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RESUMO

Objetivo: Avaliar os pardmetros histoldgicos e funcionais da ampliacéo vesical em coelhos
com “scaffold” de matriz extracelular e de “scaffold” sintético de acido poliglicélico, com e
sem semeadura de célula tronco mesenquimal derivada de tecido adiposo. Métodos:
Estudo experimental com 5 grupos de nove coelhos, grupos controle, ampliacdo vesical
com “scaffold” de matriz extracelular com semeadura de células tronco derivada de tecido
adiposo, ampliagao vesical com “scaffold” de matriz extracelular sem semeadura de células
tronco, ampliagao vesical com “scaffold” de acido poliglicolico com semeadura de células
tronco e por fim grupo de ampliagcao vesical com “scaffold” de acido poliglicélico sem
semeadura de células tronco. Foram avaliados na fase cistométrica, do estudo
urodinamico, a capacidade cistométrica maxima e o volume vesical onde é atingido a
presséo detrusora de 40 cmH20. A andlise histoldgica, realizada na quarta, oitava e décima
segunda semana foi feita com a coloracdo hematoxilina e eosina (H&E), para verificar a
reacdo inflamatéria local, através da contagem dos polimorfonucleares, linfécitos,
macrofagos e célula gigante de corpo estranho. A coloracdo de Tricomio de Masson foi
utilizada para verificar a area de colageno. A célula tronco utilizada foi derivada de tecido
adiposo, coletada da regido inguinal do coelho e cultivada no nosso laboratério.
Resultados: Na analise de polimorfonucleares houve alteracdes significantes na oitava e
décima segunda semana, (p=0,032) e (p=0,033), respectivamente, na avaliagdo dos
linfécitos houve alteracdes significante na quarta, (p= 0,040), oitava, (p=0,025) e décima
segunda semana (p=0,026). Na andlise de macréfagos houve alteracdes significantes na
guarta semana, (p=0,033) e oitava semana, (p=0,034), na andlise de célula gigante de
corpo estranho, somente na décima segunda semana houve alteracdo significante,
(p=0,015). A analise de coladgeno ndo demonstrou diferenca estatistica nos grupos
estudados, as &reas de fibrose foram iguais ao grupo controle. Na analise funcional, o
VPdet 40, pré cistoplastia e poOs cistoplastia, entre 0s grupos, ocorreram aumentos
significantes nos grupos “scaffold” de matriz extracelular e de PGA ambos semeados com
célula tronco mesenquimal, demonstrando que a técnica permite a melhora da funcéo
vesical (p=0,049 e p=0,013, respectivamente). N&o houve aumento significante na
capacidade cistométrica maxima, contudo verificou-se uma tendéncia de aumento no
grupo PGA semeado com célula tronco. Conclusdes: As técnicas de ampliacdo vesical
com implante de “scaffolds” de matriz extracelular e PGA, semeados ou ndo semeados
com célula tronco mesenquimal derivado de tecido adiposo, ndo geraram reacao

inflamatoria deletéria, denominada rejeicdo e houve aumento da complacéncia vesical,
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com a manutencao da capacidade cistométrica. O uso de célula tronco diminui reagéo

inflamatéria na bexiga ampliada com “scaffolds”.

PALAVRAS-CHAVE: Bexiga Neurogénica Neurologica, ampliacao vesical e “scaffold”.
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ABSTRACT

Objective: Evaluate the histological and functional parameters of bladder enlargement in
rabbits with the use of extracellular matrix scaffold and synthetic polyglycolic acid (PGA)
scaffold, with and without fat-derived stem cell seeding. Methods: Experimental study
which presents 5 groups of nine rabbits: control, extracellular matrix scaffold bladder
enlargement with fat-derived stem cell seeding, extracellular matrix scaffold bladder
enlargement without stem cell seeding, scaffold bladder enlargement with polyglycolic acid
and stem cell seeding and finally group of scaffold bladder enlargement of polyglycolic acid
without stem cell seeding. Bladder function was evaluated by analysis of maximal
cystometric capacity and bladder capacity in detrusor pressure of 40 cmH20, by urodynamic
study and histology, both on the fourth, eighth and twelfth week. Histological analysis was
performed with hematoxylin and eosin (H&E) staining to verify the inflammatory reaction
(rejection) with the counting of polymorphonuclear cells, lymphocytes, macrophages and
foreign body giant cell. Masson's trichrome staining was used to verify the formation of
fibrosis through the collagen area. The stem cell used was derived from fat collected from
the inguinal region of the rabbit and grown in culture medium. Results: Significant changes
in the eighth and twelfth week, (p = 0.032) and (p = 0.033), respectively, in
polymorphonuclear cells, foreign body giant cells, macrophages and lymphocytes did not
show a rejection-like inflammatory reaction that can occur in clinical transplantation,
although they are increased. Collagen analysis showed no statistical difference in the
studied groups, the fibrosis areas were equal to the control group. In the functional analysis
of variance of pre-cystoplasty and post-cystoplasty bladder compliance, between groups,
there were significant increases in the scaffold and PGA groups both seeded with
mesenchymal stem cell, demonstrating that the technique allows the improvement of
bladder capacity in detrusor pressure of 40 cmH20 (p = 0.049 and p = 0.013, respectively).
Cystometric capacity showed no significant increase but showed a tendency to increase in
the PGA group seeded with stem cell. Conclusions: Bladder enlargement techniques with
implantation of extracellular matrix and PGA scaffolds, seeded or not seeded with fat-
derived mesenchymal stem cell, did not generate a deleterious inflammatory reaction,
called rejection, and increased bladder capacity in detrusor pressure 40 cmH20. The use

of stem cells decreases inflammatory reaction in the enlarged bladder with scaffolds.

KEY WORDS: Neurogenic bladder, bladder augmentation and scaffold.
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As disfungdes vesicais decorrentes de doengas neurologicas afetam 400
milhdes de pessoas em todo o mundo (). Calcula-se que 1 em cada 1000 recém-
nascidos apresentam disrafismo espinhal com provavel Disfungdo Neurogénica do
Trato Urinario Inferior (DNTUI) (. No Brasil, ndo existem dados consistentes sobre
a prevaléncia desta disfungcédo, porém nos pacientes com lesées medulares a
incidéncia de DNTUI é 71 casos por 1 milhao de habitantes, numero quase o dobro
do Japéao e Estados Unidos. Os indices nos paises subdesenvolvidos sdo mais
elevados decorrentes de acidentes de transito e violéncia urbana e 80 % desses

casos poderao ter algum grau de disfungéo vesical @.

A fisiopatologia basica do comprometimento do trato urinario superior
deve-se ao aumento de pressao intravesical decorrente do déficit de complacéncia
vesical, hiperatividade detrusora neurogénica ou aumento da resisténcia uretral ©).
Sabemos que independente da doenca, o parametro pressorico vesical
estabelecido para possiveis danos renais é de 40 cm H20 (*4). As altas pressoes
de armazenamento e esvaziamento podem levar a infec¢gdes urinarias,
incontinéncia urinaria, danos estruturais no trato urinario superior e inferior, que por
fim podem levar a insuficiéncia renal. A dissinergia detrusor esfincteriana, é a
principal responsavel pela elevada resisténcia uretral nos casos DNTUI. Neste
cenario pode-se ter micgdes e perda urinaria com elevada pressao vesical,

decorrente do quadro de obstrugéo infravesical funcional ©.

7

A topografia das lesbes neurolégicas € muito importante para
diagnostico e evolugdo dos pacientes. Lesdes do sistema nervoso central acima do
centro sacral da micgdo, geralmente levam a bexiga hiperativa neurogénica
(HND) ©®). Se essas lesdes estdo abaixo do centro pontino da micgdo esperamos
dissinergismo vésico- esfincteriano ). As lesdes no centro sacral podem levar tanto
ao déficit de contralitidade da musculatura detrusora quanto déficit na musculatura
esfincteriana, a primeiro pode condicionar a retengao urinaria e a segunda pode

levar a incontinéncia urinaria, por lesdo direta da inervagao esfincteriana 58,

A premissa dos tratamentos das DNTUI com risco para o trato urinario
superior é a diminuigdo das pressdes de armazenamento e esvaziamento vesical ©).

