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RESUMO

Os biomateriais em cirurgias reconstrutivas, tanto de origem natural como
sintética, tem sido muito pesquisados. Além de servir de suporte para que células do
tecido anfitrido se desenvolvam, podem funcionar como um eficiente alicerce de
células tronco para a regeneracdo de tecidos e 6rgdos. Os objetivos do presente
estudo foi avaliar a tunica albuginea bovina conservada em dois diferentes meios
(glicerina 98% e glutaraldeido 0,625%), estudar como se da o processo de
incorporacao da tunica albuginea como enxerto utilizado em cistoplastia em coelhos.
As tanicas albugineas foram obtidas de bovinos mesticos adultos, sadios. Apds a
preparacao das tunicas, estas foram divididas em dois grupos: meio de conservacao
glicerina a 98% e glutaraldeido a 0,625%, ambos por periodo minimo de 30 dias.
Antes da sua aplicacdo cirargica, as tunicas foram avaliadas quanto a viabilidade e
auséncia de contaminagdo por meio de exame histopatologico. Este biomaterial foi
testado para reparo da parede vesical em coelhos da linhagem Nova Zelandia.
Foram utilizados 24 animais divididos em dois grupos casualizados, sendo um com
cistoplastia com biomaterial conservado em glicerina a 98%, e outro em
glutaraldeido a 0,625%. Esses foram subdivididos em mais dois grupos referentes
aos periodos pos-operatérios de 5 e 10 semanas em que foram realizadas as
eutanasias. Momento em que se realizou avaliacdo macroscoépica e colheita de
material para avaliacdo histoldgica e imunoistoquimica. A analise histopatolégica da
tunica albuginea revelou a preservacdo da sua arquitetura tecidual e auséncia de

proliferacdo de microrganismos ap0s conservacdo em ambos 0os meios utilizados.



N&o foram observadas reacao de rejeicdo, necrose, fistula ou formacgéo de neoplasia
em nenhum coelho. Além disso, a integridade da parede vesical foi mantida em
todos os animais deste experimento. As trés camadas da bexiga (mucosa, muscular
e serosa) estavam presentes em ambos 0s momentos de pds-operatorio na maioria
das amostras. Evidenciou-se neovascularizacdo moderada a acentuada na regido
em que o xenoenxerto havia sido utilizado. O tecido de granulagdo assim como 0s
ninhos de Brunn e cistos vesicais estavam presentes em todas as amostras dos dois
grupos testados. Resquicio do xenoenxerto foi observado nas amostras dos dois
grupos. No grupo glutaraldeido ndo se observou coldnia bacteriana em quanto no
grupo glicerina uma pequena parcela das amostras apresentava esta contaminacao.
Por outro lado o infiltrado inflamatério foi encontrado em maior propor¢cdo no grupo
glicerina, ainda neste grupo observou-se uma expressdo significativa em
macréfagos a 5% de probabilidade. Por outro lado, o grupo glutaraldeido 10
semanas obteve maior tendéncia a formacao do musculo liso da bexiga. Também no
grupo glutaraldeido houve diferenca significativa dos fibroblastos de 5 e 10
semanas, onde o primeiro apresentou uma imunomarcagcdo mais forte. Os dois
meios de conservacgao, utilizados neste experimento, se mostraram eficientes na
conservacdo da tunica albuginea sendo que a glicerina mantém a integridade
tecidual de forma mais eficiente enquanto o glutaraldeido acelera o processo
reparativo quando utilizado em cistoplastia de coelhos. Como biomaterial, a tlnica
albuginea bovina se mostrou uma alternativa eficaz para a utilizacdo em cirurgias

reconstrutivas.

Palavras-chave: Cistoplastia; tunica albuginea; glicerina 98%; glutaraldeido 0,625%;
VEGF; MMP-2; imunoistoquimica.



ABSTRACT

Biomaterials have long been studied in reconstructive surgery, both natural
and synthetic origin. It can serve as a support for host tissue cells development and
can be used as an efficient scaffold of stem cells for the regeneration of tissues and
organs. The objectives of this study was to evaluate the bovine tunica albuginea
conserved in glycerin 98% and glutaraldehyde 0.625% and analyze tunica albuginea
conserved and the cystoplasty with this biomaterial in rabbits. Tunicas albugineas
were obtained from crossbred adults healthy bovine’s testicles. After preparation of
tunicas albugineas, they were divided into two groups: the conservation medium 98%
glycerin and glutaraldehyde 0.625%, both submerged for at least 30 days. Before its
surgical application, tunica albuginea were evaluated by histopathology analysis for
viability and absence of contamination. This biomaterial was tested for repair of the
bladder wall in New Zealand rabbits. Were used 24 animals divided into two
randomized groups, one with cystoplasty with biomaterial preserved in 98% glycerin,
and the other in 0.625% glutaraldehyde. These were divided into two groups
regarding the postoperative periods of 5 and 10 weeks in which they were carried out
euthanasia. At this moment, macroscopic evaluation and collect of material for
histological and immunohistochemical analyzes were realized. Histopathological
analysis of tunica albuginea revealed the preservation of tissue architecture and no
proliferation of microorganisms after conservation in both medium used. There were
no rejection reaction, necrosis, fistula formation or neoplasia in any rabbit.

Furthermore, the integrity of the bladder wall was maintained in all animals in this



experiment. In most samples the three layers of the bladder (mucosa, muscle and
serosa) were present in both instances after surgery. It was evident
neovascularization moderate to severe in the region in which the xenograft was used.
Granulation tissue as well as nests Brunn bladder and cysts were present in all
samples in the two groups tested. Xenografts trace was observed in samples from
two groups. In glutaraldehyde group was not observed bacterial colony, unlike in the
group as glycerin a small portion of the samples showed this contamination. The
inflammatory infiltrate was found in greater proportion in the group glycerin, even in
this group there was a significant expression in macrophages at 5% probability. On
the other hand, the 10 weeks glutaraldehyde group received greater tendency to
form muscles. Also in the group glutaraldehyde significant difference fibroblasts 5
and 10 weeks, where the first had a stronger immunostaining. The two methods of
conservation of the tunicas albugineas used in this experiment were effective in the
tissue preservation. The glycerin maintains the integrity tissue more efficiently while
the glutaraldehyde accelerates reparative process when used in cystoplasty of
rabbits. The bovine tunica albuginea as a biomaterial proved to be an effective

alternative for use in reconstructive surgery.

Key-words: Cystoplasty; tunica albuginea; glycerin 98%; 0.625% glutaraldehyde
VEGF; MMP-2, immunohistochemical.
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1 INTRODUCAO

Vérios tipos de enxertos, sejam eles aloplasticos ou biodegradaveis, tém
sido utilizados em cirurgias reconstrutivas. Entretanto, muitos estudos vém sendo
desenvolvidos na busca de biomateriais que causem menos complicagbes no
decorrer dos procedimentos e no pés-operatério. O objetivo é que se encontre um
enxerto capaz de atuar na reconstituicdo de 6rgdos e tecidos e de servir como
suporte para 0s processos de reparo e substituicdo, a partir de células-tronco e
bioengenharia tecidual.

Os meios de preservacao associados a membranas bioldgicas, utilizadas em
cirurgias reconstrutivas, sdo uma importante ferramenta para atenuar dificuldades de
manuseio e conservacao destas, pois preservam a integridade tecidual, diminuem a
acao antigénica e aumentam a resisténcia a tracdo e assepsia dos biomateriais.
Contudo, ainda h& a necessidade de uma avaliacdo mais completa dos diferentes
meios de conservagao e sua interacdo com estes biomateriais, principalmente os
que ainda estdo na fase inicial de estudo, como a tunica albuginea bovina.

Na medicina veterinaria e humana, varias desordens vesicais podem
ocorrer. Muitas delas necessitam da técnica cirdrgica de cistoplastia, em que ha a
substituicdo da parede da bexiga. Estas desordens incluem anormalidades
congénitas (extrofia vesical e bexiga neurogénica), cancer, trauma, infeccao,
inflamacédo, defeitos na inervacéo, lesdes iatrogénicas ou condi¢cdes que levem a
sérios danos vesicais. O objetivo da cistoplastia € sempre recuperar o bom

funcionamento do 6rgéo.
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Para o procedimento de cistoplastia muitos enxertos foram e continuam
sendo testados. Alguns deles apresentaram complicacbes que o0s inutilizam,
entretanto, outros com resultados promissores, tém custo elevado devido a
tecnologia necessaria. Com isso, estudos seguem em busca de biomateriais que
apresentem bons resultados e possam ser usados de forma rotineira.

A tanica albuginea bovina conservada em glicerina a 98%, como biomaterial,
por ser um tecido com grande concentracdo de colageno, confere boa resisténcia e
excelente comportamento biolégico, sem causar sinais de rejeicdo, além de ser
facilmente adquirida e possuir baixo custo.

Como justificativa para a realizacdo do presente experimento, ressalta-se a
caréncia de informacdes a respeito da tunica albuginea bovina conservada e o seu
comportamento biolégico como xenoenxerto. Cabe lembrar a importancia desses
trabalhos, ndo s6 para a recuperacao vesical em si, como também para varios
orgaos e tecidos, jA que os enxertos, além de servirem como ponte para a
regeneracdo do tecido anfitrido, servem também como alicerce para o
desenvolvimento das células tronco e da bioengenharia tecidual. Ainda, o estudo em
guestao pode servir como modelo experimental e seus resultados utilizados como
base para outras espécies, inclusive humanos.

Este estudo tem por objetivo comparar a preservacdo tecidual da tunica
albuginea bovina, nos dois diferentes meios de conservacado: glicerina a 98% e
glutaraldeido a 0,625%, além de avaliar e comparar a atuac¢do desta mesma tlnica

albuginea, como enxerto em cistoplastia de coelhos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Morfofisiologia da bexiga

A urina é formada nos rins e direcionada até a bexiga, onde é armazenada
por um periodo e posteriormente conduzida ao exterior, no momento da micgao
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). A funcédo renal e a continéncia da urina séo
extremamente dependentes do bom funcionamento da bexiga, que armazena urina
com baixa pressdo e a expulsa com uma contragdo precisamente orquestrada
(TU et al., 2012).

O epitélio do célice, a pélvis dos rins, 0s ureteres e a bexiga apresentam a
mesma estrutura basica em humanos, porém a parede vai gradativamente se
tornando mais espessa proximo a bexiga. A mucosa vesical se origina da
associacdo do urotélio, composto pelo epitélio de transicdo, com a lamina prépria,
formada por um tecido conjuntivo que varia de frouxo a denso (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

A estrutura da bexiga dos mamiferos apresenta dois elementos
extremamente importantes para o seu bom funcionamento. O primeiro é a
disposicdo unica da musculatura da parede da bexiga (musculo detrusor), a qual se
expande sem aumentar a pressdo interna. Isto € alcancado pelo progressivo

relaxamento do detrusor. Quando este se contrai, o esfincter uretral se fecha,
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havendo, simultaneamente, o relaxamento do esfincter interno que permite a
entrada da urina na uretra (STAACK et al., 2005).

O segundo e crucial elemento é o epitélio que reveste a bexiga, conhecido
como urotélio, o qual é especializado em formar uma barreira para a urina e se
acomodar a expansao e a rapida contracdo do 6rgdo (STAACK al., 2005). As células
superficiais do epitélio de transicdo sdo as responsaveis por esta barreira osmaotica,
entre a urina e os fluidos teciduais. Nestas células, a membrana plasmatica em
contato com a urina é especializada, apresentando placas espessas separadas por
faixas de membranas mais delgadas. Quando a bexiga se esvazia, a membrana se
dobra nas regides delgadas e as placas espessas se invaginam e se enrolam e, ao
se encherem, novamente, ocorre 0 processo inverso, aumentando assim a
superficie das células (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A porcdo muscular da bexiga é constituida por trés camadas de musculo
liso, entrelacadas, que sdo separadas apenas nha porcdo do colo vesical. A
adventicia da bexiga € formada por tecido conjuntivo denso ndo modelado, contendo
grande quantidade de fibras elasticas. Alguns locais da adventicia estdo cobertas
por uma serosa, uma dobra do peritdnio sobre a parede da bexiga, enquanto outros
locais podem estar envolvidos por um tecido adiposo (GARTNER; HIATT, 2003).

Fibras autbnomas atingem a bexiga por meio dos nervos hipogastricos
simpéticos e pélvicos parassimpaticos. Fibras sensoriais seguem por meio do nervo
pudendo. A principal irrigacdo sanguinea provém da artéria vaginal ou prostética,

gue é suplementada pelas reduzidas artérias umbilicais (DYCE et al., 1990).

2.2 A tunica albuginea

A tanica albuginea pode ser encontrada em diferentes locais do organismo
animal. Sdo eles: os ovarios, 0 pénis e o testiculo (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004). Porém, apenas as oriundas do pénis (CRAATZ et al., 2005) e testiculo
(OLIVEIRA, 2008) sédo estudadas com resultados encorajadores, como
biomateriais (CRAATZ et al., 2005; OLIVEIRA, 2008).

Este tecido é uma malha formada por tecido conjuntivo denso e por fibras
elasticas e, por isso, tem boa capacidade de expansdo. Ao mesmo tempo em que é
maleavel, apresenta boa rigidez (CRAATZ et al., 2005). O coldgeno e espacadas

fibras elasticas estdo entrelacados. Este tecido apresenta a combinacdo da
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resisténcia do coldgeno com alongamento de até 150% e a sua capacidade de voltar
ao tamanho normal da fibra elastica. A elastina e o colageno, provavelmente,
interagem, por uma maneira complexa de ligacbes cruzadas, as quais contribuem
para sua configuracgdo final (BROCK et al., 1997).

