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RESUMO 

Objetivo: Avaliar os parâmetros histológicos e funcionais da ampliação vesical em coelhos 

com “scaffold” de matriz extracelular e de “scaffold” sintético de ácido poliglicólico, com e 

sem semeadura de célula tronco mesenquimal derivada de tecido adiposo. Métodos: 

Estudo experimental com 5 grupos de nove coelhos, grupos controle, ampliação vesical 

com “scaffold” de matriz extracelular com semeadura de células tronco derivada de tecido 

adiposo, ampliação vesical com “scaffold” de matriz extracelular sem semeadura de células 

tronco, ampliação vesical com “scaffold” de ácido poliglicólico com semeadura de células 

tronco e por fim grupo de ampliação vesical com “scaffold” de ácido poliglicólico sem 

semeadura de células tronco. Foram avaliados na fase cistométrica, do estudo 

urodinâmico, a capacidade cistométrica máxima e o volume vesical onde é atingido a 

pressão detrusora de 40 cmH20. A análise histológica, realizada na quarta, oitava e décima 

segunda semana foi feita com a coloração hematoxilina e eosina (H&E), para verificar a 

reação inflamatória local, através da contagem dos polimorfonucleares, linfócitos, 

macrófagos e célula gigante de corpo estranho. A coloração de Tricômio de Masson foi 

utilizada para verificar a área de colágeno. A célula tronco utilizada foi derivada de tecido 

adiposo, coletada da região inguinal do coelho e cultivada no nosso laboratório. 

Resultados: Na análise de polimorfonucleares houve alterações significantes na oitava e 

décima segunda semana, (p=0,032) e (p=0,033), respectivamente, na avaliação dos 

linfócitos houve alterações significante na quarta, (p= 0,040), oitava, (p=0,025) e décima 

segunda semana (p=0,026). Na análise de macrófagos houve alterações significantes na 

quarta semana, (p=0,033) e oitava semana, (p=0,034), na análise de célula gigante de 

corpo estranho, somente na décima segunda semana houve alteração significante, 

(p=0,015). A análise de colágeno não demonstrou diferença estatística nos grupos 

estudados, as áreas de fibrose foram iguais ao grupo controle. Na análise funcional, o 

VPdet 40, pré cistoplastia e pós cistoplastia, entre os 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 função 

vesical (p=0,049 e p=0,013, respectivamente). Não houve aumento significante na 

capacidade cistométrica máxima, contudo verificou-se uma tendência de aumento no 

grupo PGA semeado com célula tronco. Conclusões: As técnicas de ampliação vesical 

com implante de “scaffolds” de matriz extracelular e PGA, semeados ou não semeados 

com célula tronco mesenquimal derivado de tecido adiposo, não geraram reação 

inflamatória deletéria, denominada rejeição e houve aumento da complacência vesical, 
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com a manutenção da capacidade cistométrica. O uso de célula tronco diminui reação 

inflamatória na bexiga ampliada com “scaffolds”. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Bexiga Neurogênica Neurológica, ampliação 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. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO 
  



I n t r o d u ç ã o  
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As disfunções vesicais decorrentes de doenças neurológicas afetam 400 

milhões de pessoas em todo o mundo (1). Calcula-se que 1 em cada 1000 recém-

nascidos apresentam disrafismo espinhal com provável Disfunção Neurogênica do 

Trato Urinário Inferior (DNTUI) (1).  No Brasil, não existem dados consistentes sobre 

a prevalência desta disfunção, porém nos pacientes com lesões medulares a 

incidência de DNTUI é 71 casos por 1 milhão de habitantes, número quase o dobro 

do Japão e Estados Unidos. Os índices nos países subdesenvolvidos são mais 

elevados decorrentes de acidentes de trânsito e violência urbana e 80 % desses 

casos poderão ter algum grau de disfunção vesical (2). 

A fisiopatologia básica do comprometimento do trato urinário superior 

deve-se ao aumento de pressão intravesical decorrente do déficit de complacência 

vesical, hiperatividade detrusora neurogênica ou aumento da resistência uretral (3). 

Sabemos que independente da doença, o parâmetro pressórico vesical 

estabelecido para possíveis danos renais é de 40 cm H2O (1,4). As altas pressões 

de armazenamento e esvaziamento podem levar a infecções urinárias, 

incontinência urinária, danos estruturais no trato urinário superior e inferior, que por 

fim podem levar a insuficiência renal. A dissinergia detrusor esfincteriana, é a 

principal responsável pela elevada resistência uretral nos casos DNTUI. Neste 

cenário pode-se ter micções e perda urinária com elevada pressão vesical, 

decorrente do quadro de obstrução infravesical funcional (4).  

 A topografia das lesões neurológicas é muito importante para 

diagnóstico e evolução dos pacientes. Lesões do sistema nervoso central acima do 

centro sacral da micção, geralmente levam a bexiga hiperativa neurogênica 

(HND) (5). Se essas lesões estão abaixo do centro pontino da micção esperamos 

dissinergismo vésico- esfincteriano (5). As lesões no centro sacral podem levar tanto 

ao déficit de contralitidade da musculatura detrusora quanto déficit na musculatura 

esfincteriana, a primeiro pode condicionar a retenção urinária e a segunda pode 

levar a incontinência urinária, por lesão direta da inervação esfincteriana (4,5,6). 

A premissa dos tratamentos das DNTUI com risco para o trato urinário 

superior é a diminuição das pressões de armazenamento e esvaziamento vesical (5). 

As alternativas terapêuticas disponíveis para o tratamento das DNTUI são medidas 
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farmacológicas, cateterismo vesical intermitente (CIL), sondas vesicais de demora, 

injeção de toxina botulínica vesical ou esfincteriana e os procedimentos mais 

invasivos como as esficterotomia e as enterocistoplastias (5,6,7,8).  

Em 1898, o cirurgião Johann von Mikulicz-Radecki descreveu o uso de 

um segmento do íleo para ampliar a bexiga e assim iniciou se o tratamento 

cirúrgico, com essa nova técnica. Desde então, inúmeras técnicas e variantes foram 

desenvolvidas. Para tanto, buscou-se no emprego de todos os tipos de segmentos 

do trato gastrointestinal — desde o estômago até o cólon sigmóide — um substituto 

ideal para a parede da bexiga (9,42). 

