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Resumo

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

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

Terapia Baseada em Transplante de Células e Tecidos.



Abstract

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

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

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

alternativas inovadoras com produtos baseados no conceito de medicina personalizada.

1.1 Células-Tronco Mesenquimais do Tecido Adiposo

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

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

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

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

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

crescimento especificos, com o objetivo de reparar tecidos lesionados.

1.1.1. Engenharia Celular em Bexiga Urinaria

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

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

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

fornecer os pardmetros estruturais necessarios para a substituigdo de tecidos.'® Os
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biomateriais na medicina regenerativa devem funcionar como matriz de suporte e atuar em
consonancia com as fungdes bioldgicas e mecanicas da estrutura nativa encontrada nos
tecidos do corpo."”

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

in vivo (modelo animal).

1.1.2. Descelularizacio da veia

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

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

que se pretende descelularizar.!8
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Neste caso, como se pretende utilizar o arcabouco de veia cava inferior de coelho
descelularizada que se caracteriza por ser um tecido bastante delicado; o protocolo elencado
como mais seguro ¢ eficaz serd a reproducao da técnica previamente padronizada nos estudos
ja realizados,”® com o uso de duodecil sulfato de sodio (SDS). O SDS é um composto
organico com propriedades surfactantes (anidnicas). Dada a sua estrutura, esta molécula
possui propriedades anfifilicas, sendo comumente utilizado na industria de detergentes, com a
finalidade de remover residuos oleosos, mas também funciona como desnaturante de

proteinas, além de outros usos.?*

1.1.3. Urotélio

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

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

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

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

urindrio para o tratamento de incontinéncia com resultados promissores
1.14. Cirurgia Urologica em Bexiga Urinaria

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

Ja a ampliagdo vesical tem sido usada principalmente para tratar pacientes com
hiperatividade do detrusor neurogénico secundéria a esclerose multipla, lesdes na medula
espinhal e mielodisplasia.’* Também ¢é uma opgdo de tratamento para pacientes com bexiga
hiperativa idiopatica que falharam nas opcdes de tratamento de terceira linha. O objetivo
principal da cistoplastia de aumento ¢ criar um reservatorio de armazenamento de baixa
pressdo para aumentar a capacidade e a conformidade da bexiga, proteger contra a
deterioragdo do trato superior, melhorar a continéncia urinaria e melhorar a qualidade de vida.
Para isso, muitos tecidos humanos foram utilizados, incluindo peritonio, omento, enxertos
seromusculares reversos do intestino, dura humana liofilizada, pele, bexiga preservada,

pericardio e placenta. 3132

Também foram utilizados materiais sintéticos, incluindo esponja de
gelatina, Teflon, esponja de polivinil, papel revestido com resina, membrana de poli-amino,
membrana de coldgeno / galactina e Silastic. Essas fontes alternativas de aumento ndo sao
comumente usadas devido as suas altas taxas de complicagdes, incluindo formagdo Ossea
metaplésica, infecgdes recorrentes do trato urinario (ITU), formagdo de calculos, contraturas

vesicais e fibrose. 3334

2. Justificativa

O desenvolvimento da engenharia de tecidos e da medicina regenerativa objetiva
melhorar as condigdes de vida dos pacientes que necessitam de substituicdo ou ampliagao
vesical como forma de tratamento e melhoria da qualidade de vida. Até o momento, muitos
estudos pré clinicos e muito poucos estudos clinicos tém sido realizados com essa finalidade,
mas até o momento ndo foram estabelecidos protocolos seguros e eficazes para este papel.
Para isso é fundamental que sejam desenvolvidos estudos in vitro’>*® e que sejam avaliados
usando modelos in vivo®%37, para que o conhecimento adquirido em pesquisas basicas seja

aplicado na pratica clinica.
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Este estudo avaliou o potencial da veia cava decelularizada como arcabougo para
engenharia de tecidos em bexiga urindria, além de avaliar o potencial das CTM em promover

a regeneracao e a biointegragao tecidual.

3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Propor um modelo de remendo de bexiga urinaria produzido com uso de veias
descelularizadas semeadas ou ndo com células-tronco mesenquimais em um modelo animal

utilizando coelhos.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar a biointegracdo do enxerto implantado na bexiga urindria de coelhos através
de estudo histologico do explante, apds 21 dias do implante.

Realizar a andlise por microscopia eletronica de varredura dos implantes.

Quantificar a urotelizacdo do arcabougo através de score histologico para comparagao

dos grupos.