As alternativas terapéuticas disponiveis para o tratamento das DNTUI sdo medidas
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farmacoldgicas, cateterismo vesical intermitente (CIL), sondas vesicais de demora,
injecdo de toxina botulinica vesical ou esfincteriana e os procedimentos mais

invasivos como as esficterotomia e as enterocistoplastias ©:6.7:8),

Em 1898, o cirurgido Johann von Mikulicz-Radecki descreveu o uso de
um segmento do ileo para ampliar a bexiga e assim iniciou se o tratamento
cirdrgico, com essa nova técnica. Desde entéo, inUmeras técnicas e variantes foram
desenvolvidas. Para tanto, buscou-se no emprego de todos os tipos de segmentos
do trato gastrointestinal — desde o estdbmago até o colon sigmoide — um substituto

ideal para a parede da bexiga (%42,

Transcorridos mais de cem anos e na falta de um substituto ideal, o
segmento gastrointestinal ainda permanece como a primeira escolha pela maioria

dos cirurgifes quando se torna necesséario ampliar a bexiga.

Nos casos de déficit de complacéncia vesical refratarios a tratamento
clinicos, a ampliagéo vesical é o tratamento de escolha ©®). Esta pode ser realizada
com segmentos do trato gastrointestinal (ileo, estbmago ou colon). Esta cirurgia é
um procedimento de grande porte, como tal apresenta consideravel risco de
complicagdes no curto, médio e longo prazo ®). As complicagdes observadas em
meédio e longo prazos decorrem das diferencgas estruturais e funcionais da parede

intestinal e vesical ©.19),

Dentre potenciais problemas decorrente das enterocistoplastias,temos a
produgao cronica de muco a qual pode gerar retengao urinario aguda e a laceragcao
vesical, bacteriuria persistente, infecgdes do trato urinario de repeticao, alteracées
metabdlicas, formagao de calculo urinario, déficits de vitaminas e as neoplasias

vesicais (10),

Baseado na complexidade e morbidade da enterocistoplastia, a busca
de alternativas teciduais aos segmentos intestinais tem sido constante e

amplamente desejada pela comunidade cientifica internacional (12,

Os avangos tecnolégicos na engenharia tecidual levaram ao

desenvolvimento de biomateriais como os “scaffolds”. Estes sdo arcabouc¢os onde
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as células se entrelagcam se para a formacao de novos tecidos com comportamento
funcional e biolégico adequados e semelhante ao tecido nativo, apresentam
biocompatibilidade, biodegradabilidade, resisténcia e induzem a adequada

regeneragdo ().

Estes biomateriais podem ser de 3 tipos, derivados de ceramica, como
hidroxido apatita, polimeros sintéticos, de PGA (acido poliglicolico) ou PLA (acido
polilatico) e os polimeros naturais, como derivados de colagenos, proteoglicanos,
Chitosan, Alginato, além da matriz extracelular de bexiga e a submucosa de

intestino delgado (SIS® — small intestine submucosa) 193

Os “scaffolds” derivados de ceramica sao desenvolvidos e pesquisados
na reparacdo 6ssea, os polimeros sintéticos sédo de facil obtencéo e disponibilidade,
porém apresentam uma maior reacao inflamatoria, pois apresentam menor

biocompatibilidade, comparando com “scaffolds” naturais (14,

A submucosa intestinal porcina (SIS), foi amplamente estudada,
todavia os resultados a longo prazo do SIS nao foram satisfatérios devido a
reacao imunoldgica cruzada e grande reacao inflamatdria deste enxerto, levando
a fibrose (1415.16) A avaliagdo histologica da cistoplastia com SIS demonstrou uma
diminuicdo da capacidade cistométrica devido a uma inadequada formacao de

camada de detrusor madura e uma deposigcdo, em excesso, de colageno no
local (14,15,16)_

O uso do “scaffold” de matriz extracelular derivado de bexiga apresenta
a biocompatibilidade como a vantagem principal, esta caracteristica gera menor
reagao inflamatdria e diminui a chance de fibrose do 6rgéo transplantado. Os poros
deste “scaffod” permitem o entrelagamento de células do tecido nativo, como o
detrusor. Esta técnica podera ser desenvolvida como transplante vesical com

doadores cadaveres, usando tiras de “scaffold” para ampliar a bexiga (1314),

O uso do “scaffold” sintético de PGA é factivel, apresenta minima reacao
inflamatdria e ou rejeicao, além da facil disponibilidade do material, caracteristicas

que estimulam a utilizagéo (1419,
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Os “scaffolds” biolégicos ou sintéticos, podem ser semeados ou néo,
com células tronco derivado de tecido adiposo (ADSCs) (314, As células-tronco
derivadas de tecido adiposo podem ser autélogas ou heterdlogas, sendo que
aquelas possuem caracteristica imunomoduladora maior, diminuem a reacao
inflamatdria e por ultimo regeneram o tecido nativo, reparando defeitos vesicais e

isto nos estimulou a utilizar um modelo animal para este experimento ('),

O “scaffold” implantado se comporta como um enxerto do transplante
clinico, como tal, pode apresentar reagdes inflamatorias de defesa, tipo agudas e
cronicas, rejeigdes hiperaguda, aguda e crénica, mediada pela imunidade humoral
e celular ('®, como esquematizado na figura 2 e 3. As reagdes agudas e cronicas
sao arbitrarias, pois sabemos que as células efetoras de tal processo, como os
polimorfonucleares, células gigantes de corpo estranho, macrofagos, mondécitos e

linfécitos aparecem ao mesmo tempo com atividades impares e congruentes (19,

Areacao inflamatéria aguda (imunidade humoral) tem a duracao de dias
e é iniciada quando o antigeno € exposto ao hospedeiro, condicionando uma
vasoconstricgdo local seguida de uma vasodilatacdo, levando ao fluxo sanguineo
mais lento, permitindo a marginalizagdo e a transmigragao dos neutrofilos para a

fagocitose do complexo antigeno- anticorpo, no caso o “scaffold” (1)

A reacdo inflamatéria crénica (imunidade celular) é iniciada com a
fagocitose do antigeno pelos macréfagos, seguida da exposicdo do complexo
antigeno anticorpo para os linfocitos os quais se diferenciam em células de
memoria, helper e natural killer %, O primeiro permitirda o reconhecimento e a
imunidade em possiveis exposi¢gdes ao mesmo antigeno, o segundo é capaz de
produzir anticorpos para imunidade humoral e o ultimo é o responsavel principal no
combate ao agressor (antigeno). As figuras 1 e 2 demonstram a imunidade
desencadeada nas duas vias, diante da invasdo de um antigeno, que pode ser um

orgao ou tecido transplantado, como o “scaffold” (19.20.21),
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Imunidade mediada por anticorpos ou
imunidade humoral.

A presenga do complexo
antigénio-anticorpo
amplifica a resposta :
inflamatoéria e a eliminagao
celular ja iniciada de uma
forma nao especifica.

Figura 1. Esquema da imunidade humoral. Fonte: Voltarelli et al., 2008

Imunidade mediada por células ou

imunidade celular.
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Tendo em vista a importancia do avango de técnicas menos invasivas
para o tratamento dos pacientes com DNTUI, o desenvolvimento dos “scaffolds”, o
isolamento e o cultivo de células-tronco derivadas de tecido adiposo para
ampliacao vesical sdo importantes. Essa investigac&o visou avaliar a viabilidade de
utilizagcado de “scaffolds” biolégicos e sintéticos, semeados ou ndao com células

tronco para reconstrugao vesical.




2 OBJETIVO




Objetivo

Avaliar resultados funcionais e histolégicos da ampliagdo vesical em
coelhos com “scaffold” de matriz extracelular e de acido poliglicolico, semeados ou

nao com ceélulas-tronco autélogas mesenquimais derivadas de tecido adiposo.




3 METODOS




Métodos

Este estudo foi realizado no Centro de Pesquisa em Urologia da
UNIFESP e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de S&o Paulo/ Escola Paulista de Medicina (Anexo 1). Os animais foram
fornecidos pelo CEDEME (Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais

para Medicina e Biologia da UNIFESP).

