal clinico até o M7 (p=1,00). Todos os demais parametros clinicos
estavam dentro da normalidade em ambos 0s grupos.

Ao hemograma completo dos animais do GC e GT ndo foram constatadas



variagOes quantitativas e morfolégicas das séries eritrocitéria e plaquetéria. Quanto a
série leucocitaria foi verificada intensa eosinofilia no M60 em trés animais do GC
(média de 2,00x10® eosindfilos/uL e variacdo de 1,24x10° a 3x10° eosindfilos/uL) e um
animal do GT (2,324x10° eosindfilos/uL) (p=0,52).

Aos exames bioguimicos ndo foram observadas alteracGes durante o periodo de
avaliacdo, com excecdo do aumento sérico da uréiaem um animal do GC (67mg/dL) no
M60.

Ao exame de urinatipo I, foi constatada proteindria em todos os animais do GC
e em trés do GT durante o periodo de avaliacdo, sendo que um animal de cada grupo
apresentou a alteracdo em mais de um momento. A presenca de cristais de fosfato de
amodnio magnesiano no sedimento urinario foi verificada em trés animais do GC e em
trés do GT, sendo que um animal de cada grupo apresentou a alteracdo em mais de um
momento. Quanto a mensuracdo de hemécias, todos os animais do GC apresentaram
quantidade igual ou inferior a 5 hemacias/uL, excetuando-se um animal (n° 3) com 45-
50 hemécias/uL no M30. Entre os animais do GT foi verificada hematuria microscopica
no M7 em trés cdes (p=0,52), sendo de 10-15 heméacias’uL no primeiro, 20-15
hemacias/uL no segundo e 75-100 hemécias/uL no terceiro. Ao contrario do observado
com o animal do GC, em todos os cées do GT a grande quantidade de hemécias na urina
ndo foi acompanhada de leucocituria e/ou bacteridria. A quantidade de bactérias foi
mensuravel nos animais 3 e 5 do GC, respectivamente no M7 e M30. Em todos os
casos, foi isolado por meio do exame de urinatipo 11 Staphylococcus f# hemolitico. Nos
animais do GT néo foram visualizadas ou isoladas bactérias (p=0,44).

Ao exame ultrassonografico, no M30, foi visibilizado sedimento urin&rio em
quatro animais do GC. O mesmo, contudo, néo foi observado em nenhum dos animais

do GT (p=0,05). No M60, foram visibilizadas irregularidades na regido da membrana



10

implantada em quatro animais do GC e em dois animais do GT. Associadas a essas
areas irregulares foram visualizadas, em trés animais do GC, estruturas hiperecogénicas
de tamanhos varidveis e formadoras de sombra acustica, sugerindo-se a presenca de
urdlitos aderidos @ membrana. Tais estruturas ndo foram verificadas nos animais do GT

(p=0,17).

Discussao

A SIS assume destague dentre diversos tipos de enxertos devido a sua
capacidade de reparacdo da bexiga e outros tecidos do trato urinério [8]. A neobexiga
formada a partir da SIS, entretanto, difere histologicamente quanto a organizacdo e
guantidade das fibras musculares lisas, dispostas de maneira desorganizada e em menor
nimero [2,9]. Além disso, a bexiga tornar-se-ia permanentemente contraida quando
reparada apenas com biomateriais, pois as capacidades de contragcdo e relaxamento
normais da bexiga dependem da camada muscular normal [1,10].

Devido aisso, foram utilizadas no presente estudo CMLH, semeadas sobre a SIS
e obtidas a partir de tecidos cadavéricos, 0s quais possuem as mesmas caracteristicas
das células autdlogas e potencial imunogénico bastante reduzido quando expandidas in
vitro [11-13]. Adicionalmente, embora as células autdl ogas constituam a primeira op¢éo
em terapias celulares, a quantidade de células obtidas geralmente é muito limitada, em
especial se considerado a idade do paciente [13]. Outra desvantagem consiste na
possibilidade de coleta e cultura de células neoplésicas [8,14].

A padronizacdo da cultura celular no presente estudo foi primordial para os
resultados obtidos, dentre os quais a satisfatoria reparacdo macroscopica da bexiga. No

entanto, apesar da boa qualidade do tecido de reparagdo na face externa da bexiga, a
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face intraluminal dos animais do GC foi caracterizada por vezes pela presenca de tecido
de reparacdo opaco, irregular, erodido e€/ou com urdlitos aderidos a sua superficie. A
qualidade inferior do tecido de reparagdo nos animais do GC, em comparagdo aos do
GT estaria relacionada ao leito desnudo da SIS que predisporia a precipitacdo e
agregacdo de sais dissolvidos na urina. A presenca desses sais por sua vez resultaria em
maior processo inflamatério e na formagdo de urdlitos [2]. O processo inflamatério
resultaria ainda em maior influxo de fibroblastos e na deposi¢éo de tecido colagenoso
com consequente formagdo de tecido de reparacdo de qualidade inferior e extensas &reas
de fibrose [15].