Transcorridos mais de cem anos e na falta de um substituto ideal, o 

segmento gastrointestinal ainda permanece como a primeira escolha pela maioria 

dos cirurgiões quando se torna necessário ampliar a bexiga. 

Nos casos de déficit de complacência vesical refratários a tratamento 

clínicos, a ampliação vesical é o tratamento de escolha (5). Esta pode ser realizada 

com segmentos do trato gastrointestinal (íleo, estômago ou cólon). Esta cirurgia é 

um procedimento de grande porte, como tal apresenta considerável risco de 

complicações no curto, médio e longo prazo (5). As complicações observadas em 

médio e longo prazos decorrem das diferenças estruturais e funcionais da parede 

intestinal e vesical (9,10). 

Dentre potenciais problemas decorrente das enterocistoplastias,temos a 

produção crônica de muco a qual pode  gerar retenção urinário aguda e a laceração 

vesical, bacteriúria persistente, infecções do trato urinário de repetição, alterações 

metabólicas, formação de cálculo urinário, 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 científica internacional (12).  

Os avanços tecnológicos na engenharia tecidual levaram ao 

desenvolvimento de biomateriais como os “scaffolds”. Estes são arcabouços onde 
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as células se entrelaçam se para a formação de novos tecidos com comportamento 

funcional e biológico adequados e semelhante ao tecido nativo, apresentam 

biocompatibilidade, biodegradabilidade, resistência e induzem a adequada 

regeneração (11).  

Estes biomateriais podem ser de 3 tipos, derivados de cerâmica, como 

hidróxido apatita, polímeros sintéticos, de PGA (ácido poliglicólico) ou PLA (ácido 

polilático) e os polímeros naturais, como derivados de colágenos, proteoglicanos, 

Chitosan, Alginato, além da matriz extracelular de bexiga e a submucosa de 

intestino delgado (SIS® – small intestine submucosa) (13). 

Os “scaffolds” derivados de cerâmica são desenvolvidos e pesquisados 

na reparação óssea, os polímeros sintéticos são de fácil obtenção e disponibilidade, 

porém apresentam uma maior reação inflamatória, 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 não foram satisfatórios devido a 

reação imunológica cruzada e grande reação inflamatória deste enxerto, levando 

a fibrose (14,15,16). A avaliação histológica da cistoplastia com SIS demonstrou uma 

diminuição da capacidade cistométrica devido a uma inadequada formação de 

camada de detrusor madura e uma deposição, em excesso, de colágeno no 

local (14,15,16). 

O uso do “scaffold” de matriz extracelular derivado de bexiga apresenta 

a biocompatibilidade como a vantagem principal, esta característica gera menor 

reação inflamatória e diminui a chance de fibrose do órgão transplantado. Os poros 

deste “scaffod” permitem o entrelaçamento de células do tecido nativo, como o 

detrusor. Esta técnica poderá ser desenvolvida como transplante vesical com 

doadores cadáveres, usando tiras de “scaffold” para ampliar a bexiga (13,14). 

O uso do “scaffold” sintético de PGA é factível, apresenta mínima reação 

inflamatória e ou rejeição, além da fácil disponibilidade do material, características 

que estimulam a utilização (14,15). 
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Os “scaffolds” biológicos ou sintéticos, podem ser semeados ou não, 

com células tronco derivado de tecido adiposo (ADSCs) (5,14).  As células-tronco 

derivadas de tecido adiposo podem ser autólogas ou heterólogas, sendo que 

aquelas possuem característica imunomoduladora maior, diminuem a reação 

inflamatória e por último regeneram o tecido nativo, reparando defeitos vesicais e 

isto nos estimulou a utilizar um modelo animal para este experimento (17). 

O “scaffold” implantado se comporta como um enxerto do transplante 

clínico, como tal, pode apresentar reações inflamatórias de defesa, tipo agudas e 

crônicas, rejeições hiperaguda, aguda e crônica, mediada pela imunidade humoral 

e celular (18), como esquematizado na figura 2 e 3. As reações agudas e crônicas 

são arbitrárias, pois sabemos que as células efetoras de tal processo, como os 

polimorfonucleares, células gigantes de corpo estranho, macrófagos, monócitos e 

linfócitos aparecem ao mesmo tempo com atividades ímpares e congruentes (19).  

A reação inflamatória aguda (imunidade humoral) tem a duração de dias 

e é iniciada quando o antígeno é exposto ao hospedeiro, condicionando uma 

vasoconstricção local seguida de uma vasodilatação, levando ao fluxo sanguíneo 

mais lento, permitindo a marginalização e a transmigração dos neutrófilos para a 

fagocitose do complexo antígeno- anticorpo, no caso o “scaffold” (19). 

 A reação inflamatória crônica (imunidade celular) é iniciada com a 

fagocitose do antígeno pelos macrófagos, seguida da exposição do complexo 

antígeno anticorpo para os linfócitos os quais se diferenciam em células de 

memória, helper e natural killer (20). O primeiro permitirá o reconhecimento e a 

imunidade em possíveis exposições ao mesmo antígeno, o segundo é capaz de 

produzir anticorpos para imunidade humoral e o último é o responsável principal no 

combate ao agressor (antígeno).  As figuras 1 e 2 demonstram a imunidade 

desencadeada nas duas vias, diante da invasão de um antígeno, que pode ser um 

órgão ou tecido transplantado, como o “scaffold” (19,20,21). 
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Figura 1. Esquema da imunidade humoral. Fonte: Voltarelli et al., 2008  

       

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema da imunidade celular. Fonte: Voltarelli et al., 2008 
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Tendo em vista a importância do avanço 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 

ampliação vesical são importantes. Essa investigação visou avaliar a viabilidade de 

utilização de “scaffolds” biológicos e sintéticos, semeados ou não com células 

tronco para reconstrução vesical. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 OBJETIVO 
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Avaliar resultados funcionais e histológicos da ampliação vesical em 

coelhos com “scaffold” de matriz extracelular e de ácido poliglicólico, semeados ou 

não com células-tronco autólogas mesenquimais derivadas de tecido adiposo. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 MÉTODOS 
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Este estudo foi realizado no Centro de Pesquisa em Urologia da 

UNIFESP e foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal de São 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 raça Nova 

Zelândia, peso entre 2 e 3 kg. Estes foram distribuídos 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 confecção de scaffold de 

matriz, como demonstrado na figura 3. 