O estudo foi feito com 54 coelhos adultos machos, da raca Nova
Zelandia, peso entre 2 e 3 kg. Estes foram distribuidos em cinco grupos de nove
coelhos os quais foram subdivididos em 3 coelhos avaliados na quarta semana, 3
coelhos avaliados na oitava semana e 3 coelhos avaliados na décima segunda
semana, além de 9 coelhos doadores de bexiga para confecgédo de scaffold de

matriz, como demonstrado na figura 3.
Delineamento experimental:

a) Grupo 1: Controle, onde realizou-se a incisdo do musculo detrusor.

b) Grupo 2: Realizado a incisdo do musculo detrusor com implante de

“scaffold” de matriz extracelular

¢) Grupo 3: Realizado a incisdao do musculo detrusor com implante de
“scaffold” de matriz extracelular semeado com célula tronco

mesenquimal derivada de gordura.

d) Grupo 4: Realizado a incisdo do musculo detrusor com implante de
“scaffold” de PGA.

e) Grupo 5: Realizado a incisdao do musculo detrusor com implante de
“scaffold” de PGA semeado com célula tronco mesenquimal derivada

de gordura,

Os “scaffolds” de matriz extracelular utilizados foram provenientes do
processo de descelularizagao de bexigas de outros nove animais da mesma raca.
Os “scaffolds” de PGA foram doados por Dr Joseph Philipi Vacanti, do Harvard

Institute.

Apds o sacrificio dos animais, na quarta, oitava e décima segunda

semana de implante, realizamos a analise histolégica e funcional, a primeira com

11
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Hematoxilina e Eosina e Tricomio de Masson, a segunda com estudo urodinamico.
Na coloragdo Hematoxilina e Eosina avaliamos os polimorfonucleares e
mononucleares, na coloragcéo Tricromio de Masson avaliamos a area de colageno
e no estudo urodindmico a capacidade cistométrica maxima e o volume onde se
atinge a Pdet de 40 cm H20.

Grupo Controle
9 coelhos
Miotomia do detrusor

Grupo Scaffold

9 coelhos

Miotomia do detrusor e ampliagdo com
“scaffold” biologico derivado de matriz

extracelular
Grupos
Grupo Scaffold com células tronco §Ubdilvhididos de
9 coelhos coelhos
45 COELHOS Miotomia do detrusor e ampliagdo com sacrificados na
“scaffold” biolégico derivado de matriz 4% semana, 3
extracelular e célula tronco sacrificados na
8?semanae 3
Grupo PGA sacrificados na
9 coelhos 12% semana para
Miotomia do detrusor e ampliagio com estudo funcional
“scaffold” de PGA e histoldgico

Grupo PGA com células tronco

9 coelhos

Miotomia do detrusor e ampliagdo com
“scaffold” de PGA e célula tronco

Figura 3. Delineamento experimental.

3.1. Coleta de tecido adiposo para célula tronco

A coleta de tecido adiposo dos coelhos foi realizada com anestesia
através de uma injecdo intramuscular de Quetamina (20 mg/Kg) e Xilazina (5 mg/
kg). A cirurgia iniciou-se com uma incisdo abdominal inferior de 3 cm de diametro,

sendo realizada a disseccdo por planos até aponeurose do musculo reto

12
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abdominal. Realizou- se a dissecgcdo e exérese de um fragmento de gordura
inguinal. O fechamento da inciséo foi feito com fio Nylon 4.0. No pds-operatorio,

todos os animais receberam Dipirona (50 mg/kg/dia) e Cefalexina (30 mg/kg/dia)
por via intramuscular durante trés dias.

O fragmento foi levado ao laboratério em solugao tampéao fosfato (PBS) para
preparo da célula tronco derivada de gordura, figura 4 22,

}

?
B
’

Figura 4. Incisédo para coleta de gordura da regido inguinal. Arquivo pessoal.

3.2. Isolamento e cultura de células mesenquimais derivadas de tecido adiposo

O tecido adiposo, retirado da regiao inguinal dos coelhos foi pesado
(aproximadamente 1g), lavado 3 vezes com solucao de tampéo sulféxido (PBS),
responsavel por manter PH em diferentes meios, e fragmentado em pequenos

pedacos. Em seguida, esses fragmentos foram colocados em solugédo de

13
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colagenase, para a lise do colageno, mantendo o tecido limpido. (Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA) 0,075% em PBS por 30 a 40 minutos em constante agitacao e

temperatura de 37°C (?2),

Na etapa seguinte a solucao foi peneirada, poros de 100 micrometros, a
fim de se obter a fracdo celular estromal-vascular do tecido digerido. O tecido
peneirado foi retirado e colocado em cubo cénico de 15 ml e centrifugado a 1200

rpm por 4 minutos.

Em seguida o sobrenadante retirado foi ressuspendido em 10 mL de
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), formulacdo suplementar que
aumenta os aminos acidos e vitaminas suplementado com 10% soro fetal bovino o
qual é meio de cultura para aumentar a producédo e oocitos ---blastocisto e 1% de

antibiético (penicilina G + Estreptomicina) ).

As células foram semeadas em placas de cultivo de 100mm, e 0 meio
de cultivo trocado a cada 24 a 36 horas para remocao de células ndo aderidas e
eritrocitos. As células foram cultivadas até atingirem aproximadamente 80% de
confluéncia, quando foram tripsinizadas, usando tripsina a 0,25% (Vitrocell
Embriolife, Campinas, SP, Brasil), para a lise de proteinas e plaqueadas com
concentracdo de 1 x 10° células/mL. O cultivo celular seguiu-se até a passagem 1

(P1), as quais as células foram caracterizadas pela citometria de fluxo 2.

3.3. Caracterizagao de marcadores celulares das células tronco mesenquimais

As células tronco derivadas de tecido adiposo em P1 ja haviam sido
previamente caracterizadas pelo nosso laboratoério, por citometria de fluxo pela
incubacdo com os anticorpos de superficie especificos CD29+ (Chemicon-
Millipore, Billerica, Massachusetts), CD44+(AbD Serotec, Kidlington, Oxford),
CD45- (AbD Serotec, Kidlington, Oxford) (22:23.38),

3.4. Obtencao e preparo dos “scaffolds” de matriz extracelular

A cirurgia de cistectomia dos coelhos machos para construgdo do

14
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“scaffold” foi realizada com a anestesia com xilazina (5 mg/kg) e quetamina
(20 mg/kg) injetadas via intramuscular. A cistectomia total foi realizada e a pega
enviada para o laboratério em solugado tampao PBS para descelularizacdo. Apos
este procedimento os animais foram eutanasiados com a superdosagem dos

mesmos anestésicos.

3.4.1. Protocolo de descelularizagao do “scaffold” de matriz

extracelular

Inicialmente as bexigas coletadas através de cistectomia, foram lavadas
extensamente com PBS e abertas a partir de um corte longitudinal. Estas foram

imersas em PBS e deixadas em constante agitacao (shaker orbital) por 15 minutos.

O protocolo de descelularizacéo, aproximadamente 48h, iniciou se com
a lavagem das bexigas com tamp&o PBS contendo 10Kiu/mg de aprotinina, para
inibir a fibrindlise (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) por 30 minutos em constante

agitacdo (shaker orbital) (2:23),

Depois foram incubadas em &gua deionizada contendo 1% SDS
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) por 24 horas, a temperatura ambiente, em
constante agitacdo. Em seguida foram imersas em agua deionizada por 2 periodos
de 15 minutos em agitacao e incubadas em agua deionizada contendo 1% Triton
X-100 (Affymetrix, Santa Clara, CA, EUA) por 60 minutos, mantendo a

agitacdo (223),

Finalmente foram lavadas cinco vezes com tampédo PBS em constante

agitacao, esta solucéo foi trocada a cada 24horas.

A figura 5 demonstra a bexiga de coelhos pré e pds o processo de

decelularizagédo acima descrito.
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Figura 5. Bexiga de coelho pré (A) e pds (B) processo de descelularizagéo. Arquivo pessoal.

