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ABSTRACT

The number of organ and tissue transplantation in humans and animals has grown significantly recently,
especially after the advent of modern and safer techniques of immunosuppression. The objective of this
study was to evaluate macro and microscopically partial urinary bladder fresh allograft in rabbits, using
as immunomodulatory agent cyclosporine or allogenic adipose tissue derived mesenchymal stem cells
(ADSCs). For this purpose, 25 rabbits were used. One male was the donor of ADSCs; 24 females
received a partial urinary bladder allograft and were treated with cyclosporine (GCi) or mesenchymal
stem cells (GCe). We conclude that the GCe group had better histological acceptance of the implant than
GCi group at 30 days evaluation.
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RESUMO

O nlmero de transplantes de érgdos e tecidos em humanos e animais tem crescido significativamente nos
Gltimos anos, principalmente ap6s o advento de técnicas modernas e mais seguras indutoras de
imunossupressdo. Objetiva-se com o presente estudo avaliar macro e microscopicamente o alotransplante
parcial de bexiga a fresco em coelhos, utilizando como agente imunomodulador células-tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ADSC) alogénicas. Foram utilizados 25 coelhos, sendo um
deles macho e doador das ADSCs, e os outros 24 eram fémeas, submetidas a alotransplante parcial de
bexiga, tratadas com ciclosporina (GCi) ou células-tronco mesenquimais (GCe). Conclui-se que o GCe
teve melhor aceitagéo histolégica do implante em relacdo ao GCi aos 30 dias de avaliacdo.
Palavras-chave: transplante, bexiga, cirurgia, CTM
INTRODUCAO contato célula-célula (Puissant et al., 2005). No
entanto, em outros dois estudos separados, a
exigéncia do contato  célula-célula  foi
corroborada e contestada. Independentemente
dessa divergéncia, o efeito imunossupressor das
ADSCs foi observado de forma consistente em
todos os estudos subsequentes (Lin et al., 2012).

O primeiro relato descrevendo as propriedades
imunomoduladoras e imunossupressoras das
ADSCs foi publicado no ano de 2005;
especificamente, seus experimentos in vitro
mostraram que as ADSC ndo provocaram

alorreatividade e foram capazes de suprimir
reacdo de linfocitos. Além disso, descobriu-se
que o efeito imunossupressor parece exigir

Recebido em 9 de abril de 2017
Aceito em 3 de maio de 2018
E-mail: saulovet2011@hotmail.com

De acordo com Le Blanc e Ringdén (2007), in
vitro, as células-tronco mesenquimais (CTM)
inibem a proliferagdio de células T para
aloantigenos e agentes mitogénicos e impedem o


Editora
Texto digitado
http://dx.doi.org/10.1590/1678-4162-9952

Editora
Carimbo


Pinto Filho et al.

desenvolvimento de linfdcitos T citotdxicos. In
vivo, as CTMs prolongam a sobrevida do enxerto
de pele e tém varios efeitos imunomoduladores.
Possiveis aplicagGes clinicas incluem a terapia na
doenca aguda grave do enxerto contra o
hospedeiro, a reparacdo tecidual, o tratamento da
rejeicio de aloenxertos de drgdos e os
transtornos autoimunes.

Com o avanco da tecnologia, os diferentes tipos
de transplante tém sido amplamente aceitos e
efetuados no mundo todo, inclusive para a
reconstituicdo de érgaos retirados em parte ou no
todo quando tomados por determinados tipos de
cancer. Contudo, mesmo com as mais diversas
indicacfes para reconstrucdo vesical, ainda séo
poucos os relatos de transplante de bexiga
(Brandt et al., 2004; Teixeira et al., 2007).

Orgaos do sistema gastrointestinal podem e so
geralmente utilizados para este propo6sito, sendo
0 intestino o mais frequentemente usado. Uma
grande variedade de tecidos, como segmentos
intestinais para enxertos de fascia e vesicula
biliar, tém sido estudados como materiais
potenciais para cistoplastias (Lavanya et al.,
2014). Porém, esses procedimentos estéo sujeitos
a complicagcGes, principalmente pela natureza
histoldgica diferente entre o enxerto e a bexiga.
As mais observadas sdo fistulas, urolitiases,
auséncia de dilatacdo, contracdo do enxerto,
neoplasia, producdo de muco e problemas
metabolicos provenientes da absorcdo pela
mucosa do tecido implantado (Teixeira et al.,
2007).