Delineamento experimental: 

a) Grupo 1:  Controle, onde realizou-se a incisão do músculo detrusor. 

b) Grupo 2: Realizado a incisão do músculo detrusor com implante de 

“scaffold” de matriz extracelular 

c) Grupo 3:  Realizado a incisão do músculo detrusor com implante de 

“scaffold” de matriz extracelular semeado com célula tronco 

mesenquimal derivada de gordura.  

d) Grupo 4:   Realizado a incisão do músculo detrusor com implante de 

“scaffold” de PGA. 

e) Grupo 5:   Realizado a incisão do músculo 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 descelularização de bexigas de outros nove animais da mesma raça. 

Os “scaffolds” de PGA foram doados por Dr Joseph Philipi Vacanti, do Harvard 

Institute.  

Após o sacrifício dos animais, na quarta, oitava e décima segunda 

semana de implante, realizamos a análise histológica e funcional, a primeira com 
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Hematoxilina e Eosina e Tricômio de Masson, a segunda com estudo urodinâmico. 

Na coloração Hematoxilina e Eosina avaliamos os polimorfonucleares e 

mononucleares, na coloração Tricrômio de Masson avaliamos a área de colágeno 

e no estudo urodinâmico a capacidade cistométrica máxima e o volume onde se 

atinge a Pdet de 40 cm H2O. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 injeção intramuscular de Quetamina (20 mg/Kg) e Xilazina (5 mg/ 

kg). A cirurgia iniciou-se com uma incisão abdominal inferior de 3 cm de diâmetro, 

sendo realizada a dissecção por planos até aponeurose do músculo reto 

Grupo Controle 
9 coelhos 
Miotomia do detrusor 

Grupo Scaffold 
9 coelhos 
Miotomia do detrusor e ampliação com 
“scaffold” biológico derivado de matriz 
extracelular 

Grupo Scaffold com células tronco 
9 coelhos 
Miotomia do detrusor e ampliação com 
“scaffold” biológico derivado de matriz 
extracelular e célula tronco 

Grupo PGA 
9 coelhos 
Miotomia do detrusor e ampliação com 
“scaffold” de PGA 

Grupo PGA com células tronco 
9 coelhos 
Miotomia do detrusor e ampliação com 
“scaffold” de PGA e célula tronco 

45 COELHOS 

Grupos 
subdivididos de 
3 coelhos 
sacrificados na 
4ª semana, 3 
sacrificados na 
8ª semana e 3 
sacrificados na 
12ª semana para 
estudo funcional 
e histológico 
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abdominal. Realizou- se a dissecção e exérese de um fragmento de gordura 

inguinal. O fechamento da incisão foi feito com fio Nylon 4.0. No pós-operatório, 

todos os animais receberam Dipirona (50 mg/kg/dia) e Cefalexina (30 mg/kg/dia) 

por via intramuscular durante três dias. 

O fragmento foi levado ao laboratório em solução tampão fosfato (PBS) para 

preparo da célula tronco derivada de gordura, figura 4 (22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Incisão para coleta de gordura da região inguinal. Arquivo pessoal. 

 

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

O tecido adiposo, retirado da região inguinal dos coelhos foi pesado 

(aproximadamente 1g), lavado 3 vezes com solução de tampão sulfóxido (PBS), 

responsável por manter PH em diferentes meios, e fragmentado em pequenos 

pedaços. Em seguida, esses fragmentos foram colocados em solução de 
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colagenase, para a lise do colágeno, mantendo o tecido límpido. (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, EUA) 0,075% em PBS por 30 a 40 minutos em constante agitação e 

temperatura de 37ºC (22). 

Na etapa seguinte a solução foi peneirada, poros de 100 micrômetros, a 

fim de se obter a fração celular estromal-vascular do tecido digerido. O tecido 

peneirado foi retirado e colocado em cubo cônico 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), formulação suplementar que 

aumenta os aminos ácidos e vitaminas suplementado com 10% soro fetal bovino o 

qual é meio de cultura para aumentar a produção e oocitos ---blastocisto e 1% de 

antibiótico (penicilina G + Estreptomicina) (22). 

As células foram semeadas em placas de cultivo de 100mm, e o meio 

de cultivo trocado a cada 24 a 36 horas para remoção de células não aderidas e 

eritrócitos. As células foram cultivadas até atingirem aproximadamente 80% de 

confluência, quando foram tripsinizadas, usando tripsina a 0,25% (Vitrocell 

Embriolife, Campinas, SP, Brasil), para a lise de proteínas e plaqueadas com 

concentração de 1 x 105 células/mL. O cultivo celular seguiu-se até a passagem 1 

(P1), as quais as células foram caracterizadas pela citometria de fluxo (22). 

 

3.3. Caracterização de marcadores celulares das células tronco mesenquimais 

As células tronco derivadas de tecido adiposo em P1 já haviam sido 

previamente caracterizadas pelo nosso laboratório, por citometria de fluxo pela 

incubação com os anticorpos de superfície específicos CD29+ (Chemicon- 

Millipore, Billerica, Massachusetts), CD44+(AbD Serotec, Kidlington, Oxford), 

CD45- (AbD Serotec, Kidlington, Oxford) (22,23,38). 

 

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

A cirurgia de cistectomia dos coelhos machos para construção do 
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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 peça 

enviada para o laboratório em solução tampão PBS para descelularização. Após 

este procedimento os animais foram eutanasiados com a superdosagem dos 

mesmos anestésicos. 

 

3.4.1. Protocolo de descelularização 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 agitação (shaker orbital) por 15 minutos.  

O protocolo de descelularização, aproximadamente 48h, iniciou se com 

a lavagem das bexigas com tampão PBS contendo 10Kiu/mg de aprotinina, para 

inibir a fibrinólise (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) por 30 minutos em constante 

agitação (shaker orbital) (22,23). 