3.5. Implante do “scaffold” na bexiga.

Os coelhos foram anestesiados com as drogas ja descritas
anteriormente. Realizou-se assepsia e antissepsia com solucao de iododopovidona
(0,27 a 0,82%). Foi realizada incisdo mediana, com dissec¢do por planos
musculares até a abertura do peritbnio e exposicdo da bexiga. Em seguida foi
realizada a disseccdo do musculo detrusor até a exposicdo da mucosa vesical,
sobre a qual foi implantado o “scaffold” de aproximadamente 1,5 cm?. Este
“scaffold” foi suturado ao musculo detrusor com pontos separados de Vycril 5.0,
semeado ou ndo com célula tronco e recoberto por gordura pré-vesical, a fim de
estimular a vascularizagdo local. Ap6s a implantacdo do “scaffold” de matriz
extracelular e sobre o “scaffold” de PGA, aproximadamente 1 a 2x10° de células
tronco derivadas do tecido adiposo foram semeadas sobre estes. O local do
implante foi marcado por quatro pontos cardinais de Nylon 6.0 no musculo detrusor
adjacente ao implante para posterior identificacdo na analise histolégica. A
cavidade abdominal foi fechada por planos com sutura continua de fios Vicryl 4.0 e
a pele com Nylon 4.0. Abaixo estédo as figuras 6 e 7, demonstrando o processo

descrito acima.
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,L

Figura 6. Técnica cirurgica. 1) Exposigéo da bexiga; 2) Disseccao da area para implantagéo de
scaffold; 3) Miotomia do detrusor; 4) Preparo para implante de “scaffold”; 5) Bexiga ampliada com
“scaffold” de matriz extracelular e 6) Bexiga exposta para cistectomia. Arquivo pessoal.
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3.6. Cistectomia

Apés 4, 8 e 12 semanas, de acordo com o protocolo deste estudo, foi
realizada a cistectomia e enviado a peca para analise histologica composta pela
area delimitada com pontos de nylon (area de implante de “scaffolds”). Em seguida,
os coelhos foram sacrificados com super dosagem de Xilazina (5 mg/Kg),
Quetamina (20 mg/Kg) e superdosagem de tiopental sédico endovenoso. A bexiga
retirada foi colocada em solucéo de formalina 10% e encaminhada ao laboratério

de patologia.
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3.7. Avaliagao Histolégica

A analise histoldgica iniciou-se com a fixa¢do das pecgas com solugéo de
Bouin, a fim de se preservar a morfologia e composicao tecidual. Em seguida,
realizou-se a desidratacdo das pecas cirurgicas com concentracdes crescentes de
alcool, iniciando com élcool a 70% e finalizando com éalcool absoluto a 100%. As

pecas foram incluidas em blocos retangulares de parafina.

3.7.1. Hematoxilina & Eosina

A analise com esta coloracdo identifica as células inflamatorias,
polimorfonucleares (PMN), linfécitos, macréfagos e células gigantes de corpo
estranho. Realizamos a marcacdo manual e a contagem com magnificacdo Optica

de 400x, com auxilio software ImageJ e do plug-in Cell Counter (Figura 8, 9,10) 3,

Figura 8. Lamina de hematoxilina e eosina de coelho implantado PGA, seta preta path de gordura,
seta azul o musculo detrusor e seta verde o “scaffold” de matriz (200x)
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Figura 9. Ldmina de hematoxilina e eosina contagem celular, seta preta area de “scaffold” de PGA,
seta amarela area com destaque nos tipos celulares e a seta azul, Linfocitos. (400x)

4 Counter Window - Campo 2,jpg (65.4%) 1 —-‘ E‘ﬂ- ‘

1 36x1 024 pixels; RGB; 5.3MB

y
| (2] cell Counter =[E] =

Counters Actions
@ Type1 146 | [] Keep Original
O Type2 195 Initialize
O Type3 Add
O Type4 Remove
OTypes |26 | —————
Delete
OTyes | o |||———==x
e @ ["] Delete Mode
Type 7 P —
r‘ . e Resuits
O Type8 | 0 eee——
B ‘ Reset
Show Number
[] Show ANl
Save Markers
Load Markers
Export Image
Measure...

Figura 10. Campo contado com o programa ImageJ e auxilio do plug-in Cell Counter. “Type” 1 -
polimorfonucleares; “Type” 2 - linfécitos; “Type” 3 — macrofagos; “Type” 4 - células gigantes de corpo
estranho; “Type 5” - vasos sanguineos.
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3.7.2. Tricromio de Masson

A avaliacdo foi realizada medindo-se a &rea onde se encontrava a maior
densidade de fibroblastos e colageno, denominada area de fibrose, neste processo
usamos a magnificacdo Optica de 200 vezes e foram avaliados trés campos em
cada lamina histologica de Tricomio de Masson. O “software” utilizado para a
mensuracédo da area foi o ImageJ com o auxilio do plug-in Threshold Colour G9),

figuras 11 e 12.
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Figura 11. Lamina de Tricrdmio de Masson com magnificagdo optica de 200 vezes, abaixo do

“software” ImageJ e lateral ao plug-in Threshold Colour. Seta preta, o scaffold de matriz, seta azul, o
tecido adiposo e a seta amarela, o0 musculo detrusor.
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Figura 12. Lamina de Tricromio de Masson, seta amarela representa o colageno e a seta preta o
musculo detrusor

A figura 12 é semelhante a figura 11, porém ja com a area complementar
(ndo referente ao colageno) selecionada a partir do botdo “Invert” do plug-in,
abrangendo toda a escala de cores complementar a anteriormente selecionada.
Essa area é processada pelo “software” e mostrada em tabela “Results” (acima da
imagem do campo), sendo “1” referente a area total do campo (em pixels); “2” a

area de colageno (anteriormente selecionada, em azul); e “3” a area complementar.

3.8. Avaliagao funcional

A analise funcional foi realizada em todos os coelhos, no momento de
inicial e antes do sacrificio. O teste foi realizado com aparelho de urodindmico da
Dynamed (Dynamed, S4o Paulo — Brasil) com sonda de duplo limen @4, (Figuras
13 e 14).

Os parametros urodinamicos analisados foram:

1) Capacidade cistométrica maxima (CCM): definida como volume
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intravesical, em ml, até o momento da primeira observag¢ao de perda

urinaria, momento onde oclui-se a uretra;

2) Volume vesical onde atinge se a presséo detrusora de 40 cmH20
(VPdet40 cmH20).
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P¥=— Ph =
FD = omen PR
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*
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= | Fluxo médio
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Figura 14. Estudo urodindmico em coelhos demonstrando no ponto 1, a Capacidade cistométrica
maxima e no ponto 2, 0 VPdet40 cmH-0.
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3.9. Analise estatistica-descritiva

A anélise estatistica foi inicialmente feita de forma descritiva através da

média, mediana, valores minimo e maximo e desvio-padrao.

A analise estatistica foi inicialmente feita de forma descritiva através da

meédia, mediana, valores minimo e maximo e desvio-padrao.

As analises inferenciais empregadas com o intuito de confirmar ou
refutar evidéncias encontradas na analise descritiva foram: Kruskal-Wallis e o teste
de Dunn ou Bonferroni os quais sdo métodos estatistico usados para fazer um
namero especifico de comparacdes entre grupos de dados e descobrir qual deles
é significativo. Os 2 testes foram usados na comparacéo de polimorfos nucleares,
linfécitos, macréfagos, capacidade cistométrica maxima, volume onde foi atingido
a pressdo vesical de 40 cm H20 e area do colageno, entre 0os 5 grupos nos

diferentes tempos de analise, com descrito no delineamento experimental.

Em todas as conclusdes obtidas através das analises inferenciais foi

utilizado o nivel de significancia alfa igual a 5%.

Os dados foram digitados em planilhas do Excel 2010 for Windows para
o adequado armazenamento das informacdes. As andlises estatisticas foram

realizadas com o programa estatistico R verséo 3.5.1.
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Resultados

4.1. Analise de polimorfonucleares (PMN)

A guantificagdo de PMN com 42 semana foi semelhante entre os cinco
grupos. Na 8° semana, 0 grupo controle apresentou menos polimorfonucleares
comparado aos grupos “scaffold”, “scaffold" com célula tronco e PGA, (p=0,032)
(Tabelas 1 e 2). Neste mesmo periodo, o grupo PGA semeado com célula tronco
também apresentou menos PMN que o grupo “scaffold" semeado com célula tronco
(Tabelas 1 e 2; Anexo 2). Na 12° semana, 0 grupo controle e o grupo PGA
apresentaram menos PMN que o grupo "scaffold". O grupo PGA com célula tronco
apresentou menor quantidade de PNM que “scaffold" e “scaffold" com célula tronco

(p=0,033) (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Avaliacdo da presenca de polimorfonucleares na area de implante

vesical, de acordo com tempo de intervencao e grupo estudado.