Teixeira et al. (2007) testaram a hipétese de o
alotransplante de bexiga devolver a capacidade
estrutural e funcional desse 6rgdo. Para isso,
utilizaram 10 cdes machos, saudaveis, que foram
submetidos &  cistectomia  parcial com
preservacdo do trigono vesical, e realizaram
avaliagbes clinica e histopatolégica. O
alotransplante na reconstru¢cdo da vesicula
urinaria foi acompanhado durante 60 dias e,
como agente imunossupressor, foi utilizada
ciclosporina. Os achados histopatologicos
caracterizaram o processo de rejei¢do inicial do
transplante. Entretanto, observaram-se
regeneracdo e integracdo parcial dos tecidos na
interface do transplante, caracterizada por
proliferacdo fibroblastica, neoangiogénese e
surgimento de fibras musculares lisas. Os autores
concluiram que o alotransplante de bexiga em
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cdes é viavel, devolve a capacidade de replecédo e
as demais fungdes fisioldgicas da bexiga durante
o periodo de observagao.

Oliveira et al. (2008) implantaram um retalho de
membrana peritoneal bovina em substituicdo a
um fragmento da face ventral da bexiga de
coelhos Nova Zelandia adultos, objetivando
avaliar o processo de reparacdo tecidual no que
se referia a biocompatibilidade, a capacidade de
reparacdo tecidual e a possiveis complicacGes.
Os autores verificaram que, macroscopicamente,
em todos os periodos, houve aderéncias de
estruturas adjacentes ao local do implante,
presenca de calculos e auséncia de sinais de
rejeicdo. Com base nos resultados histologicos
obtidos, o estudo concluiu que o peritdnio bovino
conservado em glicerina a 98% fornece
arcabouco para orientagdo e desenvolvimento
dos tecidos vesicais, mediante processos de
reparacdo, restabelecendo, aos 60 dias de pds-
operatério, os tecidos que compdem o 6rgdo.
Além disso, ressaltou-se que o implante €
biocompativel, uma vez que ndo provoca reacgdo
do tipo corpo estranho.

O objetivo do presente artigo foi avaliar macro e
microscopicamente o alotransplante parcial de
bexiga a fresco em coelhos, utilizando-se como
agente imunomodulador ADSCs alogénicas.

MATERIAL E METODOS

Para a elaboracdo deste experimento, foram
utilizados 25 (vinte e cinco) coelhos
(Oryctolagus cuniculus), sendo 24 fémeas,
adultas, da raca Nova Zelandia Branco, € um
macho, doador do tecido adiposo para a cultura
celular, clinicamente sadios, com peso médio de
3,73+0,88Kkg, oriundos do biotério central de uma
instituicdo. Este projeto foi aprovado pela
Comisséo de Etica em Uso de Animais (Ceua)
institucional, sob parecer nimero 066/2011.

Todos os animais foram alojados em gaiolas
individuais, por um periodo minimo de 15 dias,
para sua adaptacdo as condigdes ambientais e ao
convivio humano, bem como para deteccdo de
possiveis enfermidades. Durante todo o periodo
do experimento, 0s animais permaneceram em
boxes individuais, recebendo racdo comercial
para a espécie e agua a vontade, sendo também
submetidos a exame clinico prévio e coleta de
sangue para analise laboratorial (hemograma,
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contagem de plaquetas, dosagem de ureia e
creatinina, AST e urindlise) e ultrassonografia
(US) abdominal para avaliagdo vesical. A coleta
de sangue foi realizada pela veia jugular, e a de
urina por cistocentese guiada por US.

Apbs o periodo de observacao, os animais foram
separados e identificados em dois grupos
experimentais, GCi (tratados com ciclosporina) e
GCe (tratados com ADSCs), sendo cada um
composto por 12 animais, conforme o tipo de
tratamento. Os grupos foram subdivididos em
dois subgrupos, com seis animais cada. Todos 0s
subgrupos tiveram os periodos de avaliacdo de
15 e 30 dias. Ap6s o procedimento de
transplante, os animais do GCi foram tratados
com ciclosporina (5mg kg™) 1V, a cada 24 horas,
até o término do periodo de avaliacdo. Os do
GCe receberam fragdo de ADSCs, na dose de 2 x
10° células/mL, cultivadas em laboratorio,
intramuralmente, nas laterais da sutura do
enxerto na face vesical receptora.