Depois foram incubadas em água deionizada contendo 1% SDS 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) por 24 horas, a temperatura ambiente, em 

constante agitação. Em seguida foram imersas em água deionizada por 2 períodos 

de 15 minutos em agitação e incubadas em água deionizada contendo 1% Triton 

X-100 (Affymetrix, Santa Clara, CA, EUA) por 60 minutos, mantendo a 

agitação (22,23). 

Finalmente foram lavadas cinco vezes com tampão PBS em constante 

agitação, está solução foi trocada a cada 24horas. 

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

decelularização acima descrito. 
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Figura 5. Bexiga de coelho pré (A) e pós (B) processo de descelularização. Arquivo pessoal.   

 

3.5. Implante do “scaffold” na bexiga. 

Os coelhos foram anestesiados com as drogas já descritas 

anteriormente. Realizou-se assepsia e antissepsia com solução de iododopovidona 

(0,27 a 0,82%).  Foi realizada incisão mediana, com dissecção por planos 

musculares até a abertura do peritônio e exposição da bexiga. Em seguida foi 

realizada a dissecção do músculo detrusor até a exposição da mucosa vesical, 

sobre a qual foi implantado o “scaffold” de aproximadamente 1,5 cm2. Este 

“scaffold” foi suturado ao músculo detrusor com pontos separados de Vycril 5.0, 

semeado ou não com célula tronco e recoberto por gordura pré-vesical, a fim de 

estimular a vascularização local. Após a implantação do “scaffold” de matriz 

extracelular e sobre o “scaffold” de PGA, aproximadamente 1 a 2x106 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 músculo detrusor 

adjacente ao implante para posterior identificação na análise histológica. A 

cavidade abdominal foi fechada por planos com sutura contínua de fios Vicryl 4.0 e 

a pele com Nylon 4.0. Abaixo estão as figuras 6 e 7, demonstrando o processo 

descrito acima. 

  

A B 
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Figura 6. Técnica cirúrgica. 1) Exposição da bexiga; 2) Dissecção da área para implantação 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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Figura 7. Implante de “scaffold” de PGA. Arquivo pessoal. 

 

 

3.6. Cistectomia 

Após 4, 8 e 12 semanas, de acordo com o protocolo deste estudo, foi 

realizada a cistectomia e enviado a peça para análise histológica composta pela 

área delimitada com pontos de nylon (área 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 sódico endovenoso. A bexiga 

retirada foi colocada em solução de formalina 10% e encaminhada ao laboratório 

de patologia.  
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3.7. Avaliação Histológica 

A análise histológica iniciou-se com a fixação das peças com solução de 

Bouin, a fim de se preservar a morfologia e composição tecidual. Em seguida, 

realizou-se a desidratação das peças cirúrgicas com concentrações crescentes de 

álcool, iniciando com álcool a 70% e finalizando com álcool absoluto a 100%. As 

peças foram incluídas em blocos retangulares de parafina. 

 

3.7.1. Hematoxilina & Eosina 

A análise com esta coloração identifica as células inflamatórias, 

polimorfonucleares (PMN), linfócitos, macrófagos e células gigantes de corpo 

estranho. Realizamos a marcação manual e a contagem com magnificação óptica 

de 400x, com auxílio software ImageJ e do plug-in Cell Counter (Figura 8, 9,10) (23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Lâmina de hematoxilina e eosina de coelho implantado PGA, seta preta path de gordura, 

seta azul o músculo detrusor e seta verde o “scaffold” de matriz (200x) 
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Figura 9. Lâmina de hematoxilina e eosina contagem celular, seta preta área de “scaffold” de PGA, 

seta amarela área com destaque nos tipos celulares e a seta azul, Linfócitos. (400x) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Campo contado com o programa ImageJ e auxílio do plug-in Cell Counter. “Type” 1 – 

polimorfonucleares; “Type” 2 – linfócitos; “Type” 3 – macrófagos; “Type” 4 - células gigantes de corpo 

estranho; “Type 5” - vasos sanguíneos.  
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3.7.2. Tricrômio de Masson 

A avaliação foi realizada medindo-se a área onde se encontrava a maior 

densidade de fibroblastos e colágeno, denominada área de fibrose, neste processo 

usamos a magnificação óptica de 200 vezes e foram avaliados três campos em 

cada lâmina histológica de Tricômio de Masson. O “software” utilizado para a 

mensuração da área foi o ImageJ com o auxílio do plug-in Threshold Colour (30), 

figuras 11 e 12.  

 

Figura 11. Lâmina de Tricrômio de Masson com magnificação óptica 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, o músculo detrusor. 
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Figura 12. Lâmina de Tricrômio de Masson, seta amarela representa o colágeno e a seta preta o 

músculo detrusor  

 

A figura 12 é semelhante a figura 11, porém já com a área complementar 

(não referente ao colágeno) selecionada a partir do botão “Invert” do plug-in, 

abrangendo toda a escala de cores complementar à anteriormente selecionada. 

Essa área é processada pelo “software” e mostrada em tabela “Results” (acima da 

imagem do campo), sendo “1” referente à área total do campo (em pixels); “2” à 

área de colágeno (anteriormente selecionada, em azul); e “3” à área complementar. 

 

3.8. Avaliação funcional 

A análise funcional foi realizada em todos os coelhos, no momento de 

inicial e antes do sacrifício. O teste foi realizado com aparelho de urodinâmico da 

Dynamed (Dynamed, São Paulo – Brasil) com sonda de duplo lúmen (24). (Figuras 

13 e 14).  

Os parâmetros urodinâmicos analisados foram: 

1) Capacidade cistométrica máxima (CCM): definida como volume 
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intravesical, em ml, até o momento da primeira observação de perda 

urinária, momento onde oclui-se a uretra; 

2) Volume vesical onde atinge se a pressão detrusora de 40 cmH2O 

(VPdet40 cmH2O). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Coelho durante exame, com sonda uretral de duplo lúmen.  

 

Figura 14. Estudo urodinâmico em coelhos demonstrando no ponto 1, a Capacidade cistométrica 

máxima e no ponto 2, o VPdet40 cmH2O.  