Semana Grupo N Média Mediana Minimo Maximo Desvio padrao p*
4 controle 3 3157 39,00 11,80 43,91 17,30 0,364
scaffold 3 59,72 50,19 4793 81,05 18,50

scaffold+célulatronco 2 56,06 56,06 54,32 57,80 2,46
PGA 3 50,07 4220 20,30 87,70 34,38
PGA+célulatronco 3 29,73 12,70 5,30 71,20 36,10

8 controle 3 9,34 8,98 6,58 12,46 2,96 0,032
scaffold 3 51,70 54,21 4349 57,39 7,28
scaffold+célulatronco 3 59,42 57,02 46,07 75,16 14,69
PGA 3 5513 57,00 4819 60,20 6,22
PGA+célulatronco 3 18,07 14,60 7,90 31,70 12,27

12 controle 3 10,78 9,95 9,45 12,93 1,88 0,033
scaffold 3 5999 61,82 48,711 69,45 10,49
scaffold+célula tronco 3 49,50 51,87 39,80 56,82 8,75
PGA 3 1140 15,00 3,30 15,90 7,03
PGA+célulatronco 2 5,20 5,20 3,40 7,00 2,55

*Kruskal-Wallis
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Tabela 2. Resultados das comparagc6es multiplas pelo método de Dunn entre os
grupos para polimorfonucleares.

Conclusdo na semana 8 p Conclusdo na semana 12 p
controle < PGA 0,018 controle = PGA 0,922
controle = PGA+célula tronco 0,648 controle = PGA+célula tronco 0,513
PGA = PGA+célula tronco 0,055 PGA = PGA+célula tronco 0,458
controle < scaffold 0,045 Controle < scaffold 0,032
PGA = scaffold 0,715 PGA < scaffold 0,040
PGA+célula tronco = scaffold 0,121 PGA+célula tronco < scaffold 0,010
controle < scaffold+célula tronco 0,014 controle = scaffold+célula tronco 0,097
PGA = scaffold+célula tronco 0,927 PGA = scaffold+célula tronco 0,118

PGA+célula tronco < scaffold+célula tronco 0,045  PGA+célula tronco < scaffold+célula tronco 0,032
scaffold = scaffold+célula tronco 0,648 scaffold = scaffold+célula tronco 0,626

4.2. Analise de linfécitos

A guantificacdo de linfocitos mostrou que na 4° semana, o grupo de PGA
apresentou mais linfécitos que o grupo “scaffold". O grupo “scaffold" semeados
com célula tronco apresentou menos linfocitos que os grupos controle e PGA
(p=0,04) (Tabelas 3 e 4; Anexo 3). Na semana 8° o0s coelhos com PGA
apresentavam mais linfocitos que os coelhos com “scaffold”, “scaffold" com célula
tronco e PGA com célula tronco (p=0,025) (Tabelas 3 e 4; Anexo 3). Na semana
12, o grupo de PGA teve mais linfocitos que o grupo “scaffold”, e o grupo “scaffold"
com célula-tronco teve menos linfocitos que o grupo controle e PGA (p=0,026)
(Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3. Avaliacdo da presenca de linfocitos na area de implante vesical, de

acordo com tempo de intervengao e grupo estudado.

Semana Grupo N Média Mediana Minimo Maximo Desvio padrao p*

4 controle 3 3369 30,67 23,85 46,55 11,65 0,040
scaffold 3 2531 17,78 13,76 44,38 16,64
scaffold+célulatronco 2 13,28 13,28 9,06 17,50 5,97
PGA 3 104,33 74,50 4530 193,20 78,33
PGA+célulatronco 3 19,07 18,70 18,70 19,80 0,64

8 controle 3 4868 43,57 4123 61,25 10,95 0,025
scaffold 3 19,18 24,01 7,71 25,82 9,97
scaffold+célula tronco 3 27,57 31,24 14,78 36,70 11,41
PGA 3 111,23 112,70 67,00 154,00 43,52
PGA+célulatronco 3 23,50 21,50 16,50 32,50 8,19

12 controle 3 4582 49,83 3482 52,82 9,65 0,026
scaffold 3 1925 21,81 12,82 23,11 5,60
scaffold+célula tronco 3 12,00 10,45 9,16 16,39 3,86
PGA 3 4823 43,30 4310 58,30 8,72
PGA+célulatronco 2 3505 35,05 28,70 41,40 8,98

*Kruskal-Wallis
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Tabela 4. Resultados das compara¢c6es multiplas pelo método de Dunn entre 0s
grupos para linfocitos.

Conclusdo na semana 4 p Conclusao na semana 8 p
controle = PGA 0,379 controle = PGA 0,411
controle = PGA+célula tronco 0,283 controle = PGA+célula tronco 0,100
PGA = PGA+célula tronco 0,051 PGA > PGA+célula tronco 0,014
controle = scaffold 0,204 controle = scaffold 0,055
PGA > scaffold 0,032 PGA > scaffold 0,006
PGA+célula tronco = scaffold 0,845 PGA+célula tronco = scaffold 0,784
controle > scaffold+célula tronco 0,044 controle = scaffold+célula tronco 0,171
PGA > scaffold+célula tronco 0,005 PGA > scaffold+célula tronco 0,028
PGA+célula tronco = scaffold+célula tronco 0,294  PGA+célula tronco = scaffold+célula tronco 0,784
scaffold = scaffold+célula tronco 0,382 scaffold = scaffold+célula tronco 0,584
Conclusdo na semana 12 p

controle = PGA 0,845

controle = PGA+célula tronco 0,432

PGA = PGA+célula tronco 0,337

controle = scaffold 0,064

PGA > scaffold 0,040

PGA+célula tronco = scaffold 0,383

Controle > scaffold+célula tronco 0,011

PGA > scaffold+célula tronco 0,006

PGA+célula tronco = scaffold+célula tronco 0,138
scaffold = scaffold+célula tronco 0,495

4.3. Analise de macréfagos

A quantificacdo de macréfagos na 42 semana mostrou que O grupo
“scaffold" apresentou menos macrofagos que o grupo PGA e PGA com célula
tronco (p=0,033) (tabelas 5, 6 e anexo 4). Na 82 semana, o grupo “scaffold” e célula
tronco teve menos macrofagos que o grupo PGA e PGA com célula tronco
(p=0,034) (tabelas 5 e 6; Anexo 4). Na 122 segunda semana n&o houve diferenca

entre 0s grupos com relacdo a presenca de macrofagos.
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Tabela 5. Avaliacdo da presenca de macrofagos na area de implante vesical, de
acordo com tempo de intervengao e grupo estudado.

Semana Grupo N Média Mediana Minimo Maximo Desvio padrao p*
4 controle 3 31,32 31,99 20,33 41,65 10,68 0,033
scaffold 3 14,92 7,66 5,19 31,90 14,76

scaffold+célula tronco 2 30,67 30,67 2818 33,15 3,51
PGA 3 61,80 66,00 3810 81,30 21,90
PGA+célulatronco 3 8143 84,90 7450 84,90 6,00
8 controle 3 4198 46,32 29,77 49,85 10,72 0,034
scaffold 3 2910 3244 16,79 38,08 11,03
scaffold+célulatronco 3 13,02 11,75 10,06 17,24 3,75
PGA 3 7583 77,20 44,70 105,60 30,47
PGA+célulatronco 3 6140 52,20 41,60 90,40 25,67
12 controle 3 4340 40,72 37,22 52,25 7,86 0,131
scaffold 3 20,76 17,73 16,37 28,19 6,47
scaffold+célulatronco 3 3847 38,97 32,73 43,71 5,51
PGA 3 4897 50,30 39,60 57,00 8,78
PGA+célulatronco 2 38,60 38,60 24,70 52,50 19,66

* Kruskal-Wallis

Tabela 6. Resultados das comparac6es multiplas pelo método de Dunn entre 0s

grupos para macroéfagos.