4. Material e Métodos

A metodologia foi didaticamente dividida em etapas para facilitar a compreensao dos

experimentos, sendo considerada a obtencdo de animais a etapa zero.
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4.1 Etapa Zero — Obtencao dos Animais

Foram utilizados 15 coelhos adultos, fémeas nao prenhas, da ragca Nova Zelandia,
linhagem Botucatu, com peso entre 2,5 e 3,5 kg, para todos os experimentos. Para qualquer
manipulacdo cirargica dos animais, estes foram anestesiados por via intramuscular a
associacdo de Ketamina (Dopalen®) 30mg/Kg de peso, cloridrato de xilazina (Anasedan®) a
2% na dose de 3 mg/kg de peso e Acepromazina (Apromazin®) a 0,2% na dose de 0,1mg/Kg
de peso. Para os 10 animais que foram utilizados nos grupos experimentais foi realizada a
intubacdo orotraqueal, ventilagdo mecanica e anestesia inalatdria com Isoflurano (Isoforine®)
Img/ml controlados clinicamente pelo veterindrio responsapel pela Unidade de Pesquisa
Experimental (UNIPEX). Apo6s o término dos procedimentos, os animais utilizados para
coleta de veias e experimentos pré-teste foram eutanasiados com inje¢do intravenosa em dose

letal de pentobarbital 150mg/kg.
4.2 Procedimentos Eticos

O projeto foi elaborado de maneira a respeitar o acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), ¢ foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica Local antes do inicio do

experimentro com o protocolo CEUA 1298/2019 (Anexo 1)
4.3 Etapa 1 — Obtencao de veias para arcabouco

A obtengdo das veias para o banco de veias foi realizada através da coleta cirtirgica de
5 animais com peso entre 2,5 e 3,5 kg, sendo estes utilizadas para compor o banco de veias
para uso posterior nos experimentos in vivo. Para obtenc¢ao das veias, o abdome do animal foi
tricotomizado, realizada antissepsia com polivinilpirrolidona-iodo (PVP-I) e todo o
procedimento seguiu rigorosa técnica.

As veias foram coletadas através de uma laparotomia xifopubica e dissec¢ao delicada
da veia cava desde o seu segmento mais distal até a veia renal mais baixa. As tributarias
foram isoladas e seccionadas sem ligadura para ndo comprometer os resultados da
descelularizacdo. Por fim, as veias foram lavadas interna e externamente com soro fisiologico
0,9% e heparina ndo fracionada 1000UI/100ml para retirada do maximo de sangue residual,
acondicionadas em tubo conico estéril 50ml contendo PBS e transportadas para o Laboratério

de Engenharia Celular do Hemocentro do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
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Botucatu - UNESP (LEC). Em camara de fluxo laminar, ambiente estéril, as veias foram,
entdo, separadas em fragmentos de aproximadamente 1 cm de comprimento (3 fragmentos
para cada unidade de veia cava coletada) para serem submetidas a descelularizagao, isto ¢, a
remocao das células e dos antigenos HLA dos doadores. O protocolo de descelularizagao
seguiu a técnica pré-estabelecida no laboratério de Engenharia Celular da Faculdade de
Medicina de Botucatu, com doudecil sulfato de s6dio (SDS) 1% em agitacdo continua por 2
horas (em Shaker News Brunswick Scientific® com temperatura controlada em 37°C) sendo
estabelecido intervalo maximo de 2 dias entre a coleta e a descelularizagdo.!® Os fragmentos
foram acondicionados e conservados em geladeira a 4°C em solugdo estéril contendo

antibiotico e antifungico.

4.4 Etapa 2 — Obtencdo, expansdo e caracterizacio das CTM derivadas de tecido
adiposo.

Para obtencdo de tecido adiposo autdlogo, foram utilizados 5 coelhos que foram
mantidos vivos apds a coleta para posterior implantagdo dos arcabougos celularizados no
momento do experimento propriamente dito (de forma autdloga). Simplificadamente, a coleta
foi da seguinte maneira: o animal foi submetido a anestesia conforme descrito anteriormente,
a area interescapular foi submetida a tricotomia e antissepsia com polivinilpirrolidona-iodo
(PVP-I). Os procedimentos foram realizados seguindo rigorosa técnica de assepsia.

Foi realizada pequena incisdo longitudinal de 2cm de comprimento, na regido dorsal
(interescapular) do coelho, com lamina fria nimero 20 e, por dissec¢do, foi coletado pequeno
fragmento de 2 gramas de gordura do coxim gorduroso interescapular.