1 

2 
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3.9. Análise estatística-descritiva 

A análise estatística foi inicialmente feita de forma descritiva através da 

média, mediana, valores mínimo e máximo e desvio-padrão. 

A análise estatística foi inicialmente feita de forma descritiva através da 

média, mediana, valores mínimo e máximo e desvio-padrão. 

As análises inferenciais empregadas com o intuito de confirmar ou 

refutar evidências encontradas na análise descritiva foram: Kruskal-Wallis e o teste 

de Dunn ou Bonferroni os quais são métodos estatístico usados para fazer um 

número específico de comparações entre grupos de dados e descobrir qual deles 

é significativo. Os 2 testes foram usados na comparação de polimorfos nucleares, 

linfócitos, macrófagos, capacidade cistométrica máxima, volume onde foi atingido 

a pressão vesical de 40 cm H2O e área do colágeno, entre os 5 grupos nos 

diferentes tempos de análise, com descrito no delineamento experimental. 

Em todas as conclusões obtidas através das análises inferenciais foi 

utilizado o nível de significância alfa igual a 5%. 

Os dados foram digitados em planilhas do Excel 2010 for Windows para 

o adequado armazenamento das informações. As análises estatísticas foram 

realizadas com o programa estatístico R versão 3.5.1.  
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4.1. Análise de polimorfonucleares (PMN) 

A quantificação de PMN com 4ª semana foi semelhante entre os cinco 

grupos. Na 8º semana, o grupo controle apresentou menos polimorfonucleares 

comparado aos grupos “scaffold", “scaffold" com célula tronco e PGA, (p=0,032) 

(Tabelas 1 e 2). Neste mesmo período, 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 12º semana, o 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. Avaliação da presença de polimorfonucleares na área de implante 

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

Semana Grupo N Média Mediana Mínimo Máximo Desvio padrão p* 

4 controle 3 31,57 39,00 11,80 43,91 17,30 0,364 
 scaffold 3 59,72 50,19 47,93 81,05 18,50  

 scaffold+célula tronco 2 56,06 56,06 54,32 57,80 2,46  

 PGA 3 50,07 42,20 20,30 87,70 34,38  

 PGA+célula tronco 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 43,49 57,39 7,28  

 scaffold+célula tronco 3 59,42 57,02 46,07 75,16 14,69  

 PGA 3 55,13 57,00 48,19 60,20 6,22  

 PGA+célula tronco 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 59,99 61,82 48,71 69,45 10,49  

 scaffold+célula tronco 3 49,50 51,87 39,80 56,82 8,75  

 PGA 3 11,40 15,00 3,30 15,90 7,03  

 PGA+célula tronco 2 5,20 5,20 3,40 7,00 2,55  

*Kruskal-Wallis 
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Tabela 2. Resultados das comparações múltiplas pelo método de Dunn entre os 

grupos para polimorfonucleares. 

Conclusão na semana 8 p  Conclusão 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. Análise de linfócitos 

A quantificação de linfócitos mostrou que na 4º semana, o grupo de PGA 

apresentou mais linfócitos que o grupo “scaffold".  O grupo “scaffold" semeados 

com célula tronco apresentou menos linfócitos que os grupos controle e PGA 

(p=0,04) (Tabelas 3 e 4; Anexo 3). Na semana 8º, os coelhos com PGA 

apresentavam mais linfócitos 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 linfócitos que o grupo “scaffold", e o grupo “scaffold" 

com célula-tronco teve menos linfócitos que o grupo controle e PGA (p=0,026) 

(Tabelas 3 e 4). 
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Tabela 3. Avaliação da presença de linfócitos na área de implante vesical, de 

acordo com tempo de intervenção e grupo estudado. 

Semana Grupo N Média Mediana Mínimo Máximo Desvio padrão p* 

4 controle 3 33,69 30,67 23,85 46,55 11,65 0,040 
 scaffold 3 25,31 17,78 13,76 44,38 16,64  

 scaffold+célula tronco 2 13,28 13,28 9,06 17,50 5,97  

 PGA 3 104,33 74,50 45,30 193,20 78,33  

 PGA+célula tronco 3 19,07 18,70 18,70 19,80 0,64  

8 controle  3 48,68 43,57 41,23 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+célula tronco 3 23,50 21,50 16,50 32,50 8,19  

12 controle  3 45,82 49,83 34,82 52,82 9,65 0,026 
 scaffold 3 19,25 21,81 12,82 23,11 5,60  

 scaffold+célula tronco 3 12,00 10,45 9,16 16,39 3,86  

 PGA 3 48,23 43,30 43,10 58,30 8,72  

 PGA+célula tronco 2 35,05 35,05 28,70 41,40 8,98  

*Kruskal-Wallis 
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Tabela 4. Resultados das comparações múltiplas pelo método de Dunn entre os 

grupos para linfócitos. 

Conclusão na semana 4 p  Conclusão 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 
 

Conclusão 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. Análise de macrófagos 

A quantificação de macrófagos na 4ª semana mostrou que o grupo 

“scaffold" apresentou menos macrófagos que o grupo PGA e PGA com célula 

tronco (p=0,033) (tabelas 5, 6 e anexo 4). Na 8ª semana, o grupo “scaffold" e célula 

tronco teve menos macrófagos que o grupo PGA e PGA com célula tronco 

(p=0,034) (tabelas 5 e 6; Anexo 4). Na 12ª segunda semana não houve diferença 

entre os grupos com relação a presença de macrófagos. 

. 

  



R e s u l t a d o s  

30 
 

 

Tabela 5. Avaliação da presença de macrófagos na área de implante vesical, de 

acordo com tempo de intervenção e grupo estudado. 

Semana Grupo N Média Mediana Mínimo Máximo Desvio padrão 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 28,18 33,15 3,51  

 PGA 3 61,80 66,00 38,10 81,30 21,90  

 PGA+célula tronco 3 81,43 84,90 74,50 84,90 6,00  

8 controle  3 41,98 46,32 29,77 49,85 10,72 0,034 
 scaffold 3 29,10 32,44 16,79 38,08 11,03  

 scaffold+célula tronco 3 13,02 11,75 10,06 17,24 3,75  

 PGA 3 75,83 77,20 44,70 105,60 30,47  

 PGA+célula tronco 3 61,40 52,20 41,60 90,40 25,67  

12 controle  3 43,40 40,72 37,22 52,25 7,86 0,131 
 scaffold 3 20,76 17,73 16,37 28,19 6,47  

 scaffold+célula tronco 3 38,47 38,97 32,73 43,71 5,51  

 PGA 3 48,97 50,30 39,60 57,00 8,78  

 PGA+célula tronco 2 38,60 38,60 24,70 52,50 19,66  

* Kruskal-Wallis 

. 