Tais achados sdo condizentes com as alteragfes histopatol 0gicas, caracterizadas
pela maior quantidade de falhas de revestimento urotelial nas amostras provenientes
dos animais do GC quando comparados aos do GT. Isso se deve ao fato das células
musculares serem importantes para a manutencdo da integridade estrutural e
organizacdo celular do enxerto [2,16]. Enxertos que ndo sdo semeados com células
musculares apresentam falhas de epitelizacdo, pois apesar do epitélio possuir uma ata
capacidade regenerativa, as células musculares por mecanismos ainda ndo conhecidos
modulam a proliferacéo celular [2].

Adicionamente, a revascularizagdo insuficiente do enxerto e inflamagéo aguda
também teriam contribuido para os resultados pouco satisfatorios a avaliagdo
histopatol 6gica dos animais do GC frente aos do GT. No que concerne a Ultima, sdo as
células inflamatérias as responsaveis pela liberagdo de citocinas e outras moléculas
bioativas que resultariam em maior deposicdo de fibras colégenas, dificultando o
repovoamento do enxerto pelas células musculares [17,18].

Dessa forma, a cobertura celular atuaria impermeabilizando 0 enxerto e assim

limitando os efeitos toxicos da urina sobre 0 mesmo, diminuindo consequentemente a
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resposta inflamatoria [2,14]. De acordo com Zhang et al. (2005), entretanto, tal funcdo
protetora é atribuida apenas as células implantadas na face intraluminal do enxerto. No
presente estudo, entretanto, as CMLH da bexiga foram semeadas na face extraluminal
do enxerto, fato que corroboraria com a hipétese de que as células musculares
participam do processo de organizagdo e migracdo de outras células, como as células
uroepiteliais.

Cria-se, portanto, um ciclo no qual as células musculares semeadas sobre a SIS
contribuem para o0 processo de epitelizacdo que por sua vez favorece a deposicéo de
fibras musculares sobre o enxerto.

A auséncia de adequada cobertura uroepitelial também justificaria as principais
ateracOes verificadas as avaliagdes clinica, laboratoria e ultrassonografica abdominal,
como a presenca de cistite e urolitiase. Conforme mencionado anteriormente, a
presenca de cristais e debris celulares, dissolvidos em maior quantidade na urina pelo
préprio trauma cirdrgico, aliados a conformagdo anatdmica da uretra nas fémess,
poderia resultar naincrustagdo da SIS, o que por conseguinte resultaria em infeccéo do
trato urinario e urolitiase [2,20]. As CMLH formariam uma barreira protetora
impedindo que os cristais dissolvidos na urina possam se precipitar entre as fibras
colagenas da membrana, contribuindo consequentemente para a auséncia de cistite e
urolitiase nos animais do GT [2,21].

Além disso, a maior quantidade de fibras colégenas nas bexigas neoformadas
com a SIS acelular resultaria em menor capacidade contrétil das mesmas, resultando
consequentemente em maior quantidade de urina residual, o que também poderia ter

predisposto ainfec¢do do trato urinario nos animais do GC [22].
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Conclusao

O implante de células musculares lisas vesicais, quando comparados ao implante
acelular, resulta em arquitetura histol 6gica tipica naregido da cistoplastia, caracterizada
pela presenca das tuinicas melhor individualizadas e organizadas.

A SIS associada ao implante de células musculares lisas homologas promove
processo de reparacdo tecidual com maior porcentagem de fibras musculares lisas em
detrimento de fibras coldgenas.

A SIS acelular ou semeadas com células musculares lisas vesicais ndo induz

alteracOes clinicas, laboratoriais ou histol 6gicas compativeis com rejei ¢ao.
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C D

Figural: A) Fotomicrografiadaregido central de leso vesical reparadacom a SIS acelular (GC). Notar
auséncia da arquitetura vesical tipica e presenca de fibras musculares coradas em vermelho, dispostas
em feixes de diversos calibres. (Masson, 4x). B) Fotomicrografia da regido central da cistoplastia
reparada com a SIS semeada com CMLH (GT). Notar os inimeros fasciculos musculares corados em
vermelho (Masson, 12,5x). C) Fotomicrografia de fragmento de transicdo entre a SIS acelular e a bexiga
origina (GC). Notar os feixes musculares de diferentes calibres, distribuidos de forma aleatéria
(Masson, 2x). D) Fotomicrografia de fragmento de transi¢céo entre a SIS semeada com CMLH e abexiga
original (GT). Notar a disposi¢do tipica das camadas longitudinal externa (E), circular média (M) e
longitudinal interna (1) datdnica muscular (Masson, 2x).
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Tabela 2. Distribuicdo da quantidade de tecido muscular das amostras centrais e de

transi¢cdo dos animais dos grupos Controle e Tratado

Controle Tratado
Regi&o N Média N Média Valor p
Central 5/5 0,30+ 0,20 5/5 0,56 + 0,07 0,04
Transicdo 5/5 0,54+ 0,04 5/5 0,68 + 0,07 0,07

Tabela 3. Distribuicdo da quantidade de tecido colagenoso das amostras centrais e de

transi¢c&o dos animais dos grupos Controle e Tratado

Controle Tratado
Regido N Meédia N Média Valor p
Central 5/5 0,70+ 0,20 5/5 0,44 + 0,07 0,04

Transicéo 5/5 0,46 £ 0,04 5/5 0,32+ 0,07 0,07
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