Apo6s a coleta, o tecido adiposo foi colocado em tubo conico de S0ml com tampao
HEPES e transportado para o LEC, onde foi processado. No LEC, o tecido adiposo foi
submetido a digestdo enzimdtica. Esse processo sucedeu-se de fragmentacdo do tecido
adiposo, aplicacdo da enzima colagenase Invitrogen® e incubacdo em meio de cultura
suplementado com antibidticos e antifiungico (Gibco™) durante 15 horas a 37°C, em ambiente
de estufa com jaqueta de dgua a 5% de dioxido de carbono (CO2). Apds este periodo, a agao
da enzima foi neutralizada com adigdo de soro fetal bovino (SFB - Gibco™) e o conteudo foi
centrifugado a 1200rpm por 10 minutos. O pellet obtido (contendo as CTM) foi ressuspendido
em SFB e procedida nova centrifugacdo. O novo pellet foi ressuspendido em 1mL de meio de
cultura (Dulbecco’s modified Eagle’smedium — DMEM- F12) retirando-se aliquota de 30uL.

para contagem celular em camara de Neubauer para a verificagdo da viabilidade celular e
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estimar o numero total de células. As células obtidas foram plaqueadas em frascos de cultura
de 25 cm? de area (Nunc®). O meio de cultura utilizado para o cultivo (MC) foi DMEM-F12.
As células permaneceram em estufa a 37°C, com 5% de CO? (Thermo Class 100®). O
meio de cultura foi trocado a cada 48h. O monitoramento das culturas foi realizado por
vigilancia periddica (3x/semana) através de microscopia invertida (microscopio Axiovert
200®, ZeissTM). A partir de 0 momento onde observarvou-se confluéncia superior a 80% da
area da placa, foi considerado o momento de realizar o aumento do nimero de frascos para
ndo inibir o crescimento celular, momento este chamado de primeira passagem. As células
foram  destacadas do frasco de cultura com 0,25% de tripsina/lmm
(Ethylenediaminetetraacetic acid — EDTA) (Invitrogen™), contadas em ciAmara de Neubauer
e replaqueadas em frascos de 75cm? (Nunc™). Apods a terceira passagem em tripsina, as
células foram utilizadas para os procedimentos do experimento de semeadura no arcabougo.
As CTM foram caracterizadas como células-tronco multipotentes por manterem as
caracteristicas de aderéncia ao plastico do frasco de cultura, multiplicacdo, diferenciagdo em
trilinhagem (cartilagem, gordura e osso) conforme orientacdo do fabricante do kit (StemPro
adipogenesis, chondrogenesis, and osteogenesis kits; Invitrogen®) e fenotipicamente com a
realizacdo de testes de expressdo de marcadores positivos e negativos através de citometria de
fluxo para marcadores especificos de superficie celular (CD44 ¢ CD90 positivos ¢ CD11b e
CD45 negativos — BD biosciences™) . O equipamento empregado foi um citdmetro de fluxo
Facscalibur BD® com auxilio de software especifico denominado Cell Quest®. Além da
citometria de fluxo, foram utilizadas as técnicas de diferenciacdo das CTM em 3 diferentes
tecidos: cartilagem, gordura e 0sso, para terminar os experimentos de comprovagdo das

caracteristicas especificas de células-tronco mesenquimais multipotentes.

4.5 Etapa 3 — Aplicacdo de CTM em arcabouco de veia descelularizada para compor o

grupo experimento.

Foi constituido de 5 amostras (n=5) para o grupo experimento, de forma randomizada.
Os arcabougos de veias descelularizadas (scaffolds) foram seccionados
longitudinalmente e colados com Puramatrix® em pocos de placa de cultura, de forma que a
face luminal esteve voltada para cima. Foi entdo aplicada uma solucdo de SuL de
Puramatrix® preparada com 1x10® CTM, com auxilio de micropipeta. O arcabougo contendo
a solucdo de Puramatrix® e CTM foi submetido ao estimulo de gelificacdo com a adi¢do de

10 pL de meio de cultura DMEM-F12 por 30 minutos.
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Comprovada a gelificagdo de forma visual, os pogos da placa de cultura foram
completados com 1 mL de meio de cultura e mantidos em cultura em ambiente de estufa por 1

semana para posterior implantacdo no animal.
4.6 Etapa 4 - Experimentacio in vivo

Foi constituido de dois grupos experimentais, a saber:

Grupo 1: Controle — foi implantado um segmento de lcm? de veia cava de coelho
descelularizada (n=5) com pontos de Vicryl 7.0, continuos, ancorados nos quatro vértices e
aproximadamente 10 pontos em cada lado do enxerto.