Tabela 6. Resultados das comparações múltiplas pelo método de Dunn entre os 

grupos para macrófagos. 

Conclusão na semana 4 p  Conclusão 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. Análise de célula gigante de corpo estranho (CGCC) 

A quantificação de CGCC com 4a, 8a e 12a semanas foi semelhante entre 

nos cinco grupos avaliados na quarta e oitava semana. Na 12ª semana o 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. Avaliação da presença de células gigantes de corpo estranho, na área 

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

estudado. 

Semana Grupo N Média Mediana Mínimo Máximo Desvio padrão p* 

4 controle 3 3,42 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 2,20 2,10 2,00 2,50 0,26  

 PGA+célula tronco 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 2,13 3,00 0,00 3,40 1,86  

 PGA+célula tronco 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 0,93 1,00 0,40 1,40 0,50  

 PGA+célula tronco 2 3,50 3,50 0,80 6,20 3,82  

*Kruskal-Wallis 
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Tabela 8. Resultados das comparações múltiplas pelo método de Dunn entre os 

grupos para CGEE. 

Conclusão 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. Análise da capacidade cistométrica máxima (CCM) 

O volume da CCM na 4a e 8ª semanas pós cirurgia, foi semelhante nos 

cinco grupos. Na 12º 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. Análise do volume vesical na pressão detrusora de 40 cmH2O (VPdet40) 

O volume do VPdet.40 cmH2O foi semelhante nos cinco grupos na 

quarta e oitava semana. Na décima segunda semana, os grupos “scaffold" de 

matriz extra celular e “scaffold" de PGA semeados com célula tronco apresentavam 

uma VPdet.40 cmH2O 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 comparações múltiplas pelo método de Dunn entre os 

grupos para o aumento da capacidade cistométrica máxima (CCM) e 

volume vesical na pressão detrusora de 40 cmH2O (VPdet40) 

Conclusão para CCM na semana 12 p  Conclusão para VPdet40 na semana 12 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. Variação da capacidade cistométrica máxima na quarta semana pós intervenção nos 

diferentes dos grupos avaliados.  
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Figura 16. Variação da capacidade cistométrica máxima na oitava semana pós intervenção nos 

diferentes dos grupos avaliados. 
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Figura 17. Variação da capacidade cistométrica máxima na décima segunda semana pós 

intervenção nos diferentes dos grupos avaliados. 
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Figura 18. Variação do volume vesical na pressão detrusora de 40 na quarta semana pós 

intervenção nos diferentes dos grupos avaliados. 
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Figura 19. Variação do volume vesical na pressão detrusora de 40 na oitava semana pós 

intervenção nos diferentes dos grupos avaliados.  
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Figura 20. Variação do volume vesical na pressão detrusora de 40 na décima semana pós 

intervenção nos diferentes dos grupos avaliados. 
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4.7. Avaliação quantitativa de colágeno 

A área do colágeno não apresentou diferença significante entre os 

grupos nas semanas 4 (p=0,329) e 8 (p=0,191) Notamos uma tendência do grupo 

“scaffold" semeado com célula tronco apresentar maior área de colágeno quando 

comparado aos grupos controle e “scaffold" na semana 12 (p=0,061) (Tabela 10 e 

Anexo 12).  

 

Tabela 10. Avaliação da área do colágeno (%), na área de implante vesical, de 

acordo com tempo de intervenção e grupo estudado. 

Semana Grupo N Média Mediana Mínimo Máximo Desvio padrão p* 

4 controle 3 34,77 21,20 20,40 62,70 24,19 0,329 
 scaffold 3 35,80 38,10 30,90 38,40 4,25  

 scaffold+célula tronco 2 27,70 27,70 14,10 41,30 19,23  

 PGA 2 24,56 24,56 23,13 25,99 2,02  

 PGA+célula tronco 2 13,52 13,52 12,37 14,67 1,63  

8 controle  2 66,40 66,40 62,40 70,40 5,66 0,191 
 scaffold 3 32,77 26,40 25,70 46,20 11,64  

 scaffold+célula tronco 3 50,63 59,00 14,50 78,40 32,76  

 PGA 3 30,97 32,64 22,48 37,80 7,79  

 PGA+célula tronco 3 19,00 17,17 16,10 23,73 4,13  

12 controle  3 27,40 27,10 16,40 38,70 11,15 0,061 
 scaffold 3 39,53 30,60 22,50 65,50 22,85  

 scaffold+célula tronco 3 76,73 75,40 73,30 81,50 4,26  

 PGA 3 34,77 21,20 20,40 62,70 24,19 0,329 
 PGA+célula tronco 3 35,80 38,10 30,90 38,40 4,25  

*Kruskal-Wallis 
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A luz de nosso conhecimento, até o presente momento, nenhum estudo 

fez a comparação histológica e funcional  da ampliação vesical com “scaffold” 

biológico de matriz extracelular e sintético de PGA semeados e não semeados com 

célula tronco mesenquimal autóloga derivada de tecido adiposo (32). 

Neste estudo investigamos a viabilidade da ampliação vesical em 

coelhos por meio da utilização de “scaffold” de matriz extracelular e “scaffold” 

sintético (PGA) semeados ou não semeados com células tronco mesenquimais 

derivadas de tecido adiposo autóloga.  Avaliamos a histologia para traçar uma 

analogia com as reações celulares inflamatórias que ocorrem no transplante de 

órgãos e ou tecidos, realizado em humanos. Neste cenário podemos ter quadros 

inflamatórios importantes ou até rejeições, e a característica comum é a presença 

expressiva de polimorfonucleares, linfócitos e os macrófagos, arterite, sangramento 

intersticial e microtrombose (19). 