A tanica albuginea testicular envolve o testiculo com uma espessa capsula
gue possui revestimento albugineo em duas camadas. A superficial € pobremente
vascularizada e possui vasos bastante reduzidos. A camada mais profunda da tunica
albuginea se localiza muito perto dos tabulos seminiferos e apresenta irrigacdo que
conflui para essa estrutura (POLGUJ et al., 2010).

A tunica albuginea testicular € uma espessa capsula de tecido conjuntivo
denso, que envolve o testiculo, rico em fibras colagenas (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004; GARTNER; HIATT, 2003). Esta é formada por duas camadas, a
mais externa € composta por feixes de coldgenos orientados longitudinalmente e a
mais interna por feixes orientados circularmente, sendo um tecido com uma boa
resisténcia (HSU et al., 1994).

Segundo Wefer et al. (2002), o uso de tunica albuginea homéloga, como
enxerto de matriz acelular em coelhos, na area urogenital, apresentou bons
resultados, pois mostrou ser um biomaterial de colageno capaz de prover um
suporte para a regeneracao do pénis funcional, de facil processamento e resisténcia,
durante a cirurgia, agindo como um suporte para a regeneragdo natural e com
desempenho satisfatério na reparacao de defeitos da tinica albuginea.

O enxerto de tunica albuginea autélogo utilizado como reforco da parede
abdominal em cées, serviu como excelente substrato e promoveu a precocidade da
cicatrizagdo (NUNES, 2007). O uso da tunica albuginea, como um biomaterial, &
facilitado por ser de facil obtencéo, processamento e utilizacdo (WEFER et al., 2002;
NUNES, 2007).

2.3 Indicac¢des para a cirurgia reconstrutiva de bexiga

O funcionamento ineficiente ou as desordens urinarias ocorrem comumente
em humanos e animais. Estas podem ser causadas por inflamagcdo e lesdes
nervosas que podem influenciar diretamente na fisiologia urinéria, na qualidade de
vida e em algumas situa¢gdes podem culminar em insuficiéncia renal (BRANT et al.,

2004). Outras causas de lesdes comuns sédo: infeccdo e incontinéncia urinaria
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(STAACK et al. 2005), rupturas por trauma abdominal contuso ou penetrante
(GALLATTI; IWASAKI; HIATT, 2004), rupturas de bexiga causada por urolitiases
(BARDELA et al., 2007), necroses (LEVEILLE et al., 1992) e tumores, na maioria
malignos, para cdes (ROVERE; ALCOBA, 2002; BENIGNI et al., 2006).
Todas prejudicam a principal funcdo da bexiga, que é sua capacidade de
armazenamento da urina.

A reconstrucao vesical é a melhor alternativa em pacientes com disfuncao
grave de bexiga em que todos os métodos de tratamentos conservadores falharam.
A indicacdo cirdrgica destes casos ocorre para evitar maior deterioragdo do trato
urinario  superior ou para conseguir atingir a continéncia urinaria
(CASTELLAN et al., 2012).

Desta maneira, as desordens da bexiga urinaria que necessitam de
substituicdo da parede da bexiga incluem anormalidades congénitas (extrofia
vesical), cancer, trauma, infeccdo, inflamacdo, defeitos na inervacdo, lesdes
iatrogénicas ou condi¢Bes que levem a sérios danos vesicais (WONGSETTHACHAI
et al., 2011). Exemplos de doengas que acometem humanos e podem necessitar de
cistoplastia sé@o: a tuberculose geniturinaria, cistite intersticial, fistula vesicovaginal,
neoplasias, entre outras (ANTONOPOULOS et al., 2009).

A tuberculose geniturinaria em humanos pode causar o encolhimento da
bexiga, fazendo com que o 6rgao perca a sua capacidade morfofisiologica,
necessitando de uma substituicio ou ampliacdo vesical (PATWARDHAN et al.,
2008; ANTONOPOULOS et al., 2009).

A cistite intersticial € uma condi¢do que resulta em desconforto recorrente ou
dor na bexiga e regifes ao redor da pélvis. Uma vez que a cistite intersticial varia
muito em sintomas e severidade, a maioria dos pesquisadores acredita que ela nao
se constitua em apenas uma, mas em varias doencas. Na cistite intersticial, a
parede da bexiga pode ser irritada e ficar retesada ou cicatrizada, diminuindo a
capacidade do 6rgdo. Esta afeccdo é muito mais comum em mulheres do que em
homens. A causa ainda nao esta clara e, aléem disso, pesquisas apontam para uma
relacdo com alteracdo, também em outros érgdos (ANTONOPOULOS et al., 2009).

Fistula vesicovaginal pode ser causada por histerectomias, tuberculose
geniturinaria (infeccdo cronica), morte fetal intrauterina, hemorragia pés-parto e
também esta associada a reducdo da capacidade da bexiga (PATWARDHAN
et al., 2008).
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Nas neoplasias de célon e reto, que apresentam tanta ocorréncia em
humanos, ha grande incidéncia de metastase em bexiga, devido a sua intima
relacdo anatdbmica. Sendo assim, a Unica chance de cura é a retirada de todos os
nédulos deixando as margens dos érgaos livres da neoplasia. Muitas vezes, se faz
necessaria uma cistectomia radical ou a retirada do 6rgao inteiro, havendo a
necessidade da reconstrucdo cirargica desta bexiga (DELACROIX;
WINTERS, 2010).

2.4 Reparagéao dos tecidos

Alguns tipos de tecido, como as superficies epiteliais, regeneram de forma
bastante satisfatéria depois de uma leséo tecidual. Entretanto, em muitos tipos de
tecidos dos mamiferos, esta regeneracédo nao acontece e, ao invés dela, processos
de cicatrizacdo preenchem a area lesionada com uma matriz extracelular simples
mais elastica, que € a cicatriz de tecido conjuntivo (RINGLER, 2000).

Deste modo, restaura-se a continuidade anatdomica do tecido, substituindo
células originais, que foram lesadas, por tecido conjuntivo ndo especializado. Antes
da reparacdo, ha sempre um processo inflamatério que é a reacdo dos tecidos a
todas as formas de lesdo, envolvendo respostas vasculares, neuro-hormonais,
humorais e celulares, no local da lesdo. O processo inflamatério destréi, dilui e
engloba o agente agressor, abrindo caminho para reparacéo (MAIA et al., 2006).

O processo de reparacao € caracterizado pela sintese e deposicao do
coldgeno, o qual é responsavel pela forca e integridade de todos os tecidos. Este
processo dependera do tipo de fibra coldgena e da quantidade de ligagBes cruzadas

(MAIA et al., 2006; MACHADO et al., 2007).

2.4.1 Colageno

O colageno é a molécula mais abundante da matriz extracelular e compde
aproximadamente 33% do total da massa protéica corporal. Depois de secretado
para 0 espaco extracelular, as moléculas de colageno se agrupam em polimeros
denominados fibrilas, que agrupadas, sdo chamadas de fibras de colageno, podendo

ser visualizadas ao microscopio Optico. Diferentes tipos de colageno tém sido
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identificados, causando variacdes na composicdo das cadeias de tripla hélice e em
distribuicdo tecidual (SICKLE et al., 1993; SLAUSON, 2005).

A molécula do colageno apresenta uma estrutura longa e rigida com fita-
tripla helicoidal, formada por trés cadeias polipeptidicas chamadas o enroladas
umas as outras. Aproximadamente 25 tipos de cadeia a ja foram identificados com
15 tipos de moléculas encontradas. O coldgeno mais comum nos tecidos é o do
tipo I, sendo que, além deste, existem os tipos I, lll, V e Xl. Possuem estrutura
semelhante a uma corda, j& que depois de sintetizados e secretados para 0 espaco
extracelular, suas moléculas se agrupam em fibrilas coladgenas as quais se agrupam
em fibras colagenas maiores e mais espessas (STEEN et al., 2002).

Os colagenos I1X e Xl sdo chamados de coldgenos associados as fibrilas
porque se localizam na superficie das fibrilas, ligando-as entre si a outros
componentes da matriz extracelular. Ha ainda os colagenos formadores de rede, dos
tipos IV e VII. O do tipo IV agrupa-se em uma camada como um feltro, formando a
parte principal da lamina basal e o do tipo VII forma um dimero que se agrupa em
estruturas chamadas fibras ancoradoras, que fazem a ligagdo da lamina basal ao
conjuntivo subjacente (STEEN et al., 2002). O tipo | estd amplamente distribuido na
pele, tenddes e o0ssos, enquanto que o tipo IV é o principal constituinte da
membrana basal (SICKLER et al., 1993; SLAUSON, 2002).

O fibroblasto é uma célula presente, no tecido conjuntivo, responséavel pela
deposicado de colageno no local em que hd uma lesdo. Na bexiga, observa-se uma
deposicao de colageno, que é fundamental nos processos de reparacdo. Logo apos
este Orgao sofrer uma leséo, a deposi¢cao desta molécula aumenta gradativamente e
atinge seu nivel maximo, apos sete dias (MACHADO et al., 2007).

Inicialmente, na reparacgéo vesical, h4 a predominancia do colageno tipo I,
mas, gradualmente, ele vai sendo substituido por aquele do tipo I, conferindo uma
maior forca ao tecido (MACHADO et al., 2007).

2.4.2 Fator de crescimento vascular (VEGF)

Durante processos fisioldgicos e patolégicos no organismo, ocorre a
formacdo de vasos sanguineos oriundos de vasos preexistentes (DAMICO, 2007,
DOMINGOS et al.,, 2012) ou formados pela migracdo de células endoteliais

precursoras (DOMINGOS et al., 2012). Este fenébmeno é chamado de angiogénese.
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Para isto, é necessaria a participacdo de varias moléculas, atuando de forma
complexa, estimulando e inibindo a formacdo dos novos vasos (DAMICO, 2007).
Existe uma variedade de fatores de crescimento que podem participar em varias de
suas fases, porém o VEGF € um dos mais importantes deles em tecidos maduros
submetidos a angiogénese fisioldgica, no caso do endométrio proliferativo, e na
angiogénese patologica, que ocorre durante a inflamacéo, cicatrizacdo e reparo
tecidual (DOMINGOS et al., 2012).

O VEGF estimula a angiogénese direta e indiretamente. A expressao
enddgena de VEGF, durante o reparo tecidual, provavelmente, possui um importante
papel ao recrutar células progenitoras endoteliais, 0 que serve como um potente
mitdégeno destas células e inibe sua apoptose. Além disto, este fator de crescimento
€ capaz de aumentar a permeabilidade celular durante o processo de regeneracéo,
faciltando a chegada de células inflamatorias (GALIANO et al.,, 2004,
DAMICO, 2007).

Outra importante funcdo do VEGF é sua capacidade de aumentar a
expressao celular de metaloproteinases, o que degrada a matriz extracelular e
facilita a penetragdo dos novos vasos no tecido, ao mesmo tempo em que diminui a
expressdo endotelial dos inibidores de metaloproteinases. O VEGF também possui
efeito pro-inflamatorio, neuroprotetor (STORKEBAUM; CARMELIET, 2004) e é um
fator importante na estabilizacdo e remodelagcdo vasculares (DAMICO, 2007;
SAKURAI et al., 2003).

2.4.3 Metaloproteinases da matriz (MMPs) e inibidores teciduais das

metaloproteinases (TIMPs)

A familia das MMPs agrupa por volta de 25 enzimas proteoliticas,
classificadas em quatro classes: as colagenases; gelatinases, estromolisinas
(BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993; BOCHSLER; SLAUSON, 2002; CURRY;
OSTEEN, 2003) e “membrane type enzymes” (MT-MMPs) (CURRY;
OSTEEN, 2003). As MMPs s&o enzimas dependentes de Zn?** e Ca®" para a sua
plena atividade, sendo especializadas em degradar os componentes da matriz
extracelular (BIRKEDAL-HANSEN et al.,, 1993; BOCHSLER; SLAUSON, 2002;
CURRY; OSTEEN, 2003).
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As colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13) clivam os colagenos fibrilares
(tipo I, II, 111, V e XI), bem como, os nao fibrilares (tipos 1X, Xl e XIV). A clivagem das
moléculas de colageno de tripla hélice, pelas MMPs, muda sua estabilidade e
solubilidade, resultando na desnaturacdo em moléculas de gelatina, que s&o
susceptiveis a proteinases teciduais, incluindo as gelatinases e estromolisinas
(BIRKEDAL-HANSEN et al.,, 1993; BOCHSLER; SLAUSON, 2002; CURRY;
OSTEEN, 2003).

As gelatinases (MMP-2 e 9), conttm uma sequéncia semelhante a
fibronectina, dentro do seu dominio catalitico, 0 que se traduz em uma potente
habilidade de se ligar e clivar a gelatina. As estromolisinas (MMP-3, 7, 10 e 11),
clivam a fibronectina, os proteoglicanos e as regides nao helicoidais do colageno tipo
IV. A principal fungdo da MT-MMP é a ativacdo da MMP-2 (BIRKEDAL-HANSEN et
al., 1993; CURRY; OSTEEN, 2003).

Além de sua acéo proteolitica, as MMPs, especialmente as estromolisinas,
exibem atividade em direcdo a outras MMPs, fatores de crescimento e citocinas, o
que inclui essa classe como moduladoras do crescimento celular, inclusive em
processos patoldgicos (CURRY; OSTEEN, 2003).