Grupo 2: Experimento — foi implantado um segmento de veia cava descelularizada
semeada com células-tronco autologas (n=5) (conforme descrito no item 3.5), também fixado
por pontos cirurgicos de Vicryl 7.0 com pontos continuos, ancorados pelos vértices,
aproximadamente 10 pontos em cada lado do enxerto.

Para este experimento, todos os animais foram anestesiados por via intramuscular com
a associagdo de Ketamina (Dopalen) 30mg/Kg de peso, cloridrato de xilazina (Anasedan®) a
2% na dose de 3 mg/kg de peso e Acepromazina (Apromazin®) a 0,2% na dose de 0,1mg/Kg
de peso. Em seguida os coelhos foram submetidos a intubagdo orotraqueal, ventilagao
mecanica e anestesia inalatéria com Isoflurano (Isoforine®) 1ml/ml controlados clinicamente
pelo veterindrio responsdpel pela UNIPEX (Unidade de Pesquisa Experimental). Foi
administrado durante o procedimento cirirgico 250ml de solugdo de fisiologica 0,9%.
Tricotomia abdominal foi realizada antes da cirurgia, bem como assepsia e colocagdo de
campos cirurgicos estéreis. Uma pequena incisdo longitudinal supra-pubica de 3cm de
extensdo foi realizada para acesso a cavidade abdominal. A bexiga urindria foi acessada por
essa incisdo e submetida a um dos experimentos conforme randomizagao prévia dos animais.

A sutura da parede abdominal se deu em 2 planos, muscular com Vicryl 2.0 com
pontos continuos e plano da pele com fio inabsorvivel de Nylon 4-0 pontos simples
separados. Os animais foram entdo transportados para o biotério de alojamento da UNIPEX e
monitorados diariamente. Receberam analgesia para dor nas primeiras 48h de pos-operatorio.
Uma dose de analgésicos foi ministrada ao final do procedimento para complementar o alivio
da dor inicial com Cloridrato de Tramadol Smg/kg associado a Cetoprofeno 2mg/kg de peso e
foi ministrado apos 12 e 24h do procedimento. Em seguida, novas doses analgésicas foram
administradas nos animais que apresentaram sinais de sofrimento, orientando-se pela Rabbit

Grimace Scale. Foi realializada profilaxia antimicrobiana para os animais com Enrofloxacina
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10mg/kg por via subcutinea por 7 dias. Foram observados os sinais clinicos de alerta para
elucidacdo de possiveis complicagdes com cada animal, além de controle de hidratagdo. Os
animais foram mantidos em condi¢des ideais de biotério, por 21 dias, em jaulas individuais
com as seguintes dimensodes: largura de 45cm; profundidade de 60cm; e altura de 40cm. A
cama de maravalha foi trocada regularmente. A dieta foi composta de racdo peletizada e
balanceada e juntamente com agua estiveram a livre demanda (ad libitum). Os animais foram
mantidos no alojamento de coelhos da UNIPEX, que apresenta luminosidade controlada (12h

luz, 12h sem luz), umidade e temperatura controlados, além de exaustao do ar.
4.7 Etapa S — Finalizacao do experimento

No 21° dia pos-operatorio, os 10 animais foram eutanasiados com sobredose de
anestésico, utilizando-se o triplo da dose de Tiopental sodico (thiopentax®) , como
preconizado pelo Manual Fiocruz — Farmacos em Animais de Laboratorio- portanto 90mg/kg
IV, sendo o o6bito verificado pela auséncia de movimento respiratdrio (apneia); auséncia de
batimentos cardiacos (assistolia), preferencialmente, por meio do uso de estetoscopio,
auséncia de pulsacdo, mucosas palidas e perda do reflexo corneal ou aqueles apropriados para
a espécie. A confirmacdo da morte foi realizada por profissional qualificado para tal fim,
segundo todas as Diretrizes da pratica de Eutanasia do CONCEA. Apoés a eutandsia, foi
procedida uma incisdo xifo-pubica e o tecido implantado na bexiga foi coletado
cirurgicamente. Dessa forma, os espécimes foram colocados em formol tamponado 10% e
conduzidos ao Laboratorio de Patologia desta instituicdo para analise histomorfologica.
Através dessas analises foi observado o comportamento do tecido produzido em comparacao

com o tecido nativo e sua potencial diferenciacdo urotélio.

4.8 Etapa 6 — Avaliacao histologica

Os fragmentos obtidos dos dois grupos foram processados para confecgdo dos blocos
parafinizados. Os mesmos foram cortados em microtomo (Spum de espessura) para confeccao
de laminas histologicas.