Apos a tricotomia e a antissepsia ampla da regido
dorsal cervical do coelho macho, proximo as
escapulas, esse foi anestesiado e posicionado em
decubito ventral, protegido da contaminagdo por
panos de campo, para coleta de um fragmento de
tecido adiposo. O animal doador do TA ndo
participou das outras fases do experimento,
somente doou o TA para posterior cultivo das
ADSCs. O doador do tecido adiposo era de sexo
diferente dos receptores, para a pesquisa do
cromossomo Y, por meio da expressao do gene
SRY por analise de PCR, a fim de se verificar a
presenca das células no local de implantagdo nas
coelhas receptoras.

O fragmento de TA  coletado, com
aproximadamente 10 gramas de peso, era
imediatamente encaminhado em um recipiente
de vidro estéril, contendo 150mL de solugdo de
Hanks, para o Laboratério de Terapia Celular
Regenerativa. No interior da capela de fluxo
laminar, o tecido foi transferido para uma placa
de Petri e seccionado vérias vezes em diversos
fragmentos menores até ndo ser mais possivel
sustenta-lo com a pinga de dissecacdo. Os
pequenos fragmentos de TA foram lavados com
solugdo de Hanks, com o auxilio de uma peneira
que ndo permitia a passagem dos fragmentos de
gordura, totalizando trés lavagens.
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Concluida esta etapa, a gordura era transferida
para tubos de polipropileno graduados, de 50mL,
e adicionava-se a ela, uma solu¢do de 1mg/mL
de colagenase tipo IlI, na propor¢do 1:3
(volume:volume). Os tubos eram tampados e
lacrados com uma pelicula semitransparente,
resistente a 4gua, encaminhados ao banho-maria,
em uma temperatura de 37°C, e agitados
manualmente a cada cinco minutos. Nessas
condicbes, permaneciam por aproximadamente
25 minutos, até ser gerado um aspecto leitoso na
mistura. A seguir, os tubos eram retirados do
banho-maria e encaminhados novamente para a
capela de fluxo laminar. A colagenase era
neutralizada mediante a adi¢cdo de meio completo
DMEM (Eagle modificado por Dulbeco), em um
volume de 1:1. Os tubos de TA com o meio
completo adicionado foram centrifugados a
600G, em temperatura ambiente, durante cinco
minutos. Em seguida, realizou-se agitacdo
manual vigorosa dos tubos, objetivando-se
romper os adipdcitos e promover a liberagdo de
mais células mononucleares. Depois, os tubos
eram recolocados na centrifuga, por mais cinco
minutos, com a mesma rotagao.

O sobrenadante foi descartado, e a fracdo lavada
com meio completo e centrifugada, desta vez, a
440G, em temperatura ambiente, durante cinco
minutos. A lavagem foi repetida novamente. Ao
término da nova centrifugacdo, o sobrenadante
foi descartado e a fragdo vascular estromal
(FVE) ressuspendida em 1mL de meio completo.
Uma pequena fragdo (70uL) da FVE suspensa
era coletada com pipeta automatica para
quantificacdo manual da porcentagem de células
mononucleares e teste de viabilidade celular com
azul de Trypan 1% em lamina de Neubauer.
Logo depois, as células eram plaqueadas em
garrafas de cultura primaria de 75cm? com
DMEM e 10% de SFB. As garrafas eram, entéo,
encaminhadas para estufa a 37°C, com
concentragdo de 5% de dioxido de carbono, local
onde permaneceram a fim de se expandirem. A
aplicacdo era realizada depois da terceira
passagem, durante o procedimento cirdrgico de
transplante.

As células da terceira passagem foram incubadas
e submetidas a caracterizacdo por citometria de
fluxo com os anticorpos anti-CD105, anti-CD90,
anti-CD45 e anti-CD73 (BD Bioscience, San
Jose, CA, USA), nas diluicbes recomendadas
pelo fabricante, a saber: 5:100, 5:100, 20:100 e
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10:100, respectivamente. Passados 30 minutos de
incubacdo com os anticorpos em temperatura
ambiente, as células foram lavadas com PBS e
ressuspendidas em 400mL de PBS para aquisicdo
dos dados no citdmetro de fluxo BD FACSDiva.