Os macrofagos, bem como os neutrofilos, contém colagenases (MMP-1),
gelatinases (MMP-2), estromolisinas (MMP-3, 10 e 11), matrilisinas (MMP-7) e
outros tipos de elastases (metaloelastase, a MMP-12). Todas as MMPs séo
secretadas por leucécitos, algumas células epiteliais, endoteliécitos e fibroblastos,
como pré-enzimas (zimogénios) e requerem ativacao extracelular por meio de outras
proteinases (CURRY; OSTEEN, 2003).

Tais enzimas séo importantes na atividade inflamatoria, pela degradacéo e
subsequente remodelacao tecidual durante os processos de inflamacao e reparo
(BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993; CURRY; OSTEEN, 2003).

A atividade proteolitica das MMPs é inibida por TIMPs, as quais sdo
secretadas pelos proprios leucécitos e por outras células que compdem o tecido
conjuntivo (BOCHSLER; SLAUSON, 2002; CURRY; OSTEEN, 2003).

2.5 Biomateriais

A cirurgia reconstrutiva lida com o reparo de defeitos e malformacdes de

natureza congénita ou adquirida. Os enxertos vém ganhando um papel fundamental
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nesses reparos, pois possuem um baixo risco de causar rejeicdo por parte dos
tecidos. No caso dos xenoenxertos (heteroenxertos), o receptor e o doador séo
animais de espécies diferentes (PIGOSSI et al., 1971).

Os enxertos sdo constituidos de células que ndo apresentam viabilidade no
tecido anfitrido e que servem como ponte para a regeneracdo dos tecidos. Este
material ndo deve ser antigénico ou carcinogénico, e sim facilmente incorporado
pelo hospedeiro, funcionar por toda a sua vida, estimular as propriedades mecanicas
do segmento original e ser facilmente armazenado e implantavel (RAISER
et al., 2001).

2.6 Cistoplastia

A cistoplastia com biomateriais € uma cirurgia reconstrutiva vital para a
preservacao do trato urinario, pois culmina na ampliacéo vesical, apds a cistectomia,
0 que evita complicacBes. O objetivo da bexiga nativa € armazenar a urina, manter
complacéncia vesical, ser um reservatorio de baixa pressao interna e contrair de
forma a alcancar o completo esvaziamento. Com grandes ressecc¢des vesicais, ha
uma diminuicdo de complacéncia e, com isso, a bexiga ira armazenar urina com alta
pressao interna. As altas pressdes internas, na bexiga, podem desenvolver efeitos
nocivos e crénicos na funcéo renal, bem como hiperatividade no musculo detrusor
(DELACROIX; WINTERS, 2010).

Segmentos do trato gastrointestinal, como o estémago, jejuno, ileo e célon de
diversas espécies tém sido testados principalmente no reparo vesical e apresentam
vantagens e desvantagens no seu uso (GRECA et al., 2004). Estudos recentes
buscam encontrar um enxerto ideal que seja implantado com uma técnica cirdrgica
simples (RAISER et al.,, 2001). O objetivo da substituicdo é manter a parede da
bexiga integra, aumentar a capacidade vesical e conservar baixa a pressao interna
da bexiga baixa. O biomaterial de substituicAo deve ser compativel e servir como
uma ponte para a regeneracdo das trés camadas da bexiga. Uma variedade de
tecidos auto-, homo-, heterdlogos e artificiais (aloplasticos) tém sido testados
experimentalmente e clinicamente para a substituicdo da parede vesical, tanto em
humanos, como em animais (WONGSETTHACHAI et al., 2011).

A busca por um biomaterial capaz de servir como suporte excelente, que

facilite o desenvolvimento de cultura de células nativas da bexiga, induzindo a
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regeneracao de suas camadas, € constante. O biomaterial utilizado na engenharia
tecidual deve ser biocompativel, uma vez que a formacéo do novo tecido depende
totalmente da sua interacdo com as células transplantadas (SHARIFIAGHDAS et al.,
2009).

A matriz acelular de coldgeno e a membrana aminidtica humana foram
avaliadas em cistoplastias e ambas obtiveram excelentes resultados. Estas foram
utilizadas em outras cirurgias reconstrutivas e ndo causaram reacdes imunoldgicas.
Entretanto a matriz acelular de coladgeno possui custo proibitivo para ser utilizada
rotineiramente e a membrana aminidtica humana ainda necessita de mais estudos
(SHARIFIAGHDAS et al., 2009).

Estes materiais devem ser biocompativeis, promover a interacdo celular, o
desenvolvimento dos tecidos e possuir propriedades mecanicas apropriadas,
proporcionando a regulagcdo do comportamento celular (adesédo, proliferacao,
migracdo e diferenciacdo). Além disso, deve promover o desenvolvimento funcional
do novo tecido e fornecer suporte mecéanico até que o novo tecido tenha integridade
suficiente para suportar a si préprio (BORGES et al., 2007).

Diferentes biomateriais tém sido usados, mas 0sS que parecem mais
promissores sdo as matrizes de tecido acelular, ricas em colageno, as quais sao
semeadas por células uroteliais e musculares, previamente colhidas e submetidas a
reproducdo e a multiplicacdo, por meio de técnicas de engenharia genética. Este
novo tecido possui complacéncia e organizagdo celular normal (confirmada por
estudos imunocitoquimicos) semelhante ao tecido vesical. Estudos demonstraram
gue este novo tecido vesical é anatomicamente e funcionalmente normal, porém,
estes trabalhos séo ainda experimentais e possuem um custo muito elevado, devido
a alta tecnologia usada (BORGES et al., 2007).

A enterocistoplastia €, atualmente, a técnica mais utilizada, na rotina clinica.
No entanto, uma série de complicacbes como infec¢des, vazamento urindrio,
acidose metabolica e refluxo urinario costumam ocorrer (OMAYA; NASSAR, 2010),
além de enrugamento do enxerto, o que causa diminuicdo do seu tamanho
(KOCKUM et al., 1999). Acredita-se ainda que exista a formacao de fatores
carcinogénicos derivados da interacdo entre a urina e bactérias fecais, o que
favorece a ocorréncia de neoplasias (CROSS et al., 2003).

Supbe-se que a producdo de muco oriunda do segmento ileal, nas

cistoplastias, possa proteger o epitélio do intestino dos componentes urinarios
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carcinogénicos (UCHOA et al., 2011), entretanto ha dificuldades em confirmar essa
teoria, devido ao longo periodo de laténcia dessa doenca (CROSS et al., 2003). Por
outro lado, o0 muco acumulado na luz vesical pode ser um fator que estimule a
formacdo de urdlitos (UCHOA et al., 2011). Por estes motivos, a busca por
alternativas se faz necessaria (OMAYA; NASSAR, 2010).

No estudo em que se realizou cistoplastia em coelhos com uma biomatriz, a
base de colageno e oriunda de submucosa intestinal suina (SIS, COOK®),
avaliacbes foram realizadas, em varios momentos, por um periodo de nove meses.
Como resultado, obteve-se a regeneracao do urotélio e do musculo liso. Porém,
como complicacdo, notaram-se consideraveis incrustacbes hno enxerto
(NUININGA et al., 2003). Esta submucosa intestinal, proveniente de suinos,
demonstrou ser um bioenxerto capaz de induzir a angiogénese, a neoformacgao
muscular e a deposicdo de coldgeno necessaria para aumento e reparo vesical em
cées (GRECA et al., 2004).

O estbmago tem sido, também, testado e utilizado, em cirurgias vesicais, com
0 objetivo de ampliacdo da bexiga. As principais vantagens deste biomaterial, em
relacdo a outros segmentos, sao: baixa permeabilidade a solutos urinarios,
acidificacdo da urina, excrecao de cloretos numa propor¢do maior que sua absorcao,
menor producdo de muco, baixo indice de aderéncias e incidéncias de bacteriuria.
O uso do estdbmago, todavia, pode acarretar o aparecimento de anemia ferropriva,
hipoproteinemia, sindrome do estdbmago curto, esteatorréia e vomitos incoerciveis
(GRECA et al., 2004). A neoplasia foi outra grave complicacdo observada no estudo
clinico de Castellan et al. (2012), que acompanharam 29 pacientes submetidos a
gastrocistoplastia. Foi observado que entre 11 e 14 anos, ap0s a cirurgia, trés
desses pacientes morreram, por ocorréncia de adenocarcinoma.

Em suma, muitos biomateriais tém sido testados, mas ainda apresentam altos
indices de complicagbes que podem culminar em falha do implante e necessidade
de procedimento cirdrgico secundario. Além disso, a restauracdo das caracteristicas
do esvaziamento vesical normal ainda néo foi atingida. Portanto, novas membranas
devem continuar sendo testadas, para que se consiga chegar a alguma que cumpra
este papel (TU et al., 2012).

A tunica albuginea bovina foi pesquisada como xenoenxerto em cistoplastias
experimentais em caes, apos ter sido conservada em glicerina a 98%. Observou-se

uma recuperacado precoce, nenhum episédio de rejeicdo e bons resultados de
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reparacao vesical na totalidade dos animais estudados. No entanto, este biomaterial
requer ainda mais estudos para que possa ser utilizado na pratica clinica
(OLIVEIRA, 2008).

2.7 Meios de preservagao

Durante muitos séculos, a procura por métodos de conservacao, para
diversos tecidos, vem sendo constante, seja para a preservacdo de pecas
anatdbmicas ou para o crescente uso de materiais biol6gicos, nos transplantes
homologos e heterbdlogos, ou ainda, em cirurgias reconstrutivas e reparadoras de
elementos tubulares, valvares e principalmente de sustentacdo (MOTA et al., 2002).

Os biomateriais, conservados por longos periodos, apresentam diversas
vantagens: servem de ponte para que o tecido natural seja restituido, séo resistentes
a infecgdes e tém a possibilidade de serem moldados de acordo com o local de
aplicacdo (MAZZANTI et al., 2001).

Variados tipos de membranas bioldgicas, preservadas, tém sido utilizados na
reparacdo de diversos tecidos e 6rgdos e exemplos delas sdo: o corddo umbilical
bovino conservado em glicerina a 98%, para restauracdo de traquéia de cdao
(MAZZANTI et al., 2000), peritdbnio bovino conservado em glicerina a 98%, utilizado
em reparo de hérnia perineal (DALECK et al., 1992), pericardio canino, mantido em
solucdo hipersaturada de sal, para corregcdo de musculo reto abdominal de ratos
(BRUN et al., 2002; BRUN et al., 2004), masculo diafragma homdlogo, conservado
em solugéo supersaturada de acucar, para reparo de diafragma canino (MAZZANTI
et al., 2000), cartilagem auricular canina em glicerina a 98%, para reconstituicdo de
parede toracica em gatos (RAPPETI et al., 2003) e pericardio bovino, em solucao
supersaturada de acucar, utilizado em hernioplastia diafragméatica (MAZZANTI et al.,

2003), entre outros.

2.7.1 Glicerina

A glicerina € um meio de conservacdo amplamente utilizado e estudado por
preservar membranas biolégicas mantidas a temperatura ambiente, sendo
facilmente manuseadas, com baixo custo e bons resultados (VICENTI et al., 2002;
VERSEN-HOEYNCK et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009). Além dessas vantagens,

segundo Gioso et al. (2002), o armazenamento em temperatura ambiente, propicia
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uma melhor conservagdo, pois ndo ha formacgdo de cristais intra e extracelulares,
além de evitar alteracdes eletroliticas deletérias as células e a matriz extracelular.

Quando este meio de preservacao é utilizado dessa forma, devem ficar por
um periodo minimo de 30 dias, antes do procedimento cirdrgico (RAPPETI et al.,
2003; OLIVEIRA et al.,, 2003; RABELO et al.,, 2004, MAZZANTI et al., 2004,
FILHO et al., 2008). O tempo minimo de conservacdo do biomaterial na glicerina
garante a atenuacdo imunogénica, assim como 0 seu efeito antimicrobiano
(BRUN et al., 2004; MAZZANTI et al., 2004).

A acdo antigénica deste conservante evita 0 uso de drogas
imunossupressoras, durante os periodos trans e pés-operatorios (RAISER et al.,
2001; RODASKI et al., 2000; MOTA et al., 2003; AMENDOLA et al., 2008; BOLSON
et al., 2008; VULCANI et al., 2008).

A glicerina, devido a sua acentuada hidrofilia (forma ligacdes covalentes com
as moléculas de hidrogénio presentes na agua), possibilita a desidratacdo do tecido
nela conservado, o0 que proporciona uma acdo antimicrobiana. A molécula de
glicerina, apesar de polar, penetra na célula, por meio dos poros das membranas
plasmaticas, devido ao seu pequeno didmetro entra em contato com a agua
intracelular, exercendo uma acédo desidratante. Acredita-se que o efeito conservante
da glicerina, também, esteja relacionado pela desnaturacdo de enzimas autoliticas
celulares, sem haver alteracdo das caracteristicas fundamentais da textura do tecido
(PIGOSSI et al., 1971).

A microscopia eletrénica do musculo liso intestinal, conservado em glicerina
a 98%, revelou algumas rupturas na membrana plasmaética das células musculares.
Os componentes citoplasmaticos ficaram, levemente, afastados entre si, 0 que néo
possibilitou observar organelas integras, porém, foram identificados corpos densos.
Os nucleos apresentavam-se dilatados, com desagregacdo da cromatina e figuras
mielinicas (MOTA et al., 2002).