As laminas foram coradas para histologia padrdao com hematoxilina e eosina (HE) e
submetidos ao escaneamento digital para processamento das imagens. Apos o escaneamento,
as fotomicrografias foram analisadas visualmente em tela de computador, sob aumento de 100
vezes, considerando-se apenas o povoamento urotelial do tecido implantado. Para isso,

utilizou-se uma escala de 0 a 5, como observa-se na tabela abaixo. (Tabela 1)
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Tabela 1. Escore da urotelizacdo do arcabouco

0 Ausencia de urotelizacao

1 Urotelizagdo apenas das bordas do implante
2 Urotelizagao de até 1/3 do implante

3 Urotelizagdo de até 2/3 do implante

4 Urotelizagdo semicompleta do implante

5 Urotelizagdo completa do implante

4.9 Etapa 7 — Avaliacao por Microscopia eletrénica de varredura

Um fragmento de cada grupo foi seccionado e enviado para realizagdo de microscopia
eletronica de varredura. O material coletado foi limpo rigorosamente com pincel fino;
hidratado gradualmente com agua destilada; limpo com solu¢ao de formol a 37% e detergente
a 1:10 e deixado imerso por 7 dias com troca da solucdo a cada dois dias e com
movimentagdo do frasco periodicamente para aumentar a eficiéncia do processo; foi lavado
com agua destilada até ndo haver mais residuos do detergente. Foram utilizadas 5 imersdes de
aproximadamente 2 segundos no equipamento de ultrassom para melhorar o processo de
limpeza; substituido a agua por solugdo de Tetroxido de Osmio 1% e deixado por 3 horas,
sempre com o cuidado de que a solu¢do sempre fosse cristalina; por fim o material foi
desidratado com solugdo de etanol em dilui¢des progressivas de 10, 30, 50, 70, 80, 90, 95 e
100% por 10 minutos. O alcool 100% foi trocado trés vezes, sendo que a ultima com intervalo

menor que uma hora até ser levado para o ponto critico.
5. Resultados e Discussao

Os resultados serdo apresentados seguindo o mesmo esquema didatico dividido em

fases apresentado anteriormente.
5.1 Etapa 1 - Obtencao de veias para arcabouco

Foram obtidas veias cavas de 5 animais para obtencdo dos arcaboucos. Apds o
processamento de descelularizacdo, amostras controle foram enviadas para histologia simples

em HE para confirmacao da descelularizagdo (Fig. 2).
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Figura 2. Processo de obtengdo dos arcabougos de veia cava de coelho. A: VCI descelularizada
com SDS; B: Fotomicrofia do controle de qualidade da descelularizagdo da VCI. Fonte: Bertanha
M., 2019 . : C .

’ Conforme estudos realizados previamente, o processo de descelularizagdo das veias
cavas inferiores obtiveram a elimininagdo dos componentes celulares e estas ndo sao

visualizadas em HE.!®

5.2. Etapa 2 - Obtencio, expansiao e caracterizacio das CTM derivadas de tecido

adiposo.

O banco de células-tronco foi constituido com a finalidade de fornecer células
autdlogas para os experimentos do grupo experimento. Pode-se observar o aspecto de

aderencia das CTM com sua morfologia classica, em monocamada e com aspecto
fibroblastéide (Fig. 3)

Figura 3. Fotomicrografia de cultura de células-tronco aderidas em frasco de cultura. A: Confluéncia < 10%;
B: Confluéncia de 100%. Aumento em 40x. Fonte: Bertanha, M. 2019



Figura 4. Em A = CTM néo diferenciada e ndo corada; Em B = CTM diferenciada em tecido adiposo, ndo

Lo

I

A

corada e C: Diferenciagdo adipogénica corada com Oil Red®. Fonte: Propria (2019)
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A caracterizacdo imunofenotipica foi realizada em todas as amostras de CTMs apds 3

passagens de cultura (Fig.4)
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Figura 5 — Histogramas da caracterizag@o fenotipica das células-tronco mesenquimais de tecido adiposo
de coelhos para CD11b, CD45, CD44 ¢ CD90. Fonte Bertanha, M. 2019

Conforme estabelecido nos protocolos de cultura de células-tronco no LEC do

Hemocentro do HC da FMB, as culturas obtidas foram submetidas a caracterizagdo fenotipica
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por Citometria de fluxo e positivas para CD44 (70%) e para CD90 (96%) e para os
marcadores negativos, obteve-se marcacdo negativa para o CD45 (2%) e para o CDI11b
(0.8%).