No periodo anterior ao procedimento cirdrgico,
todos os animais foram pesados e submetidos a
tricotomia ampla da parede abdominal para a
realizacdo do transplante, e das orelhas, para
acesso a veia auricular caudal.

A medicacdo pré-anestésica foi constituida da
associacéo de cloridrato de cetamina (20mg kg
1), maleato de midazolam (2mg kg™) e sulfato de
morfina (5mg kg™), por via intramuscular (i.m.).
A seguir, os animais eram encaminhados para o
bloco cirurgico do Laboratério de Cirurgia
Experimental (Lace) do Hospital Veterinario
Universitario  institucional.  Posteriormente,
realizava-se inducdo anestésica com isoflurano,
mediante 0 uso de mascara, e a manutencao
anestésica era realizada com o mesmo farmaco,
por meio do uso de mascara, com sistema
inalatério  aberto  (vaporizador  universal),
vaporizado em 100% de oxigénio, com
respiracdo esponténea. A antibioticoprofilaxia foi
realizada com ampicilina sédica (5mg kg™), pela
via intravenosa (i.v.), 30 minutos antes do inicio
do procedimento.

A manutengdo do acesso venoso era feita com
solucdo de ringer com lactato, por meio de
canulacdo da veia auricular caudal com cateter
24G, durante todo o procedimento cirdrgico, em
gotejamento venoso de 10mL kg*h™.

Os animais foram operados aos pares, com
procedimentos simultdneos no mesmo ambiente
cirtrgico, sendo cada um doador e receptor. As
operacOes foram realizadas mediante incisdo pré-
pubica com bisturi, passando através do tecido
subcutaneo e chegando-se a linha alba,
incidindo-se esta com bisturi e tesoura
Metzembaum. Na sequéncia, a bexiga era
localizada, exteriorizada e esvaziada por meio de
cistocentese, quando necessario, para ndo haver
extravasamento de urina para a cavidade. Depois
desse processo, isolava-se a bexiga com
compressas Umidas em solucdo de NaCl 0,9% e
trés reparos eram colocados no apice vesical,
com fio de nailon 3-0, &rea em que o orificio foi
criado. A bexiga era excisada removendo-se
aproximadamente 30% dela (vazia), deixando-se
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0S reparos na porcao remanescente. A seguir, a
por¢do removida era lavada com solugdo de
ringer com lactato e posteriormente suturada
junto a bexiga remanescente do outro animal em
plano Gnico, com fio de poliglactina 910 5-0 em
padrédo continuo simples, de modo seromuscular.
Ao término da sutura, realizava-se o teste de
replecdo da bexiga com solucdo salina para se
verificarem possiveis vazamentos. As ADSCs
eram colocadas ao redor da linha de sutura, em
volume de 0,8mL, e diluidas em DMEM,
mediante injecdo com seringa de 1mL e agulha
12,7mm x 0,33mm, sob a camada serosa da
bexiga. A sutura da linha alba foi realizada com
poliglactina 910 3-0, em padrdo isolado tipo
Sultan, sendo o espaco subcutaneo reduzido com
0 mesmo material e padrdo continuo simples. A
dermorrafia foi obtida com néilon 4-0 e pontos
isolados em padrdo Wolf.

No pds-operatério (PO) imediato, os animais
eram monitorados até o restabelecimento
completo da consciéncia e, entdo, encaminhados
novamente para 0s seus boxes. Como analgésico,
foi administrado cloridrato de tramadol (6mg kg
1), i.m., a cada 12 horas, durante trés dias. A
limpeza da ferida cirdrgica era realizada com
solucéo fisioldgica uma vez a cada dois dias. A
remocdo dos pontos cutaneos foi feita depois de
sete dias do procedimento cirdrgico.

Posteriormente ao término dos periodos de
avaliag8o (15 ou 30 dias) e coleta de material, 0s
animais foram submetidos a eutandsia. Para o
procedimento, foram sedados com associacdo de
cloridrato de cetamina (20mg kg™), maleato de
midazolam (2mg kg™) e sulfato de morfina (5mg
kg™), i.m., com posterior aplicacdo de propofol
(10mg kg™), i.v., na veia auricular caudal.