O peritdnio bovino, conservado em glicerina a 98%, manteve a sua
elasticidade e aparente resisténcia (RODASKI et al., 2000), tal como o centro frénico
canino, igualmente conservado, nesse meio (BRUN et al., 2004). A histologia
revelou que o peritdnio bovino, em glicerina a 98%, por 60 dias, praticamente néao
sofre alteracdes. Somente, as fibras musculares apresentaram-se mais acidofilas,
retraidas e com nucleos condensados. Esses aspectos histologicos seriam

compativeis com a agdo desidratante da glicerina (DALECK et al., 1988).
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O centro tendineo diafragmatico bovino, conservado em glicerina a 98%,
durante 30 dias, ndo apresentou diferencas significativas quanto a resisténcia,
quando comparado ao material in natura e, apdés esse periodo, 0 conservante
apresentou-se eficiente contra formas bacterianas vegetativas (RABELO et al.,
2004).

O centro frénico canino, em glicerina a 98%, utilizado na reparacdo de
defeito da parede abdominal de ratos, foi substituido progressivamente pelo tecido
do hospedeiro, o que comprovou que o centro frénico, conservado nesse meio,
serve como um arcaboucgo para o desenvolvimento do tecido vivo (BRUN et al.,
2004; OLIVEIRA et al, 2008). Da mesma maneira, ocorreu a substituicdo
progressiva do corddo umbilical bovino, conservado em glicerina a 98%, por tecido

de granulacao, o que regenerou lesdo traqueal em caes (MAZZANTI et al., 2000).

2.7.2 Glutaraldeido

O glutaraldeido € uma excelente op¢do no tratamento de membranas
bioldgica, por ser facilmente encontrado, ser econdmico e agir rapidamente no tecido
a ser preservado, sendo muito utilizado, em biopréoteses comerciais (OLIVEIRA et
al., 2009). As valvulas cardiacas fabricadas, oriundas de valvulas aodrticas porcinas,
normalmente, sdo tratadas, em baixas concentracfes de solucdo de glutaraldeido
(KHOR, 1997). Este conservante é capaz de melhorar a estabilidade bioquimica de
biomateriais, o que desencadia mudancas em suas caracteristicas mecanicas,
tornando-os mais resistentes e permitindo uma melhor incorporacdo biolégica no
tecido anfitrido (RABELO et al., 2004). Além disso, possui uma excelente acéo
bactericida (OLIVEIRA et al., 2009).

Entretanto, a calcificacdo do tecido € a principal causa de insucesso dos
materiais mantidos nesse meio (KHOR, 1997; BAUCIA et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2009), indicando que o glutaraldeido possui nacleos de ancoragem de calcio, o que
inicia esse processo (KHOR, 1997).

O glutaraldeido mostrou eficiente acdo bactericida, quando utilizado na
concentracdo de 4%, para conservacao de cartilagem auricular homdéloga de bovino,
em hérnia umbilical recidivante (SILVA et al., 2005).

O enxerto vascular homélogo de equinos, fixado em glutaraldeido,

apresentou boa manipulacdo cirargica, com a possibilidade de utilizacdo do
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implante, com as suturas anastomoticas. O conservante, também, reduziu a
antigenicidade do enxerto, permitindo boa preservacdo histolégica da estrutura
vascular (DORNBUSCH et al., 2007).

Segundo Rabelo et al. (2004), o centro tendineo diafragmatico bovino,
conservado em glutaraldeido a 4%, durante 30 dias, apresentou incremento em sua
resisténcia, quando comparado ao material in natura. Este meio, também, se
mostrou eficiente, quanto a sua acdo antisséptica, sobre formas vegetativas

bacterianas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aquisicéao e preparacao das tunicas albugineas bovinas

As tunicas albugineas foram obtidas de bovinos mesticos, sadios e adultos,
abatidos em frigorifico, no municipio de Atilio Vivacqua, ES. Foram coletados
testiculos de seis animais, imediatamente apdés o abate, totalizando 12 tunicas
albugineas, transportadas, sob refrigeracdo, até o Setor de Cirurgia do Hospital
Veterinario da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). As tunicas foram
obtidas por meio de uma abertura do testiculo, em seu eixo longitudinal, seguida da
retrada do parénquima testicular, com a borda ndo cortante do bisturi e,
imediatamente, lavadas com solugdo salina fisiologica. Logo em seguida,
acondicionadas em recipientes previamente esterilizados, em que metade destes
continha solucédo de glicerina a 98% e a outra metade dos recipientes continha
glutaraldeido a 0,625%.

As tunicas albugineas permaneceram submersas nas solucdes
preservadoras, em frascos fechados e a temperatura ambiente, durante um periodo

minimo de 30 dias, antes de sua avaliacéo e uso como xenoenxerto (Figura 1).
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Figura 1. Preparo e armazenamento das tunicas albugineas bovina. A) Retirada do

epididimo com tesoura, B) abertura da tunica albuginea com o bisturi, C) retirada do
parénquima testicular, D) tanica apos o toalete completo, E) lavagem em solucgéo fisiologica
(NaCl 0,9%), F) frascos previamente esterilizado contendo meios de preservacéao.
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Apés este periodo, uma amostra tecidual, de cada tunica, foi fixada em
formol a 10%, onde permaneceu por um periodo de 48 horas e, posteriormente,
foram analisadas, por meio de exame histopatologico, no Laboratorio de Patologia
Animal da UFES e da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
(UENF) para verificagéo da viabilidade tecidual e auséncia de contaminacdes.

As amostras fixadas foram clivadas e submetidas a processamento tecidual,
para inclusdo em parafina. Secées histologicas de cinco micrémetros foram obtidas,
em micrétomo manual, coradas pelos métodos de hematoxilina/eosina, tricromico de
Masson e picrosirius red — polarizagéo, conforme descrito no Anexo |. O material foi

avaliado sob microscopia optica.

3.2 Local do experimento e animais

O trabalho foi realizado nas dependéncias do Hospital Veterinario do Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-UFES), em
Alegre ES. Foram submetidos, ao experimento, 24 coelhos, da raca Nova Zelandia,
pesando em média 2,5 kg, ndo castrados, adultos jovens, de ambos o0s sexos,
adquiridos de criador comercial, na cidade de Alegre-ES, ap0ds aprovac¢do do comité
de ética da UFES (protocolo numero 049/2011), segundo as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Ao serem admitidos, no setor de cirurgia, os coelhos foram pesados e
examinados, clinicamente, para serem avaliadas as suas condicbes de saude.
Estes animais foram alojados em gaiolas individuais, sendo alimentados com racao
padrdao comercial e agua, fornecidas ad libitum. Nestas condi¢cbes, permaneceram
por duas semanas, periodo considerado como de adaptacdo ao ambiente, manejo e
tratamento de alteracbes observadas ao exame, antes de iniciar-se a fase

experimental propriamente dita.
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3.3 Pré-operatorio

Antes do procedimento cirdrgico, foi instituido jejum alimentar de 4 horas e
hidrico de 2 horas, com o objetivo de contribuir com o protocolo anestesioldgico.
Realizou-se afericdo da temperatura corporal dos coelhos e tricotomia ampla na
regido abdominal e orelhas para acesso venoso.

3.4 Técnica cirurgica

Para medicacdo pré-anestésica, foi utilizada acepromazina 1%, na dose de
1 mg kg™ por via intramuscular, seguida da cateterizacdo da veia auricular lateral,
para instituicdo da fluidoterapia, com solucéo Ringer com Lactato (10ml/kg por hora),
até a recuperacdo anestésica. Em seguida, a inducdo anestésica foi conduzida,
utilizando-se quetamina com diazepam, na dose de 30 mg kg™ + 5 mg kg*, via
intramuscular e mantida, mediante emprego do anestésico intravenoso, quetamina,
para manutencdo do plano anestésico.

Com o animal posicionado em decubito dorsal, foi executada a antissepsia
do campo operatodrio, utilizando-se alcool 70%, seguida de polivinilpirrolidona a 1% e
novamente alcool 70%, seguida de prote¢cdo com panos cirirgicos, fixados a derme
com pincas de Backaus, para realizacdo da laparotomia longitudinal mediana
retroumbilical, visando acesso a bexiga do coelho.

Com a bexiga vazia, ap6s puncao vesical com seringa de 10 ml e, protegida
por compressa estéril, aplicou-se, na face ventral, pontos seromusculares com
categute-cromado n® 3-0, que serviram de reparo, possibilitando a cistectomia
parcial de 2 cm? em todos os animais.

As tanicas albugineas bovinas, conservadas nos meios especificados, que
foram utilizadas como xenoenxerto, tinham aproximadamente 2 cm? com formato
arredondado e, antes da implantacdo nos coelhos, foram imersas em solucdo
fisiologica, por dez minutos, para a sua reidratagdo. A sintese do xenoenxerto com
a bexiga ocorreu, em plano Unico continuo, transpassando todas as paredes do
orgao, para atingir um bom afrontamento, entre as mucosas, as camadas internas e
as serosas, com fio absorvivel sintético multifilamentar (Poliglactina 910) n°® 4-0
(Figura 2). Em seguida, realizou-se a lavagem da regido com soro fisiol6gico estéril,
retirada do ponto de reparo e reintroducéo da bexiga, na cavidade abdominal, sem

omentalizacao.
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Figura 2. Fragmento de tunica albuginea bovina conservada. A) glicerina a 98% e
B) glutaraldeido 0,625%, implantados em bexigas de coelho em plano Unico continuo, com

fio absorvivel sintético (Poliglactina 910) n° 4-0.

O fechamento da parede abdominal ocorreu com pontos em X e seguida de
sutura de subcutaneo, empregando-se, em ambos os planos, o fio poliglactina 910
n°® 4-0 e a derme foi reconstituida com fio de nailon n® 4-0, em sutura de pontos
separados em U.

ApoOs o despertar anestésico, os animais foram encaminhados as gaiolas de

pos-operatorio.

3.5 PGs-operatorio

A alimentacdo seguiu a rotina instituida, na fase de adaptagdo e foi
oferecida, logo depois da total recuperacdo anestésica. ApOs a cirurgia, foi
administrado meloxicam na dose de 0,1 mg kg™, via intramuscular, a cada 24 horas,
por quatro dias e 5 mg kg™ de enrofloxacina, via intramuscular, a cada 12 horas,
durante sete dias, até a retirada dos pontos, no décimo dia. Aplicou-se spray de
clorexidine, na ferida cirargica, duas vezes ao dia, durante dez dias, até a retirada
dos pontos.

Nos periodos pds-operatérios, os animais foram diariamente avaliados
clinicamente quanto ao aspecto da ferida cirdrgica, ao estado geral e ao aspecto da
urina.

Os dois grupos de doze animais cada (grupos A e B) foram subdivididos,
obedecendo aos periodos pds-operatérios, em que se praticou a eutanasia, para a

avaliacdo macroscopica, histolégica e imunohistoquimica do local, no qual o enxerto
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havia sido previamente implantado. Cada um deles foi dividido em dois grupos iguais
(Al, B1 e A2 e B2). Nos grupos Al e B1, foram realizadas as eutanasias em 5
semanas e nos grupos A2 e B2, estas foram realizadas, em 10 semanas de pos-

operatorio (Quadro 1).

Quadro 1. Distribuicdo dos grupos experimentais, de acordo com cada tratamento do

xenoenxerto, utilizado em cistoplastia de coelho.

Grupo/Subgrupo Procedimento Cirlrgico Eutanésia

Al (n=6) Cistoplastia com tunica Apos 35 dias (5 semanas)
albuginea conservada em
Glicerina 98%

A (n=12)
A2 (n=6) Cistoplastia com tlnica Apbs 70 dias (10 Semanas)

albuginea conservada em
Glicerina 98%

B1 (n=6) Cistoplastia com tinica Apods 35 dias (5 semanas)
albuginea conservada em
Glutaraldeido 0,625%

B (n=12)
B2 (n=6) Cistoplastia com tanica ApoOs 70 dias (10 Semanas)

albuginea conservada em
Glutaraldeido 0,625%

3.6 Eutanésia e avaliagdo macroscopica

Na eutanasia, conforme os tempos de pdés-operatério indicados para cada
animal do experimento, utilizou-se acepromazina 1%, na dose de 1 mg/kg, por via
intramuscular, tiopental na dose de 75 mg/kg, via intravenosa e, em seguida, foi
utilizado cloreto de potassio, seguindo as normas da resolucéo n° 1000 do CFMV, de
11 de maio de 2012, que dispde sobre procedimentos e métodos de eutanasia em
animais.

Logo apoés a eutanasia, houve a abertura cuidadosa da cavidade abdominal
dos animais para avaliagbes macroscopicas conforme os critérios adotados no
Quadro 2.



35

Quadro 2. Critérios de avaliacdo macroscépica, utiizados nos coelhos
(Oryctolagus cuniculus) submetidos a cistoplastia, com tunica albuginea bovina conservada
(modificado de ANDRADE et al., 2011).

Quadro 2 — Critérios de avaliagdo macroscopica

Grupo: ___ Coelho: ___ Eutandsia: ___ Sexo:
1. Aderéncia de visceras a parede abdominal: ( ) leve/ + ( ) moderada/++ ( ) intensa/+++
2. Aderéncia de visceras no local do enxerto: ( ) leve/ + ( ) moderada/++ ( ) intensa/+++
3. Aderéncia da bexiga a musculatura dorsal abdominal: ( ) leve/ + ( ) moderada/++
() intensa/+++
6. Integridade da parede vesical: ( ) Presente ( ) Ausente
7. Rejeicdo do enxerto: ( ) Presente ( ) Ausente
8. Presenca de urdlitos: ( ) Presente ( ) Ausente
9. Presenca de necrose: ( ) Presente ( ) Ausente
10. Neoplasia: ( ) Presente ( ) Ausente

3.7 Coleta de bexiga e processamento histolégico do local do enxerto

ApoOs a avaliacdo macroscopica, as bexigas foram seccionadas na regido da
base, com auxilio de tesoura de Metzenbaum, e lavadas com formol a 10%, para
retirada completa da urina, seguida da imersédo, na mesma solugéo, por 48 horas.