Conclusédo na semana 4 p Conclusao na semana 8 p
controle = PGA 0,241 controle = PGA 0,315
controle = PGA+célula tronco 0,051 controle = PGA+célula tronco 0,465
PGA = PGA+célula tronco 0,434 PGA = PGA+célula tronco 0,784
controle = scaffold 0,329 controle = scaffold 0,361
PGA > scaffold 0,032 PGA = scaffold 0,055
PGA+célula tronco > scaffold 0,003 PGA+célula tronco = scaffold 0,100
controle = scaffold+célula tronco 0,896 controle = scaffold+célula tronco 0,083
PGA = scaffold+célula tronco 0,238 PGA > scaffold+célula tronco 0,006

PGA+célula tronco = scaffold+célula tronco 0,060 PGA+célula tronco > scaffold+célula tronco 0,014
scaffold = scaffold+célula tronco 0,458 scaffold = scaffold+célula tronco 0,411
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4.4. Anadlise de célula gigante de corpo estranho (CGCC)

A quantificacdo de CGCC com 42, 82 e 122 semanas foi semelhante entre

nos cinco grupos avaliados na quarta e oitava semana. Na 122 semana 0 grupo

controle, “scaffold” e “scaffold" com célula tronco apresentavam menor quantidade

de células que os grupos com “scaffolds” sintéticos, PGA e PGA com célula tronco

(p=0,015) (Tabelas 7, 8 e Anexo 5).

Tabela 7. Avaliacdo da presenca de células gigantes de corpo estranho, na area

de implante vesical, de acordo com tempo de intervencdo e grupo

estudado.

Semana Grupo N Média Mediana Minimo Maximo Desvio padrao p*
4 controle 3 342 0,25 0,00 10,00 5,70 0,190
scaffold 3 0,01 0,00 0,00 0,02 0,01

scaffold+célula tronco 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
PGA 3 220 2,10 2,00 2,50 0,26
PGA+célulatronco 3 2,87 1,60 0,00 7,00 3,67

8 controle 3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,174
scaffold 3 0,02 0,00 0,00 0,06 0,03
scaffold+célula tronco 3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
PGA 3 213 3,00 0,00 3,40 1,86
PGA+célulatronco 3 0,96 1,27 0,00 1,60 0,84

12 controle 3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,015
scaffold 3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
scaffold+célula tronco 3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
PGA 3 093 1,00 0,40 1,40 0,50
PGA+célulatronco 2 3,50 3,50 0,80 6,20 3,82

*Kruskal-Wallis
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Tabela 8. Resultados das compara¢c6es multiplas pelo método de Dunn entre os
grupos para CGEE.

Conclusdo na semana 12 p
controle = PGA 0,023
controle = PGA+célula tronco 0,022
PGA = PGA+célula tronco 0,799
controle = scaffold >0,999
PGA > scaffold 0,023
PGA+célula tronco = scaffold 0,022
controle > scaffold+célula tronco >0,999
PGA > scaffold+célula tronco 0,023

PGA+célula tronco = scaffold+célula tronco 0,022
scaffold = scaffold+célula tronco >0,999

4.5. Analise da capacidade cistométrica maxima (CCM)

O volume da CCM na 42 e 82 semanas pos cirurgia, foi semelhante nos
cinco grupos. Na 12° semana observamos que a CCM do grupo “scaffold” de PGA
era menor que a CCM nos coelhos ampliados com “scaffold" de matriz extracelular
e scaffold de PGA semeado com célula tronco. (p=0,021 e p=0,02,
respectivamente) (Tabela 9, Figuras 15, 16, 17, Anexos 6, 7,9, 10 e 11).

4.6. Analise do volume vesical na pressao detrusora de 40 cmH20 (VPdet40)

O volume do VPdet.40 cmH20 foi semelhante nos cinco grupos na
guarta e oitava semana. Na décima segunda semana, 0s grupos “scaffold" de
matriz extra celular e “scaffold" de PGA semeados com célula tronco apresentavam
uma VPdet.40 cmH20 maior que os coelhos do grupo controle e do grupo PGA
(p=0,013 e p=0,049) (Tabela 9, Figuras 18, 19, 20, Anexos 6, 8, 10 e 11).
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Tabela 9. Resultados das comparac6es multiplas pelo método de Dunn entre 0s
grupos para o aumento da capacidade cistométrica méxima (CCM) e

volume vesical na pressao detrusora de 40 cmH20 (VPdet40)

Conclusédo para CCM na semana 12 p Conclusao para VPdet40 nasemana12 p
controle = PGA 0,197 controle = PGA 0,714
controle = PGA+célula tronco 0,080 controle = PGA+célula tronco 0,013
PGA = PGA+célula tronco 0,002 PGA = PGA+célula tronco 0,004
controle = scaffold 0,311 controle = scaffold 0,336
PGA > scaffold 0,021 PGA = scaffold 0,184
PGA+célula tronco > scaffold 0,461 PGA+célula tronco = scaffold 0,130
controle = scaffold+célula tronco 0,712 controle = scaffold+célula tronco 0,049
PGA = scaffold+célula tronco 0,097 PGA > scaffold+célula tronco 0,019

PGA+célula tronco = scaffold+célula tronco 0,167 PGA+célula tronco > scaffold+célula tronco 0,614
scaffold = scaffold+célula tronco 0,519 scaffold = scaffold+célula tronco 0,313
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Figura 15. Variagdo da capacidade cistométrica méaxima na quarta semana pds intervengao nos

diferentes dos grupos avaliados.
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4.7. Avaliagao quantitativa de colageno

A area do colageno ndo apresentou diferenca significante entre os
grupos nas semanas 4 (p=0,329) e 8 (p=0,191) Notamos uma tendéncia do grupo
“scaffold" semeado com célula tronco apresentar maior area de colageno quando
comparado aos grupos controle e “scaffold” na semana 12 (p=0,061) (Tabela 10 e
Anexo 12).

Tabela 10. Avaliacdo da area do colageno (%), na area de implante vesical, de
acordo com tempo de intervengao e grupo estudado.

Semana Grupo N Média Mediana Minimo Maximo Desvio padrao p*

4 controle 3 3477 21,20 2040 62,70 24,19 0,329
scaffold 3 3580 38,10 30,90 38,40 4,25
scaffold+célula tronco 2 27,70 27,70 14,10 41,30 19,23
PGA 2 2456 24,56 2313 25,99 2,02
PGA+célulatronco 2 13,52 13,52 12,37 14,67 1,63

8 controle 2 66,40 66,40 6240 70,40 5,66 0,191
scaffold 3 3277 2640 25,70 46,20 11,64
scaffold+célulatronco 3 50,63 59,00 14,50 78,40 32,76
PGA 3 3097 3264 2248 37,80 7,79
PGA+célulatronco 3 19,00 17,17 16,10 23,73 413

12 controle 3 2740 27,10 16,40 38,70 11,15 0,061
scaffold 3 3953 30,60 2250 65,50 22,85
scaffold+célulatronco 3 76,73 75,40 73,30 81,50 4,26

PGA 3 3477 21,20 2040 62,70 24,19 0,329
PGA+célulatronco 3 3580 38,10 30,90 38,40 4,25

*Kruskal-Wallis
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Discussdo

A luz de nosso conhecimento, até o presente momento, nenhum estudo
fez a comparacgdo histoldgica e funcional da ampliagdo vesical com “scaffold”
biolégico de matriz extracelular e sintético de PGA semeados e ndo semeados com

célula tronco mesenquimal autéloga derivada de tecido adiposo ©2).