Na avaliagdo macroscopica, investigou-se a
regido do implante quanto a presenga de
aderéncias, falhas no implante, necrose, fistula,
inflamacdo local, além de se verificar a presenca
de muco e urdlitos na luz da bexiga. Quando
presentes, 0s ur6litos foram enviados ao
Laboratério de  Analises  Clinicas do
Departamento  de  Anélises  Clinicas e
Toxicolégicas do Centro de Ciéncias da Salde
da instituicdo, utilizando-se um kit (Célculo
Renal K008® - Bioclin-Quibasa, Brasil) com
metodologia baseada em um conjunto de
métodos fisico-quimicos.
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Depois da andlise macroscdpica, os fragmentos
dos tecidos foram levados a avaliacdo histolégica
aos 15 e 30 dias de pOs-operatorio para
mensuracdo da cicatrizacdo e presenca de
rejeicdo do tecido implantado, além de pesquisa
de outras alteragdes. O material foi obtido por
uma incisdo, com bisturi, na interface do
implante com a bexiga remanescente. As laminas
foram preparadas por meio de amostras do tecido
da bexiga fixado em solucdo de formol
tamponado 10%, processado e embebido em
parafina, e seccionado a 5-7um em micrétomo
rotativo. As secgBes dos tecidos tiveram dois
tipos de coloragdo: metade foi corada com
hematoxilina e eosina, e a outra metade com a
coloracdo tricrébmica de Masson-Goldner. As
laminas foram analisadas por uma patologista
que, as cegas, avaliou a evolugdo do processo
inflamatério pelas caracteristicas do infiltrado,
pela neovascularizacdo e organizacdo colégena,
com énfase na interface bexiga normal/implante
em cada grupo.

Em cada uma das laminas, foram analisados
cinco campos (CPs), aleatérios e ndo
consecutivos, por meio de microscopio de luz
Axiolab Al (Carl Zeiss - Gottingen, Germany),
em aumento de 200x (Saban et al., 2007). Cada
campo observado teve a imagem capturada e
digitalizada pelo programa de captura de
imagens ZEN 2012 (Carl Zeiss - Gottingen,
Germany). Para mensurar e classificar a
intensidade  da  infiltragdo  de  células
inflamatérias no tecido conjuntivo da amostra,
foi utilizado o seguinte critério (escores): 1 -
auséncia de células inflamatérias crénicas; 2 -
leve (+), presenga de poucas células
inflamatérias dispersas no tecido conectivo; 3 -
moderada (++), presenca de grande nimero de
células inflamatdrias focalmente arranjadas; 4 -
severa (+++), presenca de grande nimero de
células inflamatdrias dispersas no tecido
conectivo (Moura et al., 2014).

Para calculo das médias e do desvio-padrao, foi
utilizado o software Microsoft Office Excel for
Windows 7. Para comparacdo entre 0s grupos
GCi e GCe, assim como entre os 15 e 30 dias, foi
utilizado o teste estatistico ndo paramétrico de
Wilcoxon, ao nivel de 5% de significancia.
Também foi empregado o teste de Kruskal-
Wallis (5% de significAncia) para comparagdo
das medianas entre os campos (CPs) em cada
grupo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ambos os tratamentos utilizados na pesquisa
alcangaram resultados clinicos satisfatorios,
impedindo a rejeicdo do aloimplante. Todos os
animais tiveram recuperagdo satisfatéria, nao
apresentando nenhuma alteragdo clinica ou
comportamental em decorréncia do tratamento,
durante todo o periodo de avaliacdo pos-
cirlrgica.