Apés a fixacdo, as pecas foram clivadas, com atencdo para o enxerto e seus
limites, e submetidas a processamento tecidual por inclusdo em parafina.

Secdes histologicas de cinco micrometros foram obtidas, em micrétomo
rotativo manual, coradas pela hematoxilina/eosina e colora¢cdes especiais tricromico
de Masson e picrossirius red (Anexo A), para visualizagdo em microscopio Optico de
luz branca e luz polarizada, respectivamente.

Cortes do mesmo material foram utilizados para a técnica de
imunoistoquimica. Foram utilizados os anticorpos anti-VEGF e anti-MMP-2. As
laminas foram, inicialmente, mergulhadas em alcool a 70% e, depois de secas,
imergidas, em cola liqguida a base de poli-L-lisina. Cortes histolégicos, com trés
micrébmetros de espessura, foram feitos, em micrétomo rotativo e as laminas, em

seguida, permaneceram na estufa, a 60°C, por 24 horas, para fixacdo do tecido a
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lamina. As laminas foram submetidas a desparafinizacdo e hidratacado dos cortes e,
em seguida, foi feito o bloqueio da peroxidase enddégena, utilizando-se solucao 1:9
de agua oxigenada em metanol, durante 10 minutos.

Para a recuperacao antigénica do material, foi utilizada a solucao tampéao de
citrato 10 mM, pH 6,0, em autoclave na poténcia maxima, permanecendo 20
segundos apos atingir a pressao de 1 atm. O material foi entdo resfriado, até atingir
a temperatura ambiente. Apos este procedimento, foi realizada lavagem com Tris
(TRIZMA base, D5637 Sigma Chemical C.O., St. Louis, E.U.A.) pH 7,4, seguida do
blogueio de proteinas inespecificas, com leite em pd Molico ® a 3%, em Tris, por
uma hora. A incubacdo, com os anticorpos primarios, foi realizada, ap6s a diluicdo
dos mesmos, em solucdo a 1% de albumina sérica bovina, em solucédo tampéao de
Tris, utilizando-se a diluicdo de 1:100 para o anticorpo anti-VEGF e 1:200 para o
anticorpo anti-MMP-2, em camara Umida por 18 horas a 4°C.

ApoOs este periodo, as laminas foram lavadas com solucdo de Tris e
incubadas, com o anticorpo secundario, por 30 minutos, a temperatura ambiente.
Em seguida, as laminas foram novamente lavadas em solugéo de Tris e incubadas
com o Kit Novolink, conforme recomendagdes do fabricante. Apds nova lavagem em
Tris, para visualizacdo da reacdo, as laminas foram tratadas com solucdo de
3,3"diaminobenzidina (Liquid DAB — K3466 DakoCytomation), durante trés minutos,
a temperatura ambiente. Os cortes foram, entéo, contracorados com hematoxilina de
Harris, por 15 minutos e, em seguida, as laminas foram lavadas, em agua corrente,
por 10 minutos e submetidas aos processos de desidratacdo e montagem, em resina

sintética.

3.8 Avaliagdo microscopica

As laminas, coradas pelo método de HE, foram utilizadas, para observacao
da presenca ou auséncia das seguintes variaveis: infiltrado inflamatorio, tecido de
granulacdo, neovascularizagdo, formacdo de muasculo, ninhos de Brunn, formacgéo
de cistos vesicais, reconstituicdo de serosa, reepitelizagdo do urotélio, crosta,
colonia bacteriana e presenca de resquicios da tunica.

Para as variaveis neovascularizacdo e formacdo de musculo, utilizou-se
analise semi-quantitativa, baseada em escore de intensidade, sendo atribuido os
valores 0 (ausente), 1 (discreto), 2 (moderado) e 3 (acentuado). As laminas coradas
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pelo Tricromico de Masson foram analisadas, quanto a presenca e intensidade do
tecido conjuntivo e serviram para dar suporte a classificacdo das lesées observadas,
pela técnica de HE.

A avaliagdo do material corado pelo método de Picrosirius red foi feita em
microscopio de luz polarizada (OLYMPUS modelo - DX 41 TS), do Laboratorio de
Morfologia e Patologia Animal da UENF, Setor de Patologia Animal. A analise deste
material foi feita, com base na refringéncia das fibras colagenas e considerou-se a
predominancia das fibras colagenas mais espessas e fortemente birrefringentes,
coradas em vermelho-alaranjado (coldgeno |) e as fibras mais finas e dispersas,
fracamente birrefringentes com coloragéo esverdeada (colageno Ill).

Para a avaliagcdo da marcacdo imunoistoquimica, foi verificada a distribuicao
dos biomarcadores, em diferentes tipos celulares, bem como a intensidade da
marcacgao positiva. Para o anticorpo anti-VEGF, os tipos celulares avaliados foram
macrofagos e células endoteliais e, para o anticorpo anti-MMP-2, foram avaliados
macrofagos, células endoteliais e fibroblastos.

Para a avaliacao de intensidade da marcacao positiva, para cada anticorpo,
foi feita analise semi-quantitativa, baseada em escores, sendo atribuido os valores

0 (ausente), 1 (discreto), 2 (moderado) e 3 (acentuado).

3.9 Andlise estatistica dos resultados

A analise estatistica para as variaveis avaliadas como dicotdmicas (presenca
ou auséncia): cistos, bactéria, crosta, ninhos de Brunn, presenca de tunica
albuginea, reconstituicdo da serosa, reepitelizacado, infiltrado inflamatorio, tecido de
granulacdo e formagdo de musculo utilizou o teste de qui quadrado ou o teste de
Fisher, conforme a necessidade. Entretanto, para a avaliacdo da expressédo de
VEGF e MMP-2, para os diferentes tipos celulares, estudados como variaveis
continuas e que nao apresentaram normalidade, na distribuicdo de seus erros
amostrais, mediante o teste “D’Agostinp & Pearson”, utilizou-se o teste de Mann
Whitney. Em todo o trabalho foi utilizado 5% de probabilidade de erro como nivel de

significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacéo da tunica albuginea conservada

Todas as tunicas albugineas revelaram diferenca macroscoépica, em relacao
a coloracéo e a textura das amostras, em cada conservante.

Neste estudo, observou-se que a tunica albuginea bovina, conservada em
glicerina a 98%, apresentava consisténcia firme e coloragdo vermelho escura.
Notou-se, ainda, que a arquitetura vascular foi preservada e que houve reducao da
maleabilidade, devido ao processo de desidratacdo. A desidratacdo, ocasionada
pela glicerina a 98%, esta relacionada com sua acao antimicrobiana (PIGOSSI et al.,
1971) e é totalmente revertida, apés poucos minutos, em solucéo fisiolégica. Neste
estudo, a reidratacdo, em solugéo fisiologica, da tunica albuginea, foi realizada
previamente a cistoplastia em coelhos.

As tunicas albugineas, conservadas em glutaraldeido a 0,625%, revelaram
coloracdo brancacenta, consisténcia mais firme e espessamento. Este fato pode
estar relacionado com o aumento da resisténcia a tracdo de biomateriais tratados
por este meio (BATISTA et al., 1996). Neste conservante, nao foi possivel delimitar o
mapeamento vascular, tdo evidente como aquele observado nas tdnicas
conservadas em glicerina.

As Figuras 3 a 4 ilustram as caracteristicas macroscépicas, observadas nas
tunicas preservadas em glicerina a 98% (A) e glutaraldeido a 0,625% (B).
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Figura 3. Recipientes contendo as tunicas albugineas de bovinos, conservadas em meios
distintos. A) Tunica albuginea conservada em glicerina a 98%, B) tunica albuginea

conservada em glutaraldeido 0,625%.

Figura 4. Comparagdo entre as tunicas preservadas em meios distintos. A) Tunicas
albugineas conservadas em glicerina a 98%: reparar a evidenciagdo de vasos sanguineos
(seta). B) Tunicas albugineas conservadas em glutaraldeido a 0,625%, com vasos

sanguineos menos evidentes (seta).

Assim como descrito por Konig e Liebich (2007), a tunica albuginea mostrou-se
um espesso envoltério do parénquima testicular, rico em fibras colagenas e bastante
vascularizado. Polguj et al. (2010), também, verificaram intensa vascularizagcdo
neste tecido e afirmaram que parte dessa rica vascularizacdo se da, pela presenca
de ramos acessoérios da artéria testicular, originada na margem posterior do
testiculo. Neste estudo, pbde-se confirmar, pela avaliacdo microscopica, que a
tunica albuginea manteve sua arquitetura preservada, apos 30 dias, nos diferentes
meios de conservacdo e que a presenca de vasos foi evidenciada com o uso de

diferentes técnicas histoquimicas.
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Craatz et al. (2005) descreveram, histologicamente, a tanica albuginea,
como uma malha formada por tecido conjuntivo denso e rico em fibras elasticas,
tendo, consequentemente, uma boa capacidade de expansdo. Ao mesmo tempo em
que é maleavel, apresenta boa rigidez. Conforme Staut et al. (2007), este tecido
conjuntivo denso € classificado como ndo-modelado ou levemente modelado, uma
vez que possui feixes de fibras de colageno, grosseiros, entrelacados e dispostos ao
acaso, formando uma rede, que resiste a tracdes de todas as direcbes. Ha
predominancia de coladgeno tipo I, um tipo mais maduro e, por isso, com maior
resisténcia, o que representa excelente vantagem, quando utilizado como enxerto.

Neste estudo, essas estruturas foram observadas, mesmo apés 30 dias de
conservacdo da tunica albuginea, em meios de glicerina 98% e glutaraldeido
0,625%. Desta forma, comprova-se a eficacia destes meios, na preservacao tecidual
da tunica (Figura 5).

A arquitetura basica da tunica albuginea bovina foi mantida, apdés 30 dias,
nos meios em questdo, porém, observou-se diferenca, entre 0os meios, em sua
capacidade de preservar a integridade das células. Neste caso, a glicerina a 98%
promoveu a preservacao celular, conforme descrevem Oliveira et al. (2009). Além
disso, Gioso et al. (2002) afirmaram gque o armazenamento da tanica albuginea, em
temperatura ambiente, propicia uma melhor conservacéo, pois ndo ha formacao de
cristais intra e extracelulares e nem surgimento de alteracdes eletroliticas, deletérias
as células e a matriz extracelular. Com isso, a arquitetura tecidual do material
tratado, neste meio, € mantida.

O tempo minimo de conservagdo do biomaterial, na glicerina, garante a
atenuacao imunogénica, assim como o seu efeito antimicrobiano, segundo Brun et
al. (2004) e Mazzanti et al. (2004). Este efeito antimicrobiano foi comprovado, na
avaliacdo microscopica, em que ndo se observou presenca de coldnias bacterianas.

Ao contrario das tunicas conservadas em glicerina, no grupo de tunicas
preservadas em glutaraldeido, observou-se certo grau de condensacdo e de
degradacédo de fibras colagenas, mostrando maior espacamento entre estas
(Figura 5). Estas fibras se apresentaram mais fragmentadas e havia sinais de perda
estrutural do tecido, com a auséncia de células, como os fibroblastos ou fibrocitos.
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Figura 5. Fotomicrografia de tanica albuginea bovina. A) Tunica albuginea conservada em
glicerina 98%, presenca de fibrocito (seta) e fibras colagenas (cabeca de seta), coloracéo de
HE, objetiva de 40x. B) Tunica albuginea conservada em glutaraldeido a 0,625% revelando
fibras coldgenas integras (seta) e perda da estrutura normal do tecido (cabeca de seta),
coloracdo de HE, objetiva de 40x. C) Tunica albuginea conservada em glicerina 98%, fibras
coldgenas integras destacadas em azul, coloracdo de tricromico de Masson, objetiva de
40x. D) Tunica albuginea conservada em glutaraldeido a 0,625%, fibras colagenas

condensadas destacadas em azul, coloragdo de tricromico de Masson, objetiva de 40x.

Na parede dos vasos das tunicas albugineas, tratadas com glutaraldeido,
foram observadas areas de pouca afinidade tintorial, indicativas de autdlise, fato que
pode estar relacionado com a menor capacidade de preservacdo deste meio. O
mesmo ndo ocorreu quando o biomaterial foi tratado com glicerina, pois a parede
vascular e as células se mostravam integras. Isto demonstra a caracteristica de
preservacao da arquitetura tecidual deste meio, como citado por Alvarenga (1992).

O material corado pelo método de picrossirius red polarizacdo revelou que,
tanto nas amostras conservadas em glicerina, quanto em glutaraldeido, houve
predominio do colageno tipo I. Notou-se que a refringéncia das fibras colagenas,
entre os dois meios, foi diferente. As amostras conservadas em glicerina mostraram

forte refringéncia a luz polarizada, evidenciando a coloragdo amarelo-alaranjada. Por
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outro lado, nas amostras conservadas em glutaraldeido, a refringéncia das fibras foi
mais fraca. Acredita-se que a intensidade de coloracdo das fibras colagenas foi mais
evidente nas tunicas conservadas em glicerina devido a melhor preservacdo da
integridade celular evidenciada neste meio.