A diferencia¢do em tri-linhagem comprovou o perfil multipotente das células-tronco.
Foram utilizadas as diferenciagdes em osso, cartilagem e tecido adiposo com a utilizacdo do

kit Stem Pro Differentiation®, seguindo as recomendagdes do fabricante (Fig. 6)

Figura 6 . A:Controle negativo (CTM ndo diferenciada); B: Diferenciacdo ¢ssea, aumento 40X em
trabécula. C: Diferenciagdo Ossea aumento 20X e D: Aumento de 10X. Todas as amostras foram
coradas com Alizarin Red®. Fonte: Propria (2019)

5.3. Etapa 3 — Aplicacio de CTM em arcabouco de veia descelularizada para compor

0 grupo experimento.

Por fim, ap6s a caracterizagdo celular das culturas obtidas, estas foram empregadas na
constitui¢do do arcabougo de veia descelularizada com a aplicagdo de 1x10° células-trouco de

tecido adiposo e mantidos em placa ndo aderente por 7 dias, sem intercorréncias.
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5.4. Etapa 4 — Experimentacio in vivo

Os 10 animais receberam o enxerto do fragmento de veia descelularizada conforme
previsto e de forma randomizada e com anestesia inalatéria conforme descrito no item
Materiais e Métodos (Fig. 7):

Grupo 1: Controle — foi implantado um segmento de lcm? de veia cava de coelho
descelularizada (n=5);

Grupo 2: Experimento — foi implantado um segmento de veia cava descelularizada

semeada com células tronco autodlogas (n=5); (Fig. 8).

Figura 7: Exemplo de anestesia geral dos animais da pesquisa Fonte: Propria (2019)
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Figura 8: Implante do exerto de veia cava na bexiga do coelho com mesma técnica em ambos os grupos. A:

bexiga apés a sec¢do de um segmento de 1 cmz, mantendo-se as bordas reparadas com pontos de
ancoragem; B: Aspecto inicial do posicionamento do enxerto pronto para sutura; C: Enxerto sendo suturado
na bexiga com pontos continuos em todos os lados do enxerto; D: Aspecto final do enxerto implantado na
bexiga. Fonte: Propria (2019)

5.5 Etapa S — Finalizacido do experimento

Apo6s 21 dias em regime de biotério, todos os animais foram eutanasiados conforme
descrito previamente e a bexiga urinaria foi coletada e o fragmento implantado foi

identificado, isolado e seccionada para as analises histomorfologicas (Fig. 9)
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Figura 9: Aspecto macroscopico da bexiga e do segmento implantado apds 21 dias ao ser retirada do
animal para estudo. A: Bexiga inteira apos retirada do animal; B: Aspécto fibrotico da face externa da
parede vesical no local do enxerto de veia cava; C: Acumulo de material cristalizado na face interna
vesical no local do enxerto de veia cava; D: Aspécto macroscopico da face interna da bexiga na regido
do enxerto. Fonte: Propria (2019)

5.6. Etapa 6 — Avalicao Macroscopica

Apoés a finalizagdo do experimento, a bexiga urindria explantada apresentava as
seguintes caracteristicas macroscopicas:

O grupo 1 (controle) apresentava boa integragcdo tecidual em todos animais, a fibrose
externa esteve presente em maior quantidade em 2 animais; internamente apresentava um
tecido regenerativo ( a semelhanga de reagdo por corpo estranho) sobre o tecido implantado e
também em dois animais observou-se a formagao de concrecdes levemente aderidas a regido
do implante; ndo houve perfuragdo ou formacao de fistulas.

Para o grupo 2 ( experimento), també,m observou-se que apresentava boa integragao
tecidual em todos animais, a fibrose externa, um pouco menos extensa, esteve presente em

maior quantidade em 2 animais; internamente apresentava um tecido regenerativo ( a
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semelhanca de reagcdo por corpo estranho) sobre o tecido implantado e também em dois
animais observou-se a formacao de concre¢des levemente aderidas a regido do implante; nao
houve perfuragdo ou formagao de fistulas.

Desta forma, a andlise macroscopica comparativa entre os dois grupos nio apresentou
diferengas significativas quanto ao processo regenerativo, inflamatorio e formacdes de

concregoes.

5.7 Etapa 7 — Avaliacao histolégica

A bexiga normal é composta por distintas camadas celulares. A camada mais interna ¢é
o urotélio (epitélio de transicdo), que reveste o lumem vesical com espessura de
aproximadamente 5 a 7 células, considerado tecido de transicdo, que confere
impermeabilidade a liquidos e ions da urina. A segunda camada ¢ a lamina propria da mucosa,
rica em tecido conectivo frouxo. A terceira camada ¢ composta por fibras musculares lisas e
geralmente ¢ dividida em longitudinal interna, circular média e longitudinal externa. Essas
trés camadas musculares normalmente se misturam e podem mudar de dire¢do e de plano, isso
otimiza a complascéncia e esvaziamento vesicais. Externamente esta a tiinica adventicia, rica
em nervos € plexos autondmicos, tecido conectivo frouxo, vasos linfaticos e sanguineos.