No aspecto macroscopico das bexigas, foi
verificada, similarmente em todos os animais,
boa integracdo do enxerto com o tecido vesical
receptor (Fig. 1), sem sinais de rejeigdo,
corroborando 0s resultados encontrados por
Daleck et al. (1989), Piechota et al. (1998) e
Oliveira et al. (2008). Adicionalmente, néo
foram verificadas externamente, nas bexigas
analisadas, presenga de muco e sinais de necrose
ou de fistula. Oliveira et al. (2008) afirmaram
que estas complicagcBes podem ser encontradas
apos a utilizacdo de implantes vesicais. Oliveira
(2008), quando estudou xenoenxerto vesical em
caes, afirmou apenas ter encontrado,
macroscopicamente, em todos 0S grupos, um
discreto espessamento e aderéncias vesicais
leves, localizados na &rea do enxerto, 0 que
constitui as mesmas observagfes encontradas no
presente estudo. Na face interna do enxerto das
bexigas avaliadas aos 15 dias em ambos o0s
grupos, na regido do enxerto, foram observados
restos de tecido necrético (Fig. 1A), os quais ndo
foram visualizados aos 30 dias de avaliagdo. Isso
se deveu ao proprio processo inflamatdrio,
visualizado na microscopia, conforme descrito
abaixo.

Na maioria dos coelhos, em ambos os periodos
de observacdo, foram encontradas aderéncias da
sutura do implante com mesentério, alca
intestinal,  mesométrio, sutura  muscular
abdominal e ligamento médio ventral da bexiga.
No GCi, 58,3% (7/12) dos animais apresentaram
aderéncias, e no GCe todos o0s animais
apresentaram aderéncias com alguma(s) das
estruturas citadas acima. Oliveira et al. (2008)
também notaram, em seu estudo com coelhos
Nova Zeléandia, que, em todos os periodos de
observacdo, havia aderéncias da regido do
implante com o peritbnio parietal ventral do
abdome; aos sete e aos 14 dias de pds-operatdrio,
0S mesmos autores observaram que os testiculos
estavam aderidos ao local da cistoplastia e, aos
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60 dias, notou-se aderéncia do ceco e segmento
do jejuno ao sitio do implante. Ja Teixeira et al.
(2007) afirmaram ter encontrado aderéncias da
bexiga com o omento, aos 60 dias de observagdo,
em seis cées, dos 10 utilizados em seu
experimento. Os achados do presente estudo
também corroboram os de Daleck et al. (1989),
ao verificarem aderéncias do intestino delgado,
reto e omento, apos cistoplastia dorsal, em cées,

com membrana peritoneal bovina. Segundo
Oliveira (2008), a omentalizacdo é favoravel em
cirurgias  reconstrutivas, pois  proporciona
neovascularizagdo e minimiza a formagdo de
aderéncias. No presente estudo, optou-se por ndo
omentalizar, j& que se comparou a eficacia das
ADSCs em relacdo ao GCi para cicatrizagdo do
aloenxerto com a bexiga receptora.

Figura 1. Aspecto macroscopico das faces interna (A) e externa (B) das vesiculas urinarias de coelhas
Nova Zelandia submetidas a alotransplante parcial de vesicula urinaria com o implante (i), do GCi, aos 15
dias de pds-operatério. Observar em A a presenca de tecido necrético resultante do processo inflamatdrio
local (*). C e D demonstram o resultado aos 30 dias do mesmo grupo. Observar em C, face interna
vesical, que ja ndo ha mais presenca de tecido necrético na regido do implante (i). E e F correspondem as
faces interna e externa, respectivamente, do GCe aos 15 dias de p6s-operatorio. Observar em E a presenca
de tecido necrdtico resultante do processo inflamatdrio local (*). G e H correspondem as faces interna e
externa, respectivamente, do GCe aos 30 dias de pos-operatorio. Observar em todas as figuras a boa

integracdo do implante com o tecido receptor.