A Figura 6 ilustra a diferenca de refringéncia das fibras colagenas

observadas, a luz polarizada.

Figura 6. Fotomicrografia de tunica albuginea bovina coloracdo de picrosirius red
polarizagdo. A) Tunica albuginea bovina conservada em glicerina 98%: notar forte
refringéncia das fibras colagenas, objetiva de 10x. B) Tunica albuginea bovina conservada
em glutaraldeido a 0,625%: notar fraca refringéncia das fibras colagenas, objetiva de 10x.

4.2 Cistoplastia de coelhos com a tlnica albuginea bovina
4.2.1 Achados clinicos

Segundo Raiser et al. (2001), no que se refere aos biomateriais, uma
importante caracteristica € a sua capacidade de serem implantados, por meio de
técnica cirargica simples. A cistoplastia, em coelhos, utilizando-se a tanica albuginea
conservada, mostrou-se de fécil realizacdo, ndo havendo nenhum tipo de
complicacéo, no transoperatorio. Entretanto, observou-se diferenca no procedimento
de sutura da bexiga com a tunica albuginea quando conservada nos dois diferentes
meios. A tdnica, conservada em glutaraldeido, apresentou-se mais espessa,
oferecendo maior resisténcia e maior rigidez, no momento da passagem da agulha,
conforme citado por Oliveira et al. (2009). Ao contrario, o biomaterial previamente
conservado em glicerina, mostrou-se mais delgado e maleavel e com maior
facilidade no momento da sutura.

Corroborando com este achado, Rabelo et al. (2004) testaram a resisténcia

do centro tendineo diafragmatico bovino, apés conservacdo em glutaraldeido e em
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glicerina e observaram que as amostras, mantidas em glutaraldeido, apresentavam
incremento de sua resisténcia, enquanto que aquelas, conservadas em glicerina,
nao apresentavam alteracao significativa. No estudo, em que se testou implante
jugular homologo, fixado em glutaraldeido, nos equinos, observou-se também que,
apos a conservacao neste meio, 0s biomateriais se apresentavam mais resistentes.
No entanto, ao contrério da técnica de cistoplastia, os autores notaram, neste
evento, maior facilidade na manipulacéo cirargica (DORNBUSCH et al., 2007).

Neste experimento observou-se que em 100% dos coelhos, ndo houve
sinais de rejeicdo a tunica albuginea bovina, utilizada como xenoenxerto nas
cistoplastias, em ambos 0s meios estudados. Desta forma, é possivel reafirmar a
capacidade de atenuacdo da acdo imunogénica, tanto do glutaraldeido
(DORNBUSCH et al.,, 2007), quanto da glicerina a 98% (BRUN et al., 2004,
OLIVEIRA et al., 2009). Nenhum dos animais morreu no procedimento cirargico e
todos se recuperaram rapidamente. Logo apds a cirurgia, mantiveram a continéncia
e miccdo espontanea, sem necessidade de cateterizacdo vesical e a urina
apresentou-se normal, sem hematuria.

Estes achados foram semelhantes aos do estudo de Dapena et al. (2012),
que realizaram histerocistoplastia, em ratos, e de Uchoda et al. (2011) que realizaram
ileocistoplastia, em cées. Por outro lado, Castellan et al. (2012) observaram
resultados diferentes, quando constataram hematlria, em pacientes humanos,
submetidos a gastrocistoplastia. Em alguns casos, a hematuria foi tdo intensa, que
houve necessidade de transfusdo sanguinea.

Em humanos, o escape de urina, na cavidade abdominal, causada por
perfuracdo espontanea vesical, tem prevaléncia estimada, entre 6 e 13%.
Etiologicamente, tem sido associada a isquemia e inflamacéo crénica causada pela
autocateterizacdo e pelo mau esvaziamento da bexiga (ESCUDERO et al., 2011).
Quando realizada a cistoplastia, em coelhos, com tunica albuginea bovina
conservada, ndo houve extravasamento de urina pela linha de sutura, em nenhum
dos animais, do presente experimento. Transcorrido o periodo de 24 horas do
procedimento cirargico, ndo foram observadas alteracdes fisiologicas referentes a
defecacdo e a miccdo dos coelhos. Em nenhum dos animais ocorreu rejeicao,
necrose, fistula ou formacéo de neoplasia, da mesma maneira que nos achados de

Oliveira et al., (2008). Entretanto, outros autores registraram a presenca de muco e
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sinais de necrose ou de fistula, durante a cistoplastia com outros biomateriais
(YAMATAKA et al., 2003; NUININGA et al., 2004).

A formacéo de neoplasia ndo pbde ser plenamente avaliada neste estudo,
pois é uma complicacdo bastante tardia, conforme citado por Burgu et al. (2011). No
estudo em que pacientes humanos foram acompanhados por um longo periodo pés-
operatorio, apds o procedimento de gastrocistoplastia, detectou-se neoplasia vesical,
muitos anos (11 a 14 anos) apds a cirurgia (CASTELLAMET et al.,, 2012).
Corroborando com esta afirmacéo, Kispal et al. (2012) realizaram cistoplastia,
utilizando, conjuntamente, segmentos gastricos e colbnicos e afirmaram que nao
seria possivel avaliar a ocorréncia de formacdo neoplasica, oriunda destas
cistoplastias, porque o modelo canino apresentava expectativa de vida muito inferior
ao dos humanos e, provavelmente, um prazo muito curto para um possivel
desenvolvimento de tumores malignos, resultantes destas cirurgias.

Os coelhos foram avaliados, constantemente e observou-se que a
cicatrizacdo da ferida cirargica, a partir do 10° dia, estava completa. Nado ocorreu
nenhum tipo de complicacdo, como deiscéncia ou de infeccdo da ferida cirdrgica.
Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira et al. (2008), em cistoplastia
de coelhos, com utilizacdo do peritdnio bovino, conservado em glicerina e por Kwon
et al. (2008) que realizaram cistoplastia, com enxerto aloplastico, semeado com
células vesicais cultivadas. No entanto, Daleck et al. (1992) verificaram
complicagbes, em dois dos 13 cédes, quando utilizaram membrana peritoneal bovina,
para reparo de hérnia perineal. Gurgel e Cortez Filho (2001) também verificaram
complicagéo, em 42,86% dos gatos, que receberam implante vesical de membrana
de pericardio caprino.

Nos ultimos anos, a submucosa intestinal bovina (SIS) e o enxerto de matriz
acelular (BAMG) tém sido frequentemente pesquisados. Estes agem como materiais
biodegradaveis que permitem a regeneracdo do urotélio e do mdusculo liso.
Entretanto, ambos sdo xenoenxertos que necessitam de técnicas avancadas de
preparo (DOMINGOS et al., 2012). A tanica albuginea conservada, utilizada neste
estudo, como xenoenxerto na cistoplastia de coelhos, € capaz de estimular estas
propriedades regenerativas do tecido anfitrido, sem ser um biomaterial que necessite
de técnicas avancadas, para ser preparado e, por isso, torna-se um enxerto mais

acessivel e de menor custo.
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4.2.2 Achados macroscoépicos
4.2.2.1 Aderéncias

A aderéncia pos-cirargica surge, devido a uma complexa desordem
inflamatéria que une 6rgdos, os quais, normalmente, estariam separados. A
incidéncia de aderéncia abdominal é elevada, com até 75% dos pacientes humanos,
submetidos a cirurgia abdominal, exigindo, muitas vezes, cirurgia para reparacao
(ZAWANEH et al., 2008). Divergindo deste resultado, apenas 58,33% dos coelhos,
que sofreram cistoplastia, apresentaram aderéncias e dentre essas, 12,5% foram
leves, 25% moderadas e 20,83% intensas. No entanto, as aderéncias ndo causaram
nenhum quadro clinico.

O principal 6rgao envolvido, nas aderéncias, foi o Gtero, sendo que todas as
fémeas do experimento apresentaram esta complicacdo, possivelmente, pela intima
relacdo anatdbmica com a bexiga. Outros 6rgdos envolvidos foram ceco e
mesentério, além de ocorrer, em 20,84% dos animais, aderéncia a musculatura
dorsal e, em algumas situacdes, as aderéncias incluiram, também, aorta abdominal
e veia cava. O percentual de animais, sem qualquer tipo de aderéncia, foi de 41,67.
Neste grupo, a maioria era de machos. Estes achados revelaram-se contrérios ao
estudo de Oliveira et al. (2008), que realizaram cistoplastia com peritdnio bovino, em
coelhos machos, em que a totalidade dos animais apresentou aderéncias da regido
do implante com o peritbnio parietal da parede ventral do abdémen.

Na area do enxerto, foi possivel observar irrigacdo sanguinea oriunda das
aderéncias para a regiao de cistoplastia em 100% dos animais do experimento, nos
dois periodos poOs-operatérios estudados. Isso pode estar relacionado a ocorréncia
de hipéxia na regido de implantacdo do enxerto, 0 que estimula esta nova
vascularizagdo. Corroborando com este achado, observou-se em cistoplastias com
biomembrana de latex, em coelhos, a ocorréncia de irrigacédo ao redor do enxerto
desde os 15 dias de pés-operatério (DOMINGOS et al.,, 2012). Este fato ocorreu,
possivelmente, porgue a tunica albuginea bovina conservada € um biomaterial
avascular e, apenas, serviu de ponte para a regeneracdo do tecido anfitrido,

favorecendo assim a neovascularizacéo e consequente nutricdo desta area.
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4.2.2.2 Local do enxerto

A bexiga de todos os animais apresentou-se totalmente integra, na area da
cirurgia e, em alguns casos, foi muito dificil a localizacdo da area do enxerto, pois
houve uma excelente incorporacdo deste pelo tecido anfitrido. Esses achados
assemelham-se aos de Nuinga et al. (2004), que realizaram uma cistoplastia,
utiizando submucosa de intestino delgado e enxerto de matriz colagena
guimicamente tratada. O implante de cartilagem auricular bovina, conservada em
glutaraldeido a 4%, na hernioplastia experimental, em coelhos, também apresentou
evidéncias de boa integracdo tecidual e cicatrizacdo, além de, a exemplo da
cistoplastia, néo ter havido eliminacdo de material implantado (SILVA et al., 2009),
evento esse que nao pdde ser observado na pesquisa de Paulo et al. (2005), onde
houve extrusdo da membrana de latex de seringueira, em média 13,8 dias, apés a
herniorrafia da parede abdominal de ratos.

Macroscopicamente, a area do enxerto, em ambos o0s periodos pos-
operatoérios (5 e 10 semanas) das cistoplastias, apresentou o mesmo aspecto. O
local mostrou-se discretamente esbranquicado e delgado, quando comparado as
demais areas da bexiga, resultados similares aos encontrados por Nuinga et al.
(2004). Na pesquisa de Domingos et al. (2012), com cistoplastias utilizando
biomembrana de latex em coelhos, pode-se identificar, facilmente, o enxerto aos 15
dias do pds-operatério. Aos 45 dias, o biomaterial foi, quase totalmente, integrado ao
tecido anfitrido. Porém, noventa dias depois, ndo se pode distinguir o enxerto do
tecido receptor. No presente estudo, em 25% dos animais, com 5 e 10 semanas
pos-operatorias, a area em que o0 biomaterial havia sido implantado foi,
macroscopicamente, indistinguivel. A Figura 7 ilustra os achados macroscépicos das

bexigas, apdés a cirurgia.
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Figura 7. Fotomacrografia de bexiga de coelho, ap0s cirurgia, durante a necropsia.
A) Aderéncia ao mesentério grupo glicerina 10 semanas pos-operatério. B) Aderéncia ao
Utero grupo glicerina 10 semanas pos-operatério. C) Local do enxerto no grupo glicerina 5
semanas. D) Local do enxerto no grupo glicerina 10 semanas. E) Local do enxerto no grupo
glutaraldeido 5 semanas. F) Local do enxerto no grupo glutaraldeido 10 semanas.



48

4.2.2.3 Presenca de urolitiases e incrustacfes

Aos 35 dias (5 semanas) de poOs-operatorio, trés coelhos (50%) revelaram
calculos vesicais, quando utilizada a glicerina a 98%. Entretanto, aos 70 dias
(10 semanas) de poés-operatério, os seis coelhos apresentaram-se livres de urélitos.
Nos animais que receberam enxertos, previamente conservados por glutaraldeido a
0,625%, pode-se notar a ocorréncia de apenas um urolito, em cada um dos grupos
pOs-operatorios.

Aos 45 dias pés-operatorio, no experimento de Domingos et al. (2009), um
calculo vesical (1.5 x 2.0 cm) foi observado em um coelho (6,6%). Por outro lado, no
experimento de cistoplastia em coelhos de Nuinga et al. (2004), observaram-se
apenas cinco (8,9%) casos de animais com urdlitos, num total de 56. Entretanto, 21
(23,8%) casos de incrustagbes foram observados, em ambos os tipos de
biomatrizes, ao contrario do presente estudo, em que ndo se observou nenhum caso
de inscrustacao.

Acredita-se que a formacao de calculos esteja relacionada a implantacdo do
enxerto, que serviria como ninho para o desenvolvimento do célculo vesical
(OLIVEIRA et al., 2008; YAMATAKA et al., 2003; NUININGA et al., 2004). Contudo,
Yang et al. (2005) ndo observaram a presenca de calculos, depois do implante de
membrana derivada de tecido vesical homdlogo, na bexiga de coelhos. Porém, a
urina, em todas as amostras coletadas, apresentou aspecto turvo e presenca de
cristaluria.