(Fig. 10)

Fibras musculares

Tecido conjuntivo
interfascicular

i

Capilares

Lamina propria da mucosa

|—’ Prega mucosa

— Epitélio de transi¢do

Figura 10: Histologia da bexiga (representagao dos elementos das camadas histologicas da bexiga). Fonte:
Propria (2019)



35

Para o grupo controle do experimento, observa-se a limitagdo do fragmento

implantado pela nao observagdo da camada muscular no centro do corte histologico (Fig. 11).

Figura 11: Fotomicrografia de 1amina em HE para o segmento do enxerto de bexiga no grupo controle apo6s
21 dias. A: Transi¢do do tecido normal para tecido implantado (apontada pelo asterisco). Observamos a
auséncia da camada muscular neste segmento; Seta: camada muscular da bexiga normal anexo ao segmento
do enxerto; Ponta de Seta: limite do enxerto com o limem vesical (observamos auséncia de células
transicionais); B: infiltrado inflamatério no local do enxerto, em maior aumento (200x) no canto superior
direito observa-se céluas inflamatorias. Fonte: Propria (2019)

Neste aspecto, observa-se neste grupo, grande infiltrado inflamatorio, composto por
diversos tipos celulares, incluindo macréfagos caracterizados por células gigantes fagocitando
os debris teciduais considerados estranhos, linfocitos, eosinofilos, plasmdcitos e neutrédfilos.
Observa-se ainda a presenca de fibroblastos jovens na por¢do equivalente a submucosa. Na
face epitelial observa-se que ndo ocorreu povoamento urotelial significativo.

Para o grupo experimento, também ¢ possivel observar a limitagdo do fragmento
implantado pela ndo observagdo da camada muscular no centro do corte histologico (Fig. 12).

Neste aspecto, observa-se que a aplicagdo de células-tronco interferiu com todo o
processo de reparagdo tecidual. Obeserva-se também grande infiltrado inflamatdrio, composto
por diversos tipos celulares, incluindo macrofagos caracterizados por células gigantes
fagocitando os debris teciduais considerados estranhos, linfécitos, eosinofilos, plasmdcitos e
neutrofilos (Fig. 13). Entretanto, observa-se a presenca de fibroblastos mais maduros na
por¢cdo equivalente a submucosa (Fig. 14). Na face epitelial observa-se que houve um
povoamento urotelial bem significativo (Fig. 15). Nota-se ainda uma maior formagdo de
capilares na regido equivalente a transi¢do mucosa/submucosa vesical.

Alguns fatores de crescimento celular sdo conhecidos e poderiam ser utilizados para
obtencao de musculo liso (como BMP4), e urotélio (VEGF, FGF-7, FGF-10). Esses fatores

podem ser utilizados com esta finalidade, porém, ndo existe um consenso bem estabelecido de
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qual seria 0 melhor modelo para essa diferenciagdo celular.’® A diferenciagdo urotelial é um
processo de sinalizacdo biomolecular complexo, que pode, através de estimulos ligeiramente
diferentes, produzir urotélio com caracteristicas do tecido vesical ou mesmo uretral. No
modelo proposto por esse estudo pretendiamos avaliar o comportamento das CTM sobre um
arcabouco de veia descelularizada sem a adigdo de fatores de crescimento. Certamente novos
estudos in vitro e in vivo precisam ser realizados para que um protocolo de bioengenharia
produza um tecido biocompativel. 4°

De qualquer forma, pudemos observar que o enxerto aplicado a bexiga, em ambos os
grupos, foi capaz de interagir com o tecido nativo adjacente, sendo mais evidente o
repovoamento urotelial no grupo 2 (experimento), possivelmente relacionado tanto ao
potencial de diferenciacdo das CTM quanto por sua capacidade em promover o rearranjo

inflamatorio e regenerativo local.