A reação inflamatória a qual leva a rejeição dos enxertos alogênicos e 

heterólogo é o principal desafio nos transplantes de órgãos, está rejeição pode ser 

hiperaguda, aguda e crônica (38). Este fato é amenizado porque utilizamos tecidos 

autólogos e “scaffolds” biológicos os quais são semelhantes a matriz inata, como a 

célula tronco derivada de tecido adiposo e o scaffold de matriz extracelular, como 

já encontrado em estudos anteriores (39,40). 

O uso das células tronco autólogas minimizou o efeito da 

incompatibilidade imunológica.  Na análise histológica foi demonstrado o aumento 

celular significante de polimorfonucleares e linfócitos, contudo não foi constatado 

arterite, sangramento intersticial ou microtrombose, características histológicas 

presentes no quadro de rejeição de enxertos. Neste cenário, as células 

pluripotentes podem ter diminuído a possibilidade de rejeição (37,41,27). 

A análise da viabilidade da ampliação com “scaffolds” foi investigada com 

a histologia e com a cistometria. Na análise 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 análise 

quantificativa de linfócitos, o grupo ampliado com “scaffold” de matriz extracelular 
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apresentou menor quantidade celular comparado com controle (p= 0,011) e menor 

quantidade também comparado ao grupo ampliado com PGA (p= 0,006).  A análise 

de macrófagos ao final das 12 semanas não apresentou alterações significantes as 

quais eram vistas na 4ª e 8ª semana, demonstrando que independente do enxerto 

ao final da 12ª semana esse se apresentou biocompatível e com comportamento 

semelhante ao grupo controle. 

Na análise de células gigantes de corpo estranho houve maior número 

celular no grupo PGA e PGA com célula tronco, ou seja, maior reação inflamatória, 

porém, sem relevância clínica. 

A análise cistométrica demonstrou significante aumento  do volume 

quando atinge se pressão detrusora de 40 cmH2O, 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 análise pode nos inferir um  possível aumento na  complacência 

vesical e na própria capacidade de armazenamento vesical, visto que diante de 

uma pressão de 40 cmH2O, o volume armazenado foi significantemente maior. Esta 

análise de aumento do volume no ponto de pressão de 40 cmH2O, pode nos sugerir 

uma melhora da complacência vesical e podemos pensar em realizar em estudos 

futuros a análise da complacência vesical. 

Na análise da capacidade cistométrica máxima, foi demonstrada que os 

enxertos não diminuiram a CCM, comparados ao grupo controle. O grupo “scaffold” 

de PGA semeado com célula tronco apresentou tendência em aumentar a CCM, 

uma amostra com número  maior de animais poderia resultar em uma significância 

do deste parâmetro, neste grupo. 

No grupo PGA sem a semeadura da célula tronco ocorreu a piora da CV, 

demonstrando que “scaffold” de PGA apresentou  uma reação inflamatória 

acentuada a qual não permitiu a melhora deste propriedade. 

Na análise da área de colágeno, que nos infere a área cicatricial ou 

fibrose, foi demonstrada que os grupos com “scaffold” de matriz ou de PGA geraram 

fibrose semelhante ao grupo controle, assim está fibrose não prejudicou os 
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parâmetros funcionais como a CCM e VPdet40. Sabemos que a fibrose diminui a 

capacidade cistométrica como demonstrado em diversos estudos prévios (42). 

Baseado no nosso estudo, observamos que o maior potencial para 

aplicação clínica parece estar em ampliação com scaffold de MEC e PGA ambos 

semeados com célula tronco, já que a houve a melhora na complacência vesical 

nestas duas técnicas, com mínima reação inflamatória e com melhora da 

complacência vesical.  

A biocompatibilidade foi evidenciada mesmo sem o uso de drogas 

imunossupressoras, como usado no transplante de órgãos, ou seja, uma técnica 

de transplante de tecidos, que dispensa o uso de drogas potentes, medicações 

geradoras de indesejáveis efeitos colaterais e que aumentam a incidência de 

neoplasias (43). 

O avanço nos últimos anos em pesquisas de engenharia tecidual para 

reconstrução da bexiga resultou em diversos ensaios pré-clínicos e até mesmo 

ensaios clínicos (24). No presente estudo, investigamos a viabilidade da ampliação 

vesical em coelhos por meio da utilização de “scaffold” de matriz extracelular e 

“scaffold” sintético (PGA) semeados ou não com células tronco mesenquimais 

derivadas de tecido adiposo. 

A melhora do déficit da complacência vesical e da capacidade 

cistométrica nos pacientes neurogênicos é a meta principal para a proteção do trato 

urinário superior (28,29).  

A literatura já demonstrou a  morbimortalidade das ampliações vesicais 

com seguimentos intestinais, devido complexidade técnica e porte cirúrgico, assim 

a busca de técnicas menos invasivas se faz necessária (12).  

Os “scaffolds” de matriz extracelular ou sintéticos são alternativas menos 

invasivas (30). Quando semeamos com célula tronco mesenquimal, a atividade 

imunomoduladora, regenerativa e anti inflamatória é potencializada assim a 

ampliação vesical com “scaffold” sintético ou de matriz extracelular se torna 

alternativa factível (31).  
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Estudos anteriores já ratificaram a importância do uso de materiais como 

alternativas aos tecidos nativos, o uso de telas para correção de hérnias,  uso de 

telas para correção de prolapsos vaginais e uso de mucosa de oral na cirurgia de 

estreitamentos uretrais são exameplos disto (44). 

Neste trabalho estudamos o implante vesical de “scaffold” biológico ou 

sintético, uma técnica segura, menos mórbida e eficaz de ampliação vesical 

comparado com a clássica enterocistoplastia (33).  

A minimização do tempo de hospitalização e o aumento das taxas de 

sucesso terapêutico são objetivos primários no desenvolvimento da engenharia de 

tecidos na urologia reconstrutiva (34). A busca ativa de tecidos biologicamente 

viáveis com baixa reação inflamatória e com menor morbidade é foco importante 

na atualidade entre os pesquisadores (35,36,37). Sabemos que os resultados desta 

pesquisa impulsionam novos estudos para este tema. 