Neste estudo investigamos a viabilidade da ampliagdo vesical em
coelhos por meio da utilizacdo de “scaffold” de matriz extracelular e “scaffold”
sintético (PGA) semeados ou ndo semeados com células tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo autdloga. Avaliamos a histologia para tracar uma
analogia com as reagdes celulares inflamatérias que ocorrem no transplante de
orgaos e ou tecidos, realizado em humanos. Neste cenario podemos ter quadros
inflamatdrios importantes ou até rejeicdes, e a caracteristica comum € a presenca
expressiva de polimorfonucleares, linfocitos e os macrofagos, arterite, sangramento

intersticial e microtrombose 19,

A reacdo inflamatoria a qual leva a rejeicdo dos enxertos alogénicos e
heterdlogo € o principal desafio nos transplantes de 6rgaos, esta rejeicdo pode ser
hiperaguda, aguda e cronica (8, Este fato € amenizado porque utilizamos tecidos
autdlogos e “scaffolds” bioldgicos os quais sao semelhantes a matriz inata, como a
célula tronco derivada de tecido adiposo e o scaffold de matriz extracelular, como

ja encontrado em estudos anteriores @9:40),

O wuso das células tronco autélogas minimizou o efeito da
incompatibilidade imunolégica. Na analise histologica foi demonstrado o aumento
celular significante de polimorfonucleares e linfécitos, contudo néo foi constatado
arterite, sangramento intersticial ou microtrombose, caracteristicas histolégicas
presentes no quadro de rejeicdo de enxertos. Neste cendrio, as células

pluripotentes podem ter diminuido a possibilidade de rejeicdo (74127,

A andlise da viabilidade da ampliagdo com “scaffolds” foi investigada com
a histologia e com a cistometria. Na analise quantificativa de polimorfonucleares, o
grupo ampliado com “scaffold” de matriz extracelular apresentou um aumento
significante, ao longo do tempo, comparado com controle (p= 0,033), e na analise

quantificativa de linfocitos, o grupo ampliado com “scaffold” de matriz extracelular
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Discussdo

apresentou menor quantidade celular comparado com controle (p= 0,011) e menor
quantidade também comparado ao grupo ampliado com PGA (p= 0,006). A analise
de macrofagos ao final das 12 semanas nao apresentou alteragdes significantes as
quais eram vistas na 42 e 82 semana, demonstrando que independente do enxerto
ao final da 122 semana esse se apresentou biocompativel e com comportamento

semelhante ao grupo controle.

Na analise de células gigantes de corpo estranho houve maior numero
celular no grupo PGA e PGA com célula tronco, ou seja, maior reacao inflamatoria,

porém, sem relevancia clinica.

A analise cistométrica demonstrou significante aumento do volume
quando atinge se pressao detrusora de 40 cmH20, nos grupos PGA com
semeadura de célula tronco e “scaffold” de matriz extra celular semeado com célula
tronco, demonstrando o papel imunoregenerador da célula tronco nestes dois
grupos. Esta analise pode nos inferir um possivel aumento na complacéncia
vesical e na propria capacidade de armazenamento vesical, visto que diante de
uma pressao de 40 cmH20, o volume armazenado foi significantemente maior. Esta
andlise de aumento do volume no ponto de pressao de 40 cmH20, pode nos sugerir
uma melhora da complacéncia vesical e podemos pensar em realizar em estudos

futuros a analise da complacéncia vesical.

Na andlise da capacidade cistométrica maxima, foi demonstrada que os
enxertos ndo diminuiram a CCM, comparados ao grupo controle. O grupo “scaffold”
de PGA semeado com célula tronco apresentou tendéncia em aumentar a CCM,
uma amostra com nimero maior de animais poderia resultar em uma significancia

do deste parametro, neste grupo.

No grupo PGA sem a semeadura da célula tronco ocorreu a piora da CV,
demonstrando que “scaffold” de PGA apresentou uma reacdo inflamatoria

acentuada a qual ndo permitiu a melhora deste propriedade.

Na andlise da area de colageno, que nos infere a area cicatricial ou
fibrose, foi demonstrada que os grupos com “scaffold” de matriz ou de PGA geraram

fiborose semelhante ao grupo controle, assim esta fibrose ndo prejudicou os
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parametros funcionais como a CCM e VPdet40. Sabemos que a fibrose diminui a

capacidade cistométrica como demonstrado em diversos estudos prévios “2).

Baseado no nosso estudo, observamos que o maior potencial para
aplicacao clinica parece estar em ampliagdo com scaffold de MEC e PGA ambos
semeados com célula tronco, ja que a houve a melhora na complacéncia vesical
nestas duas técnicas, com minima reacdo inflamatéria e com melhora da

complacéncia vesical.

A biocompatibilidade foi evidenciada mesmo sem o uso de drogas
imunossupressoras, como usado no transplante de érgaos, ou seja, uma técnica
de transplante de tecidos, que dispensa o uso de drogas potentes, medicagbes
geradoras de indesejaveis efeitos colaterais e que aumentam a incidéncia de

neoplasias “3).

O avancgo nos ultimos anos em pesquisas de engenharia tecidual para
reconstrugado da bexiga resultou em diversos ensaios pré-clinicos e até mesmo
ensaios clinicos ?4). No presente estudo, investigamos a viabilidade da ampliagdo
vesical em coelhos por meio da utilizacdo de “scaffold” de matriz extracelular e
“scaffold” sintético (PGA) semeados ou ndo com células tronco mesenquimais

derivadas de tecido adiposo.

A melhora do déficit da complacéncia vesical e da capacidade
cistométrica nos pacientes neurogénicos € a meta principal para a protecao do trato

urinario superior (28:29),

A literatura ja demonstrou a morbimortalidade das ampliacdes vesicais
com seguimentos intestinais, devido complexidade técnica e porte cirdrgico, assim

a busca de técnicas menos invasivas se faz necessaria 2,

Os “scaffolds” de matriz extracelular ou sintéticos sao alternativas menos
invasivas 9. Quando semeamos com célula tronco mesenquimal, a atividade
imunomoduladora, regenerativa e anti inflamatéria é potencializada assim a
ampliacdo vesical com “scaffold” sintético ou de matriz extracelular se torna

alternativa factivel 1),
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Estudos anteriores ja ratificaram a importancia do uso de materiais como
alternativas aos tecidos nativos, o uso de telas para correcdo de hérnias, uso de
telas para correcédo de prolapsos vaginais e uso de mucosa de oral na cirurgia de

estreitamentos uretrais sdo exameplos disto “4),

Neste trabalho estudamos o implante vesical de “scaffold” biolégico ou
sintético, uma técnica segura, menos morbida e eficaz de ampliacdo vesical

comparado com a classica enterocistoplastia ).

A minimizacdo do tempo de hospitalizacdo e o aumento das taxas de
sucesso terapéutico sdo objetivos primarios no desenvolvimento da engenharia de
tecidos na urologia reconstrutiva G4, A busca ativa de tecidos biologicamente
vidveis com baixa reacao inflamatdria e com menor morbidade é foco importante
na atualidade entre os pesquisadores (353637 Sabemos que os resultados desta

pesquisa impulsionam novos estudos para este tema.

O numero reduzido de animais em cada grupo estudado foi uma
deficiéncia deste estudo, contudo o fato de nao haver artigo semelhante na
literatura, destaca esta iniciativa. A caracteristica principal deste estudo € provar
novos conceitos e elevar o numero de animais geraria um problema ético e
aumentaria sobremaneira os custos. Por outro lado, nossos resultados permitiram
identificar duas possiveis alternativas de ampliagao vesical para realizagao de um
estudo mais amplo. Desta forma, pretendemos realizar estudo controlado com
maior numero de animais comparando os grupos ampliados com “scaffold” de PGA

e “scaffold” de MEC semeados com célula tronco derivado de tecido adiposo.
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Conclusdo

O estudo demonstrou que o implante de “scaffold” de matriz extracelular
ou enxerto sintético de PGA, semeado ou ndo por células tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo autdlogo gerou minima reagao inflamatoria,

apresentou biocompatibilidade e ndo apresentou rejeigao.

Coelhos ampliados com “scaffolds” de matriz extracelular e de acido
poliglicolico (PGA), ambos semeados com célula tronco derivado de tecido adiposo,
foram integrados a bexiga nativa e apresentaram uma melhora significante do

volume vesical na pressao de 40 cm H20.
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Anexo 2. Diagrama de dispersado unidimensional dos polimorfonucleares dos

animais, segundo semana e grupo.
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Anexo 3. Diagrama de dispersdo unidimensional dos linfécitos dos animais,

segundo semana e grupo.
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Anexo 4. Diagrama de dispersdo unidimensional
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Anexo 5. Diagrama de dispersdo unidimensional das células gigantes de corpo

células gigantes de corpo estranho células gigantes de corpo estranho
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estranho dos animais, segundo semana e grupo.
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Anexo 6. Resultados inferenciais (valores de p) do teste de Kruskal-Wallis na
comparacao histoldgica e funcional entre os grupos, independente da

semana.
Scaffold+ PGA+
Controle Scaffold Célulatronco PGA Célula tronco

Polimorfonucleares 0,148 0,670 0,405 0,061 0,236
Linfécitos 0,301 0875 0,260 0,113 0,196
Macréfagos 0430 0,252 0,062 0,491 0,286
Células gigantes de corpo estranho 0,105 0,558 >0,999 0,301 0,752
Capacidade cistométrica maxima pré 0836 0,863 0,544 0,337 0,556
Capacidade cistométrica maxima pos 0925 0,733 0,731 0,288 0,285
Aumento da capacidade cistométricamaxima 0,832 0,924 0,570 0,177 0,430
CCM* pré 0,739 0,561 0,260 0,561 0,505
CCM* p6s 0,957 0,252 0,742 0,733 0,393
Aumento da VPdet40 * 0,707 0,148 0,423 0,430 0,587