Infiltrado
inflamatorio

Fibras
musculares

enxerto. *: transi¢do do fragmento do enxerto de veia cava com o tecido vesical normal. Fonte:
Propria (2019)

Infiltrado inflamatério

Neovascularizagdo

Células transicionais

Figura 13: Tecido inflamatério e reparacdo tecidual com a presenca de células
transicionais. Fonte: Prooria (2019)
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Fibroblastos
Figura 14: Histologia do enxerto de veia cava recelularizada com células-
tronco mesenquimais evidenciando a presenca de fibroblastos jovens. Fonte:
Propria (2019)

Neovascularizagdao

Neutréfilos ao redor
do fio de sutura

_ Reepitelizagdo tecidual:
" Células transicionais

Figura 15: Reepitelizacao tecidual, células gigantes, neovascularizagdo, neutroéfilos na volta do fio em
lamina do grupo experimento. Fonte: Propria (2019)
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Ap0s a aplicagdo do escore descrito na tabela 1, obtivemos os resultados descritos na

tabela a seguir. (Tabela 2)

Tabela 2: Analise escore da uroteliza¢iao do arcabouco

Controle
2 -
10 5
15 5
16 4
19 5
Experimento
3 -
5 -
7 -
13 5
17 5

Teste estatistico para dados nio paramétricos Mann-Whitney

Cortes histologicos

2

4
5

3

W WD 1

4
5

4

4

N O

5

Al W | W

N = |

W WD

Mediana

p

0.11
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CONTROLE EXPERIMENTO

Figura 16. Fotomicrografias em HE. A,B e C — grupo controle evidenciando uroteliza¢do (seta),
aumento 20x, 50x e 100x respectivamente; D, E e F — grupo experimento evidenciando urotelizacdo
(seta), aumento 20x, 50x e 100x respectivamente. Fonte: Propria, 2019

Fatores que podem ter influenciado positivamente na urotelizacdo dos dois grupos

experimentais podem estar relacionados ao tamanho do fragmento de veia descelularizada
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implantado, que por tratar-se de um remendo de lcm? pode ter favorecido o crecimento
urotelial das bordas para o centro e o tempo de seguimento do estudo permitiu resultados
estatisticamente semelhantes. Dessa forma, neste segmento implantado, as CTM devem ter
influenciado menos no processo de repovoamento urotelial, mas outras analises do processo
regenerativo serdo realizadas para que se possa ter maior clareza do papel das CTM em

auxiliar com os processos regenerativos ou nao.
5.8 Etapa 8 — Avaliacio por microscopia eletronica de varredura

Na microscopia eletronica de varredura, observa-se a presenca de vilosidades
caracteristicas da mucosa vesical no tecido normal ao redor (Fig. 15), presenc¢a de vilosidades

menos desenvolvidas no grupo controle e mais desenvolvidas no grupo experimento (Fig. 16).

e Microscopia Eletronica de Varredura

1.0mm

100x| 12.5 kV| ETD|15.5 mm CME-IBE-UNESP
Figura 17. Aspecto da bexiga “in natura” na microscopia eletronica com magnificagdo de 100x
evidenciando a vilosidades da mucosa vesical. Fonte: Propria (2019)
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Figura 18. Imagens de microscopia eletronica de varredura dos fragmentos de enxerto nos
grupos controle e experimento. A: fragmento de enxerto do grupo controle com magnificagdo
de 70x, observa-se as vilosidades da mucosa vesical, B: fragmento de enxerto do grupo
controle com magnificagdo de 2400x, observa-se o aspecto irregular e desforme das células
em contato com o limem vesical; C: fragmento de enxerto do grupo experimento com
magnificagdo 80x, observa-se as vilosidades da mucosa vesical; D: fragmento de enxerto do
grupo experimento com magnificagdo de 1200x, observa-se o padrdo regular e homogéneo das
células do epitélio de transi¢do. Fonte: Propria (2019)

5.9. Consideracoes

Muitos mateirais ja foram utilizados como tecido substitutivo da bexiga urindria,
porém, de forma geram os materiais sintéticos apresentam falhas mecanicas e predispdem a
formag¢do de calculos urinarios e os degradaveis evoluem com grande deposi¢do de
fibroblastos, cicatrizes e contratura levando ao insucesso do enxerto.

As matrizes celulares t€ém sido utilizadas como base para os enxertos de bexiga
urinaria. A descelularizacdo de tecidos alogénicos normalmente ¢ a base dessa linha de
pesquisa, geralmente sendo usado a propria parede vesical descelularizada. Elas podem ser
utilizadas como veiculo para a regeneracdo ou mesmo como base para recelularizagdo com

células-tronco.
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Os arcabougos recelularizados com CTM tem demonstrado melhor regeneragao
tecidual em comparagdo com os arcabougos acelulares, pois ndo dependem somente do
crescimento do tecido nativo adjacente. Além disso alguns estudos tém mostrado que a

capacidade das bexigas ampliadas com arcabougos recelularizados chega a ser muito maior.

6 .Conclusao

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

acuracia de futuras conclusdes.

7 . Perspectivas

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

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