O número reduzido de animais em cada grupo estudado foi uma 

deficiência deste estudo, contudo o fato de não haver artigo semelhante na 

literatura, destaca esta iniciativa. A característica principal deste estudo é provar 

novos conceitos e elevar o número de animais geraria um problema ético e 

aumentaria sobremaneira os custos. Por outro lado, nossos resultados permitiram 

identificar duas possíveis alternativas de ampliação vesical para realização de um 

estudo mais amplo. Desta forma, pretendemos realizar estudo controlado com 

maior número 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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O estudo demonstrou que o implante de “scaffold” de matriz extracelular 

ou enxerto sintético de PGA, semeado ou não por células tronco mesenquimais 

derivadas de tecido adiposo autólogo gerou mínima reação inflamatória, 

apresentou biocompatibilidade e não apresentou   rejeição.  

Coelhos ampliados com “scaffolds” de matriz extracelular e de ácido 

poliglicólico (PGA), ambos semeados com célula tronco derivado de tecido adiposo, 

foram integrados a bexiga nativa e apresentaram uma melhora significante do 

volume vesical na pressão de 40 cm H2O.   
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Anexo 1. Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa. 
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Anexo 2. Diagrama de dispersão unidimensional dos polimorfonucleares dos 

animais, segundo semana e grupo. 
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Anexo 3. Diagrama de dispersão unidimensional dos linfócitos dos animais, 

segundo semana e grupo. 
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Anexo 4. Diagrama de dispersão unidimensional dos macrófagos dos animais, 

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

estranho dos animais, segundo semana e grupo. 
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Anexo 6. Resultados inferenciais (valores de p) do teste de Kruskal-Wallis na 

comparação histológica e funcional entre os grupos, independente da 

semana.  

   Scaffold+  PGA+ 

 Controle  Scaffold Célula tronco PGA Célula tronco 

Polimorfonucleares  0,148 0,670 0,405 0,061 0,236 

Linfócitos 0,301 0,875 0,260 0,113 0,196 

Macrófagos  0,430 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 máxima pré 0,836 0,863 0,544 0,337 0,556 

Capacidade cistométrica máxima pós 0,925 0,733 0,731 0,288 0,285 

Aumento da capacidade cistométrica máxima 0,832 0,924 0,570 0,177 0,430 

CCM* pré 0,739 0,561 0,260 0,561 0,505 

CCM* pós 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 pressão detrusora de 40 cm H2O 
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Anexo 7. Diagrama de dispersão unidimensional do aumento da capacidade 

cistométrica máxima (CCM) dos animais, segundo semana e grupo. 
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Anexo 8. Diagrama de dispersão unidimensional do aumento do volume vesical 

na pressão detrusora de 40 cmH2O (VPdet40) dos animais, segundo 

semana e grupo. 
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Anexo 9. Medidas-resumo da capacidade cistométrica máxima (CCM) dos 

animais, segundo semana, grupo e momento de tempo  

Semana Grupo  N Média Mediana Mínimo Máximo Desvio padrão 

4 controle  pré 3 44,00 50,00 19,00 63,00 22,61 
  pós 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 34,00 28,00 22,00 52,00 15,87 
  pós 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 
  pós 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 
  pós 3 24,00 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 23,33 24,00 19,00 27,00 4,04 
  pós 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 
  pós 3 44,00 43,00 39,00 50,00 5,57 
  aumento 3 6,00 8,00 -2,00 12,00 7,21 
 scaffold pré 3 32,67 30,00 20,00 48,00 14,19 
  pós 3 43,33 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 
  pós 3 61,33 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 48,00 13,87 
  pós 3 39,67 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 
  pós 3 42,33 35,00 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 
  pós 3 45,33 46,00 40,00 50,00 5,03 
  aumento 3 9,00 10,00 5,00 12,00 3,61 
 scaffold pré 3 35,67 30,00 22,00 55,00 17,21 
  pós 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 
  pós 3 41,67 40,00 40,00 45,00 2,89 
  aumento 3 12,00 10,00 10,00 16,00 3,46 
 PGA pré 3 54,67 53,00 15,00 96,00 40,53 
  pós 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 35,67 43,00 18,00 46,00 15,37 
  pós 3 62,00 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 Mínimo Máximo Desvio padrão 

4 controle  pré 3 65,00 83,00 27,00 85,00 32,92 
  pós 3 82,00 60,00 41,00 145,00 55,38 
  aumento 3 17,00 14,00 -23,00 60,00 41,58 
 scaffold pré 3 39,33 35,00 26,00 57,00 15,95 
  pós 3 83,67 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 
  pós 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 
  pós 3 41,00 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 53,33 51,00 46,00 63,00 8,74 
  pós 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 54,67 56,00 42,00 66,00 12,06 
  pós 3 63,00 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 
  pós 3 57,67 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 
  pós 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 
  pós 3 57,67 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 41,33 37,00 36,00 51,00 8,39 
  pós 3 65,00 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 
  pós 3 61,67 63,00 57,00 65,00 4,16 
  aumento 3 4,67 5,00 2,00 7,00 2,52 
 scaffold pré 3 75,67 45,00 38,00 144,00 59,28 
  pós 3 87,67 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 
  pós 3 65,67 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 
  pós 3 55,00 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 52,33 61,00 30,00 66,00 19,50 
  pós 3 87,33 88,00 77,00 97,00 10,02 
  aumento 3 35,00 36,00 22,00 47,00 12,53 
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Anexo 11. Resultados inferenciais (valores de p) do teste de Wilcoxon na 

comparação entre os momentos pré e pós da CCM e do VPdet40, 

segundo grupo e semana. 

Grupo Semana CCM VPdet40 

Controle  

4 0,785 0,593 

8 0,285 0,285 

12 0,109 0,109 

Scaffold 

4 0,109 0,109 

8 0,180 0,109 

12 0,109 0,109 

Scaffold+célula tronco 

4 0,180 0,180 

8 0,285 0,109 

12 0,102 0,109 

PGA 

4 0,785 0,285 

8 0,593 0,593 

12 0,285 0,285 

PGA+célula tronco 

4 0,109 0,109 

8 0,109 0,109 

12 0,109 0,109 
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Anexo 12. Diagrama de dispersão unidimensional área do colágeno (%) 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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