Nuininga et al. (2004) citaram que a urina dos coelhos, que receberam o
implante de submucosa intestinal suina, apresentou pH entre 7,5 e 8,5 e altos niveis
de urato. Acredita-se que estas ocorréncias estejam relacionadas ao tipo de dieta
oferecida, pois as racdes comerciais para coelhos sao alcalinas, elevam o pH da
urina e favorecem o aparecimento da cristaliria, aumentando o risco de
desenvolvimento de urdlitos, nesses animais (KIWULL-SCHONE et al. 2005).
Provavelmente, no estudo em questéo, as alteragdes urinarias encontradas devem-
se a associacao desta particularidade da espécie com o emprego do xenoenxerto de
tunica albuginea conservada e, também, ao fio de sutura, que sdo materiais
estranhos ao tecido vesical. Estes ultimos, além de ocasionarem alteragbes na
parede da bexiga, servem de base para a agregacdo e formacdo de calculos
(MORRIS et al., 1986).
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Grover e Ryall (1994) afirmaram que existem evidéncias de uma ligacéo
entre a alta taxa de acido urico excretado e oxalato de célcio (CaOx), culminando em
calculos urinarios. A adeséo de microcristais de urato/CaOx, no local da cistoplastia,
poderia ser um ponto critico, na formacdo de caélculos e incrustacbes. Desta
maneira, o nivel elevado de urato de urina poderia ser uma contraindicacdo, para o
uso de coelhos, neste tipo de experimento.

Entretanto, no estudo de Escudero et al. (2011), houve acompanhamento,
por 13 anos, de pacientes humanos que passaram por enterocistoplastia. Pode-se
observar que 25% apresentaram célculo vesical, com necessidade de cirurgia para a
sua retirada, porém, sem ocorréncia de recidiva. Por outro lado, quando se compara
a totalidade dos coelhos que realizaram a cistoplastia com tunica albuginea, pode-se
notar que 20% dos animais apresentavam urdlitos, corroborando com os achados de
Zhu et al., (2011), os quais realizaram a cistoplastia de coelhos, com enxerto de
matriz acelular e obtiveram a mesma porcentagem, na formacao de urdlitos. Ainda,
segundo os autores, estes achados nado influenciariam, em nada, a avaliacdo do
processo regenerativo da bexiga, tanto em aspectos fisioldgicos, como morfoldgicos,
confirmando, assim, que a utilizacdo de coelhos torna-se um excelente modelo
experimental, para pesquisar biomateriais que, posteriormente, podem servir para o
uso clinico, em humanos. Segundo Nuinga et al. (2004), este modelo animal é de
grande valor para melhorar e avaliar 0os enxertos, prevenindo a formacéo de urdlitos
e incrustacdes. A Figura 8 mostra a presenca de urélitos, nas bexigas dos animais

avaliados. O Quadro 3 e 4 evidencia os resultados macroscoépicos das cistoplastias.

Figura 8. Urdlito encontrado na avaliagdo macroscopica ap6s a cistoplastia do grupo

glicerina 10 semanas.
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Quadro 3. Resultados da avaliacdo macroscopica em cistoplastia de coelhos

(Oryctolagus cuniculus) com tdnica albuginea bovina conservada em Glicerina 98%.

Grupo Glicerina 98% com 5 semanas pds-operatorias

Coelhos (sexo) 1(F) 2 (F) 3(F) 4 (F) 5 (M) 6 (M)

Aderéncia de visceras a + + + + + +
parede abdominal

Aderéncia de visceras + +++ ++ ++ ++ Ausente
no local do enxerto

Aderéncia da bexiga a Ausente + Ausente  Ausente + Ausente
musculatura dorsal

abdominal

Integridade da parede Presente Presente Presente Presente Presente Presente
vesical

Rejeicdo do enxerto Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
Urdlitos Ausente  Ausente  Ausente Presente Presente  Ausente
Necrose Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
Neoplasia Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente

Grupo Glicerina 98% com 10 semanas pds-operatérias

Coelhos (sexo) 7 (M) 8 (F) 9 (F) 10 (M) 11 (M) 12 (M)
Aderéncia de visceras a + + ++ + ++ +
parede abdominal

Aderéncia de visceras +++ ++ +++ Ausente 3 ++
no local do enxerto

Aderéncia da bexiga a +++ Ausente  Ausente  Ausente  Ausente +
musculatura dorsal

abdominal

Integridade da parede Presente Presente Presente Presente Presente Presente
vesical

Rejeicdo do enxerto Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
Urolitos Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
Necrose Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente

Neoplasia Ausente  Ausente ~ Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
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Quadro 4. Resultados da avaliacdo macroscépica em cistoplastia de coelhos

(Oryctolagus cuniculus) com tinica albuginea bovina conservada em Glutaraldeido 0,625%.

Coelhos (sexo)
Aderéncia de visceras a
parede abdominal

Aderéncia de visceras
no local do enxerto

Aderéncia da bexiga a

musculatura dorsal
abdominal

Integridade da parede
vesical

Rejeicéo do enxerto

Urélitos
Necrose

Desenvolvimento de
tumor

Coelhos (sexo)

Aderéncia de visceras a
parede abdominal

Aderéncia de visceras
no local do enxerto

Aderéncia da bexiga a

musculatura dorsal
abdominal

Integridade da parede
vesical

Rejeicéo do enxerto

Urdlitos

Necrose

Neoplasia

13 (M)

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Presente
Ausente

Ausente

19 (F)

Ausente

Presente

Ausente
Ausente
Ausente

Ausente

14 (M)

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente
Ausente

Ausente

20 (M)

+++

Presente

Ausente
Ausente
Ausente

Ausente

15 (M)

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente
Ausente

Ausente

21 (F)

++

Ausente

Presente

Ausente
Ausente
Ausente

Ausente

16 (F)

Ausente

Presente

Ausente

Ausente
Ausente

Ausente

22 (M)

++

Ausente

Presente

Ausente
Ausente
Ausente

Ausente

17 (M)

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente
Ausente

Ausente

23 (M)

++

Presente

Ausente
Presente
Ausente

Ausente

18 (M)

++

++

Presente

Ausente

Ausente
Ausente

Ausente

24 (M)

Ausente

Ausente

Presente

Ausente
Ausente
Ausente

Ausente
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4.2.3 Achados microscopicos

O reparo de tecidos lesados por ressecc¢des cirargicas, seja causado por
feridas ou por outras desordens, pode ser dividido em dois processos:. a
regeneracdo e a cicatrizagdo. O primeiro resulta na reconstituicdo dos tecidos,
recuperando a sua arquitetura original e o segundo diz respeito a substituicdo deste
por tecido cicatricial (DOMINGOS et al., 2012). No presente estudo, pode-se
observar predominancia do processo de regeneracao, utilizando a tunica albuginea
bovina como biomaterial, uma vez que esta serviu de suporte para o
desenvolvimento das células do tecido anfitrido.

Observou-se que a parede da bexiga, no local do implante, apresentava-se
continua e a maior parte das amostras revelava todas as camadas da parede vesical
(camada mucosa, submucosa, muscular e serosa), desde o grupo de 5 semanas de
avaliagdo pos-operatéria, embora ndo tdo bem definidas em algumas amostras.
Wongsetthachai et al., (2011), relataram, em seu estudo, que todas as camadas da
parede normal da bexiga estavam presentes, histologicamente, nas areas da
cistoplastia de caes, utilizando tlnica vaginal autloga, 10 semanas apds a cirurgia.

A avaliagdo histolégica mostrou que a tunica albuginea bovina, como
biomaterial, mostrou-se capaz de suportar a formacdo e maturacdo do urotélio por
toda a regido do defeito. Na avaliacdo histolégica, nas 5 semanas pds-operatorias,
no grupo do glutaraldeido como conservante, todos 0s animais apresentaram a
reepitelizacdo do urotélio. Porém, no grupo de glicerina, esta regeneracédo nao foi
observada em 33,33% dos coelhos. As 10 semanas, em 100% dos animais do
experimento, notou-se epitélio vesical reconstituido.

Biomateriais utilizados, na reconstrucéo do trato urinario, devem estimular a
proliferacdo de células oriundas deste sistema. A proliferacdo do urotélio é
essencial, porque este é capaz de suportar a alta toxicidade da urina, impedindo o
seu contato com o enxerto. Desta forma, desempenha um papel crucial, pois protege
este enxerto e mantém a sua integridade, evitando o extravasamento urinario e
infeccbes (WEN-BIAO et al.,, 2013). No presente estudo, o urotélio apresentou-se
hiperplasico, com aspecto papilifero, da mesma forma que nos achados de Zhu et al.
(2011), que realizaram cistoplastia, em coelhos, com matriz acelular e, também,
naqueles de Mauney et al. (2011), quando estudaram o processo de regeneracgéo de

cistoplastia, em ratos, utilizando enxerto de matriz de seda.
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O tecido de granulacdo é composto por macrofagos, fibroblastos e vasos
neoformados (VULCANI et al., 2009). O enxerto pode ser reconhecido, como um
corpo estranho, pelo organismo e essa reacao leva ao desenvolvimento do tecido de
granulacdo. Neste caso, as células gigantes, também, podem compor a reacao
(VASCONCELOS, 2006). Neste estudo, o tecido de granulacao foi observado em
95,84% das amostras e ndo havia evidéncias de reacfes inflamatdrias com células
gigantes, o que indica que a resposta cicatricial ndo foi do tipo corpo estranho.
A auséncia deste tipo de reacdo pode sugerir que ambos 0S meios conservantes
estudados foram eficientes, na capacidade de promover a atenuagdao imunogénica
do xenoenxerto e que esta é uma importante funcdo para um meio de preservacao
(RAISER et al., 2001).

Ayyildiz et al. (2008) estudaram a submucosa intestinal suina, em
cistoplastia de coelhos, avaliando microscopicamente o local do enxerto 12 meses
apo0s a cirurgia. Assim como no estudo em questdo, mesmo utilizando um
biomaterial que ndo recebeu células previamente cultivadas por bioengenharia
tecidual, estes enxertos permitiram a migracdo e regeneracado das células oriundas
do tecido anfitrido, com sucesso, nao havendo sinais de rejei¢cao ou infecgao.

Os colagenos tipo | e lll sdo os componentes centrais da matriz extracelular.
No entanto, a producado colagénica pode se tornar problematica; se, por um lado, é
necessario o reparo do tecido, por outro lado, o excesso de deposicao de colageno
pode resultar na perda da sua funcdo. Por conseguinte, a apropriada quantidade de
colageno no tecido é imprescindivel, para que ocorra a sua completa regeneracéo. A
maior parte dos componentes da matriz extracelular s&o sintetizados, secretados e
mesmo degradados por fibroblastos e suas enzimas e esta € a chave para a
regulacdo dos componentes da matriz extracelular (XIE et al., 2008).

Desta forma, a quantidade de fibras colagenas é um componente essencial,
para garantir as propriedades mecanicas do enxerto utilizado, nas cistoplastias, pois
confere resisténcia e expansibilidade ao 6rgao (DOMINGOS et al., 2012). Aléem da
quantificacdo do colageno, a técnica do picrossirius red permite analisar, pela luz
polarizada, o padrdo de disposicao das fibras coldgenas, ou seja, avalia seu arranjo
arquitetural (entrelagcamento de fibras coldgenas) (TORRES NETO et al., 2007).

Os achados do presente estudo, nas 5 semanas pds-operatorias, revelaram
predominéancia das fibras colagenas delgadas e dispersas, coradas em verde

(colageno Ill), em relacao as fibras espessas, coradas em vermelho (colageno ).
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Este achado foi esperado, devido ao tempo de avaliagdo pds-operatoria, pois, nesse
momento, o tecido cicatricial, ainda & imaturo, encontrando-se em desenvolvimento.
Entretanto, nos achados das 10 semanas pOs-operatérias, notou-se maior
quantidade de fibras colagenas do tipo espesso, apontando para ocorréncia de
maturagdo, no local da cistoplastia.

O glutaraldeido reage com a fibra de coladgeno que compde o biomaterial.
Durante este processo ele o conserva e forma ligacdes cruzadas estaveis, durante a
formacéo de polimero de glutaraldeido, sobre a superficie. No entanto, acredita-se
que a calcificacdo ocorre principalmente, devido a formag¢do de vinculo, entre o
aldeido livre do glutaraldeido e os ions de calcio (CONNOLLY et al., 2004).
Wongsetthachai et al. (2011) relataram a presenca de metaplasia Ossea e
calcificacdo distréfica, nas areas da cistoplastia de caes, utilizando tunica vaginal
autdloga, 10 semanas apds a cirurgia. Estes achados diferem dos resultados
obtidos, no presente estudo, pois ndo foram observadas alterac6es semelhantes, em
nenhum dos grupos estudados.

Existem diversos trabalhos apontando o glutaraldeido, como meio de
preservacdo de biomembranas, inclusive em bioproteses comerciais, como
facilitador do problema de calcificacdo e posterior metaplasia 6ssea pos-operatoria.
Além disto, estas pesquisas buscam alternativas para este problema, como a
associacao de outras substancias ou concentragdes, com 0 objetivo de reduzir esta
complicagdo (KIM et al., 2011; LEE et al, 2000; SINHA et al., 2012;
JORGE-HERRERO et al., 2010).