Constatou-se que 58,3% dos animais do GCi
apresentaram urolitiase vesical PO, entretanto
somente  33,3% dos coelhos do GCe
apresentaram urolitiase vesical. Em ambos os
grupos, as concregdes apresentavam-se aderidas
a face interna da bexiga. Piechota et al. (1998),
ao implantarem matriz acelular de hamsters,
coelhos e cdes em ratos, também verificaram
uma porcentagem bem maior de célculos vesicais
nos animais do grupo enxertado. Oliveira et al.
(2008), apos cistoplastia experimental em
coelhos, observaram que o0s implantes
propiciaram a formacédo de calculos constituidos
por carbonato de céalcio, mas ndo por estruvita,
oxalato de célcio e fosfato de célcio, conforme
haviam constatado outros autores até entdo. Na
presente pesquisa, verificou- se a existéncia de
diferentes constituintes nos célculos, na sua
maioria, carbonato, fosfato e urato de clcio.
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A andlise histopatologica das amostras dos
animais do GCi avaliados aos 15 dias de pds-
operatério demonstrou congestdo vascular leve e
edema moderado na lamina prépria da bexiga
receptora e no implante; ndo se observou epitélio
de transigdo (Fig. 2A). Na interface do implante
com a bexiga receptora, foi observado fio de
sutura fagocitado por células gigantes e depdsitos
de célcio ao redor. No estudo de Oliveira et al.
(2008), também com coelhos, nas amostras
referentes aos animais submetidos a eutanasia
aos 14 dias de pds-operatorio, a lamina propria e
o0 epitélio estavam ausentes, havia presenca de
intenso infiltrado inflamatério misto, além de
acentuada neovasculariza¢do. Aos 30 dias, foram
evidenciados congestdo vascular leve, edema
moderado da lamina prépria e acumulo
linfocitario nos linfaticos na bexiga receptora
(Fig. 2C). Na éarea do implante, havia edema
leve, congestdo vascular moderada e infiltrado
mononuclear  difuso com  presenga de
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plasmaécitos. Na interface, verificaram-se células
gigantes fagocitando o material de sutura e
depositos de calcio (Fig. 2G). No estudo de

animais (cdes) avaliados aos 35 dias a
precipitacdo de sais de calcio dispostos em duas
placas de dimensdes discretas em nivel da lamina

Oliveira (2008), também era evidente nos

propria.

\ ) o : 2 e
Figura 2. Imagens histopatoldgicas dos diferentes grupos e momentos de avaliagdo das vesiculas urinarias
de coelhas submetidas a alotransplante parcial. GCi 15 dias (A) - coloracdo HE, observar presenca de
edema na zona de transigdo (*) e auséncia do epitélio de transicdo (E*) - coloragcdo HE; GCe 15 dias (B) -
coloragcdo HE, observar infiltrado mononuclear e presenga de fibrose com fibras desordenadas (F*) -
coloragdo tricromico de Masson (MA); GCi 30 dias (C) - colora¢do HE, observar congestdo vascular leve
e material de sutura sendo fagocitado na jun¢do bexiga-implante (G*) - coloragdo HE; GCe 30 dias (D) -
coloracdo HE, observar hiperplasia do epitélio de transicéo e presenca ordenada de fibras colagenas (H*)

- coloracdo MA. Escala de 200um

Na analise histopatoldgica dos animais do GCe,
aos 15 dias foi observado infiltrado mononuclear
moderado com alguns eosinofilos (Fig. 2B). Na
interface, observou-se a presenca desordenada de
fibras colagenas (Fig. 2F). Esses resultados
diferem dos encontrados por Oliveira et al.
(2008), os quais revelaram a presenca de intenso
infiltrado inflamatdrio misto, além de acentuada
neovascularizacdo. J& aos 30 dias, foi observada
fibrose ordenada de fibras coldgenas na interface
do implante com a bexiga receptora e areas de
hiperplasia do epitélio de transi¢do (Fig. 2D e H).
Esses resultados diferem dos resultados
encontrados por Pinto Filho et al. (2003), quando
utilizaram pericardio homoélogo para restaurar
diafragma de felinos, sem a utiliza¢do de CTMs.
Na ocasido, no periodo de pos-operatério,
observaram presenca de restos de fio envoltos
por intensa reacdo piogranulomatosa. Ja& na
pesquisa de Oliveira et al. (2008), quando
utilizaram peritdnio bovino em bexiga de coelhos
sem o uso de CTMs, aos 30 dias havia presenga
de intenso infiltrado inflamatdrio misto, fibras
colagenas mais organizadas, neovascularizagdo e
escassos feixes musculares, porém, no local do
implante, ndo havia lamina prépria nem epitélio.
Essas diferencas nas reacfes em cada estudo
podem ocorrer pela presenca dos efeitos das
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CTMs diante do processo inflamatério gerado
pela presenca do implante.