* volume onde é atingido a presséo detrusora de 40 cm H,0
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Anexo 7. Diagrama de dispersdo unidimensional do aumento da capacidade

aumento da CCM aumento da CCM
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Anexo 8. Diagrama de dispersao unidimensional do aumento do volume vesical

aumento do VPdet40 aumento do VPdet40
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Anexo 9. Medidas-resumo da capacidade cistométrica méxima (CCM) dos

animais, segundo semana, grupo e momento de tempo

Semana Grupo N Média Mediana Minimo Maximo Desvio padrao
4 controle pré 3 44,00 50,00 19,00 63,00 22,61
pos 3 48,00 48,00 31,00 65,00 17,00
aumento 3 4,00 12,00 -15,00 15,00 16,52
scaffold pré 3 3400 28,00 22,00 52,00 15,87
pos 3 48,33 45,00 38,00 62,00 12,34
aumento 3 14,33 16,00 10,00 17,00 3,79
scaffold+célula tronco pré 2 35,00 35,00 25,00 45,00 14,14
pos 2 60,00 60,00 40,00 80,00 28,28
aumento 2 25,00 25,00 15,00 35,00 14,14
PGA pré 3 23,00 18,00 11,00 40,00 15,13
pos 3 2400 23,00 21,00 28,00 3,61
aumento 3 1,00 3,00 -12,00 12,00 12,12
PGA+célula tronco pré 3 2333 24,00 19,00 27,00 4,04
pos 3 50,00 48,00 35,00 67,00 16,09
aumento 3 26,67 21,00 11,00 48,00 19,14
8 controle pré 3 38,00 31,00 31,00 52,00 12,12
pos 3 4400 43,00 39,00 50,00 5,57
aumento 3 6,00 8,00 -2,00 12,00 7,21
scaffold pré 3 3267 30,00 20,00 48,00 14,19
pos 3 4333 40,00 30,00 60,00 15,28
aumento 3 10,67 12,00 0,00 20,00 10,07
scaffold+célula tronco pré 3 47,00 40,00 25,00 76,00 26,21
pos 3 6133 74,00 30,00 80,00 27,30
aumento 3 14,33 5,00 -2,00 40,00 22,50
PGA pré 3 36,33 40,00 21,00 43,00 13,87
pos 3 3967 39,00 35,00 45,00 5,03
aumento 3 3,33 5,00 -9,00 14,00 11,59
PGA+célula tronco pré 3 28,00 27,00 24,00 33,00 4,58
pos 3 4233 3500 31,00 61,00 16,29
aumento 3 14,33 8,00 7,00 28,00 11,85
12 controle pré 3 36,33 35,00 34,00 40,00 3,21
pos 3 4533 46,00 40,00 50,00 5,03
aumento 3 9,00 10,00 5,00 12,00 3,61
scaffold pré 3 3567 30,00 22,00 55,00 17,21
pos 3 58,00 42,00 32,00 100,00 36,72
aumento 3 22,33 12,00 10,00 45,00 19,66
scaffold+célula tronco pré 3 29,67 30,00 24,00 35,00 5,51
pos 3 4167 40,00 40,00 45,00 2,89
aumento 3 12,00 10,00 10,00 16,00 3,46
PGA pré 3 5467 53,00 15,00 96,00 40,53
pos 3 36,00 40,00 17,00 51,00 17,35
aumento 3 -18,67 -13,00  -45,00 2,00 24,01
PGA+célula tronco pré 3 3567 43,00 18,00 46,00 15,37
pos 3 6200 61,00 55,00 70,00 7,55
aumento 3 26,33 24,00 18,00 37,00 9,71
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Anexo 10. Medidas-resumo do VPdet40, dos animais, segundo semana, grupo e

momento de tempo.

Semana Grupo N Média Mediana Minimo Maximo Desvio padrao

4 controle pré 3 6500 83,00 27,00 85,00 32,92
pos 3 8200 60,00 41,00 145,00 55,38
aumento 3 17,00 14,00 -23,00 60,00 41,58
scaffold pré 3 3933 3500 26,00 57,00 15,95

pos 3 8367 83,00 78,00 90,00 6,03
aumento 3 44,33 48,00 21,00 64,00 21,73
scaffold+célula tronco pré 2 45,00 45,00 35,00 55,00 14,14
pos 2 89,00 89,00 58,00 120,00 43,84
aumento 2 44,00 44,00 23,00 65,00 29,70
PGA pré 3 37,00 29,00 24,00 58,00 18,36
pos 3 4100 34,00 33,00 56,00 13,00

aumento 3 4,00 5,00 -2,00 9,00 5,57

PGA+célula tronco pré 3 5333 51,00 46,00 63,00 8,74
pos 3 81,00 82,00 57,00 104,00 23,52
aumento 3 27,67 19,00 11,00 53,00 22,30
8 controle pré 3 5467 56,00 42,00 66,00 12,06
pos 3 6300 64,00 55,00 70,00 7,55

aumento 3 8,33 13,00 -2,00 14,00 8,96
scaffold pré 3 40,33 42,00 27,00 52,00 12,58
pos 3 5767 51,00 48,00 74,00 14,22

aumento 3 17,33 22,00 6,00 24,00 9,87
scaffold+célula tronco pré 3 72,67 65,00 42,00 111,00 35,13
pos 3 90,00 100,00 50,00 120,00 36,06

aumento 3 17,33 9,00 8,00 35,00 15,31
PGA pré 3 54,00 62,00 28,00 72,00 23,07
pos 3 5767 51,00 42,00 80,00 19,86
aumento 3 3,67 8,00 -11,00 14,00 13,05

PGA+célula tronco pré 3 4133 37,00 36,00 51,00 8,39
pos 3 6500 60,00 52,00 83,00 16,09

aumento 3 23,67 24,00 15,00 32,00 8,50

12 controle pré 3 57,00 56,00 55,00 60,00 2,65
pos 3 6167 63,00 57,00 65,00 4,16

aumento 3 4,67 5,00 2,00 7,00 2,52
scaffold pré 3 7567 4500 38,00 144,00 59,28
pos 3 8767 60,00 45,00 158,00 61,37

aumento 3 12,00 14,00 7,00 15,00 4,36

scaffold+célula tronco pré 3 42,33 40,00 37,00 50,00 6,81
pos 3 6567 60,00 55,00 82,00 14,36

aumento 3 23,33 23,00 15,00 32,00 8,50
PGA pré 3 66,67 61,00 22,00 117,00 47,75
pos 3 5500 53,00 29,00 83,00 27,06
aumento 3 -11,67  -8,00 -34,00 7,00 20,74
PGA+célula tronco pré 3 5233 61,00 30,00 66,00 19,50
pos 3 87,33 88,00 77,00 97,00 10,02
aumento 3 3500 36,00 22,00 47,00 12,53
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Anexo 11. Resultados inferenciais (valores de p) do teste de Wilcoxon na
comparacao entre os momentos pré e pos da CCM e do VPdet40,

segundo grupo e semana.

Grupo Semana CCM VPdet40
4 0,785 0,593
Controle 8 0,285 0,285
12 0,109 0,109
4 0,109 0,109
Scaffold 8 0,180 0,109
12 0,109 0,109
4 0,180 0,180
Scaffold+célula tronco 8 0,285 0,109
12 0,102 0,109
4 0,785 0,285
PGA 8 0,593 0,593
12 0,285 0,285
0,109 0,109
PGA+célula tronco 8 0,109 0,109
12 0,109 0,109
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Anexo 12.

area do colageno (%) area do colageno (%)

area do colageno (%)
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Diagrama de dispersdo unidimensional area do coldgeno (%) dos
animais, segundo semana e grupo, sendo grupo 1 controle, grupo 2
scaffold de matriz, grupo 3 scaffold de matriz associado a célula tronco,

grupo 4 PGA e grupo 5 PGA com célula tronco.
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