No presente estudo, foi realizada a mensuragdo
do processo inflamatério por meio de escores
(ausente, leve, moderado, severo). Os resultados
demonstraram que o0s processos inflamatorios no
GCi e no GCe aos 15 dias PO foram
semelhantes. J& aos 30 dias PO, foi constatada
maior atividade inflamatoria nos animais do GCi.
Foi demonstrado, ainda, que houve diferenca
entre os 15 e 30 dias no GCi, 0 que ndo ocorreu
nos animais do GCe, 0s quais demonstraram
processos inflamatérios na regido do implante
vesical semelhantes aos 15 e 30 dias PO. Na
andlise estatistica, utilizada para a mensuragéo da
intensidade  da  infiltragdo  de  células
inflamatorias no tecido conjuntivo, verificou-se
que, para os animais avaliados aos 15 dias de
pos-operatério, ndo houve diferenga estatistica
entre 0s grupos tratados, com ambos
apresentando medianas de escores 2. Ja aos 30
dias, foi demonstrado que o GCe apresentou
menor reacao inflamatéria (mediana de escore 2)
quando comparado ao GCi (mediana de escore 3)
(Tab. 1), com significativa diferenca estatistica.
A Fig. 3 demonstra as laminas histolégicas dos
diferentes escores encontrados nos grupos.
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Tabela 1. Demonstragdo dos escores (1, 2, 3 ou 4), por medianas e quartis (Q), para cada campo analisado
(Cp) e dentro de cada grupo tratado (GCi ou GCe), com seus respectivos periodos de avaliagdo. Os
valores em negrito destacam as medianas dos escores nos grupos e suas diferencas (P<0,05)

Cpl 2,00 1,00 2,25 0,92%*
Cp2 2,00 2,00 3,00
Cp3 2,00 1,00 3,00
Gei Cp4 2,00 1,75 3,00
Cp5 2,50 1,00 3,00
15 dias 2,00 1,00 2,00 <0,01*
30 dias 3,00 2,00 3,00
Cpl 2,00 2,00 2,00
Cp2 2,00 2,00 3,00 0.90%*
Cp3 2,00 2,00 3,00 '
Gee CP4 2,00 1,75 2,25
Cp5 2,00 1,00 3,00
15 dias 2,00 2,00 3,00 0,15*
30 dias 2,00 1,25 2,00

*Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney.
**Teste de Kruskal-Wallis.

Figura 3. Demonstracdo dos escores inflamatérios encontrados na histopatologia de coelhas Nova
Zelandia submetidas a transplante parcial de vesicula urinaria. A - GCi 15d, escore leve; B - GCi 30d,
escore moderado; C - GCi 15d, escore severo; D - GCe 15d, escore leve; E - GCe 30d, escore leve; F -
GCe 15d, escore moderado. Observar a diferenca na quantidade de células inflamatérias entre os periodos
avaliados. Coloracdo HE. Escala 50um.
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Ndo foram encontrados artigos com dados
especificos sobre a agdo imunomoduladora das
ADSCs em transplante de bexiga. Porém, Wan et
al. (2008), ap6s analisarem os efeitos das ADSCs
em transplante de figado em ratos, afirmaram
que seus dados sugerem que as MSCs podem ser
uma nova estratégia no tratamento da rejeicao
ap6s transplantes de d&rgdos, entretanto o
mecanismo do efeito modulador ainda € incerto.
Franquesa et al. (2013) reconheceram que a fonte
de onde sdo extraidas as células é um fator
importante a ser considerado em futuros estudos
clinicos. Os autores destacam que, além das
MSCs derivadas da medula 0ssea, destacam-se
as ADSCs, as derivadas do corddo umbilical,
entre outros tecidos. No caso da presente
investigacdo, foram utilizadas as ADSCs, as
quais demonstraram boa capacidade
imunomoduladora, bem como oriundas de uma
fonte tecidual acessivel e abundante na espécie
estudada. Em relacdo ao rendimento celular
durante o cultivo, foi verificado que as ADSCs
possuem boas médias de proliferagdo e
viabilidade durante as passagens, a exemplo do
que constataram Kern et al. (2006) e Pinto Filho
et al. (2015).

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo,
conclui-se que ambos os tratamentos realizados
nos coelhos foram bem-sucedidos. O GCe
demonstrou melhor aceitagdo histologica do
implante e evolucdo do processo aos 30 dias em
relacdo ao GCi.
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