A avaliacdo microscopica revelou que nos dois grupos havia alteracdes
como: cistos, bactérias, crostas, ninhos de Brunn, presenca de tunica albuginea,
reconstituicio da serosa e reepitelizagdo. Em nenhuma das variaveis avaliadas
foram detectadas diferencas significativas (Tabela 1), exceto em relagdo a presenca
de cistos, que foram observados, em quantidade significativa, nos grupos

preservados em glutaraldeido, quando comparados aos grupos da glicerina.
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Tabela 1. Avaliacdo microscopica, quanto a presenca ou auséncia de cistos, bactérias,
crostas, ninhos de Brunn (NB), presenca de tunica albuginea (PTA), reconstituicdo da
serosa (RS) e reepitelizacdo (RE) comparando o grupo glicerina (5 e 10 semanas) com o
grupo glutaraldeido (5 e 10 semanas). Letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste

Qui-quadrado com teste Fisher a 5% de probabilidade.

Cistos Bactérias Crostas NB PTA

Glicerina

Glutaraldeido

Este fato pode ter relacdo com a citotoxidade mais evidente do glutaraldeido,
guando comparada a glicerina (COSTA, 2009). O efeito da citotoxidade do
glutaraldeido é expresso pela inibicdo do crescimento celular e alteracdo da
morfologia das células (LUYN et al., 1992). Hang-Lee et al. (1990) observaram um
leve efeito toxico do glutaraldeido, pela morte de fibroblastos, em torno do
biomaterial reticulado pelo glutaraldeido, mesmo apo6s ter sido excessivamente
lavado. Estes estudos quimicos e biolégicos indicam que a citotoxicidade do
glutaraldeido, em biopréteses reticuladas, pode ser devido aos polimeros instaveis
de glutaraldeido que persistem, nos intersticios destes tecidos e vdo sendo,
gradativamente, liberados. Isto seria possivel pelo processo de hidrélise, no
momento da incorporacdo do biomaterial pelo tecido anfitrido. Neste estudo, a
presenca de cistos pode estar relacionada com a reacdo atipica do epitélio a
toxidade do meio de preservacéo, conforme descrito por Silva et al. (2012).

Os ninhos de Brunn representam invaginacdes do urotélio que se
aprofundam na submucosa e que podem resultar em cistite glandular, quando ha
metaplasia do epitélio e aparecimento de células caliciformes (metaplasia intestinal)
(GODOQY, 2006). Ocorrem quando ha proliferacdo, em conjunto, de células basais e
intermediarias do urotélio, proliferadas na lamina propria ou sem conexdao com 0
urotélio. Esta alteracdo pode evoluir para cistite glandular, quando ha o revestimento
interno das células colunares da mucosa por mucina (DIAS, 2010). Apesar de ser
um achado que pode estar presente na microscopia de tecidos neoplasicos
(GABRIEL et al., 2009; FALBO et al., 2005), Silva et al. (2012) referem-se aos

ninhos de Brunn e a cistite cistica (cistos vesicais) como sendo altera¢cdes nao



56

neoplasicas da bexiga. Estas, conforme dito anteriormente, foram observadas neste
estudo. Em ambos o0s grupos, ndao houve qualquer evidéncia de formacao
neoplasica, indicando, segundo Raiser et al., (2001), uma caracteristica fundamental
dos biomateriais, a de ndo serem carcinogénicos.

No grupo glutaraldeido, ndo foi evidenciada a presenca de coldnias
bacterianas ou formacdo de crosta, enquanto que as amostras do grupo glicerina
revelaram 16,66% de col6nia bacteriana e 33,33% de formacéo de crosta. Este fato
pode estar relacionado a acdo antisséptica do glutaraldeido, sobre formas
bacterianas vegetativas (RABELO et al., 2004), mostrando ser mais poderoso que a
glicerina a 98%, sendo esta Ultima considerada uma solucdo com acao
antimicrobiana mais restrita (MOTA et al., 2002).

A analise da intensidade do infiltrado inflamatério, da neovascularizacdo, do
tecido de granulacéo e da formac¢do de musculo demonstrou uma maior tendéncia
de inflamacdo e neovascularizacdo, no grupo glicerina, com 5 semanas de pos-
operatorio, quando comparado ao de 10 semanas e ao grupo glutaraldeido, nos dois
momentos. Além disto, notou-se também uma maior tendéncia a formacdo de
musculo, no grupo de 10 semanas, do glutaraldeido, em relacéo ao de 5 semanas e
aos grupos glicerina. Entretanto, ndo houve resultado significativo, quando se
realizou o teste de Mann Whitiney, a 5 % de probabilidade (Anexo D).

Corroborando com os achados relativos a formacao do musculo detrusor,
com o estudo de Probst et al. (2000), em que foi testado o enxerto de matriz acelular
em cistoplastia de cdes, observou-se que o maior desenvolvimento do musculo liso
estava, diretamente, relacionado ao maior tempo pdés-operatério. Ainda, segundo
estes autores, trés mecanismos foram propostos, como responsaveis pela
regeneracado do musculo detrusor no enxerto. S&o eles: (i) o processo de migracao
de células maduras vizinhas para o local; (i) des-diferenciagdo, migracdo e
rediferenciacdo de células maduras; e (iii) infiltracdo de miofibroblastos, com
subsequente diferenciacdo, em células do musculo liso. Provavelmente, isto néo
ocorreu com 0 grupo glicerina, porgue este meio de conservacdo despertou uma
reacdo inflamatéria mais exuberante que pode ter retardado 0 processo
regenerativo.

Na pesquisa de Zhu et al. (2011), com cistoplastia, em coelhos, utilizando
matriz acelular, observou-se, em 4 semanas de poés-operatorio, formacdo de

pequenos feixes musculares que invadiam a regido do enxerto, a partir da zona de
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fronteira com o tecido nativo. As 24 semanas de pds-operatdrio, 0 musculo liso
apresentava-se mais pronunciado, entretanto, na regido central, em que o0 enxerto
havia sido implantado, a quantidade de feixes do detrusor mostrava-se rareada,
confirmando o desenvolvimento progressivo do musculo detrusor.

Durante a pesquisa de Mauney et al. (2011), a cistoplastia com matriz de
seda em ratos foi avaliada em 10 semanas pos-operatorio, mesmo periodo de
avaliacdo da cistoplastia em coelhos com tanica albuginea. Pdde-se, ali, observar,
tal como no presente experimento, que bandas de musculo liso atravessavam
completamente a regido em que o enxerto havia sido utilizado. No momento em que
se comparou este periodo pds-operatdrio, com os outros estudados, em ambos 0s
experimentos, o local da cistoplastia, com matriz de seda, aos 21 dias de pos-
operatério e no experimento da cistoplastia, com tdnica albuginea, as 5 semanas
pés-operatorias, observou-se que houve um incremento do desenvolvimento do
musculo detrusor. Este acontecimento, provavelmente, refletiu uma continuidade da
maturacdo do tecido regenerado e esse fato foi ainda mais exuberante, no grupo em
que a tunica albuginea estava, previamente, conservada em glutaraldeido.

No presente estudo, as 5 semanas de pds-operatdrio, foram observadas
tiras de tecido muscular liso, viaveis, permeadas por colageno, oriundo do tecido
anfitrido que substituia, completamente, o xenoenxerto de tunica albuginea
conservada em 66,67% das amostras, ndo havendo diferencas entre os grupos dos
dois meios conservantes. Esses achados assemelham-se aos de Daleck et al.
(1988) e Costa Neto et al. (1999), onde, aos 30 dias de pds-operatorio, o biomaterial
constituido por peritbnio bovino, também, pbéde ser evidenciado nas amostras. Isto
pode estar relacionado ao curto prazo pos-operatorio, em que as bexigas
submetidas a cistoplastia foram analisadas, pois estas ainda se encontravam em
meio ao processo de incorporagdo do biomaterial pelo tecido anfitrido. Neste
momento, o enxerto ainda desempenhava sua principal funcéo, que € a de servir de
suporte, para o desenvolvimento das células vesicais, mantendo suas propriedades
mecanicas.

Apds 10 semanas pdOs-operatérias, no grupo da glicerina, em 28,57% das
amostras, ainda se pode notar resquicios da tunica albuginea. Porém, no grupo
glutaraldeido, a incorporacdo do xenoenxerto pelo tecido anfitrido aconteceu em
todas as amostras. Mauney et al. (2011) encontraram resultados diferentes, pois a

maior parte da matriz de seda utilizada ainda estava intacta dentro do defeito criado,
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mesmo apos 10 semanas de implantagdo. No entanto, pontos focais de infiltrado de
macrofagos e fragmentacdo do enxerto foram notados. Observou-se que o
glutaraldeido parece estimular de forma mais eficiente a incorporacdo do biomaterial
ao tecido nativo. Isto poderia ser explicado pela menor tendéncia a inflamacdo que
este grupo demonstra. Entretanto, segundo Mauney et al. (2011), a matriz de seda
também despertou minima reacéao inflamatoria.

Mauney et al. (2011) afirmaram que a rapida taxa de degradacao poderia
contribuir para um estado relativamente imaturo de reparacdo, devido ao suporte
mecanico insuficiente, durante o crescimento interno da parede da bexiga.
Entrementes, no experimento em questdo, a rapida incorporacdo da tdanica
albuginea na bexiga nativa ndo resultou em um tecido imaturo, ao contrario. Esta
caracteristica € uma excelente qualidade da tunica albuginea conservada,
principalmente em glutaraldeido, pois conforme Su et al. (2009), a lenta reabsorcéo
do enxerto pode, inclusive, aumentar o risco de formacado de calculos urinarios, ao
longo do tempo.

Apo6s a implantacdo do biomaterial no tecido vivo, é necessério que as
propriedades mecanicas sejam mantidas e que este seja utilizado como suporte,
para o repovoamento, pelos diferentes tipos celulares, do tecido anfitrido.
Posteriormente ao bem sucedido crescimento destas células, como por exemplo,
fibroblastos e células musculares, o processo de remodelacdo da biomembrana
podera ocorrer de acordo com o0 novo ambiente bioldgico. Este enxerto ndo deve ter
uma taxa de degradacdo tdo rapida, que ndo dé tempo para esse processo se
desenvolver. Este tecido deve regular negativamente a inflamagdo e aumentar a
taxa de infiltragdo celular. Estes mecanismos dependem, fortemente, das
propriedades biolégicas do enxerto.

Uma maneira bastante utilizada para aumentar a resisténcia, inibir processos
inflamatorios, e diminuir a taxa de degradagdo das bioproteses é a utilizacdo de
agentes quimicos de ligacdo cruzada, como o glutaraldeido (KOCH et al., 2012). Um
aspecto importante a ser considerado no tratamento quimico de ligacdes cruzadas é
a capacidade do tecido, a ser utilizado como biomaterial, para reter materiais
citotéxicos (JORGE-HERRERO et al.,, 2010). Entretanto, a preservacdo com
glicerina leva a perda de componentes celulares do biomaterial, mantendo
preservada a resisténcia e a estrutura da matriz extracelular formada pelo colageno

(CUNHA et al., 2013). A Figura 9 ilustra os achados microscopicos das bexigas.



59

Figura 9. Fotomicrografia de bexiga de coelho nos pés-operatorios das cistoplastias.
A) e B) Grupo glicerina 5 semanas. Tiras musculares regeneradas na regidao do enxerto.
Objetiva de 20x. C) Grupo glutaraldeido 10 semanas. Reepitelizacdo completa com urotélio
hiperplésico. D) Grupo glicerina 10 semanas. Area com tecido cicatricial maduro. Objetiva de
10x. E) Glicerina 10 semanas. Urotélio revestindo totalmente a local da cistoplastia e cisto
na regidao submucosa. Objetiva de 10x. F) Glutaraldeido 10 semanas. Grande quantidade

de cistos na submucosa. Objetiva de 40x. Coloragdo HE.



60

Assim como no estudo de Seth et al. (2013), que testaram matriz porosa de
seda, em cistoplastia de ratos, ndo ha evidéncia de eventos fibréticos graves, em
nenhum dos grupos estudados, além da auséncia de eventos inflamatorios crénicos
substanciais.

Em relagdo a expressdo do biomarcador VEGF, observou-se marcagéo
deste anticorpo nos macréfagos e células endoteliais de todas as amostras. Houve
diferenca significativa (p=5%), mediante o teste Mann Whitney, na quantidade de
macréfagos imunomarcados pelo VEGF, no grupo de 5 semanas da glicerina,
indicando maior estimulo a angiogénese, quando comparado ao grupo de
10 semanas e a ambos os grupos do glutaraldeido. Por outro lado, ndo houve
diferenca na expressdo do VEGF, nas células endoteliais, nos grupos estudados
(Anexo B).

O VEGF estimula a angiogénese direta e indiretamente. A expressao
endogena de VEGF, durante o reparo tecidual, provavelmente, possui um importante
papel, recrutando células progenitoras endoteliais, servindo como um potente
mitdgeno destas células e inibindo a apoptose. Além disto, este fator de crescimento
€ capaz de aumentar a permeabilidade celular, durante o processo de regeneracao,
facilitando a chegada de células inflamatérias (GALIANO et al., 2004,
DAMICO, 2007).

Segundo Zhou et al. (2013), apés a realizacdo de uma cistoplastia, o VEGF
tem o poder de estimular as células endoteliais, adjacentes ao enxerto, a migrarem
em direcdo a este e a se proliferarem, no local, dando origem a novos vasos. Na
pesquisa em questdo, o VEGF, possivelmente, ainda desempenhava este papel
inicial do processo regenerativo, no grupo glicerina 5 semanas, no qual se podia
encontrar forte expressao do imunomarcador VEGF. Entretanto, oS outros grupos
nao apresentaram expressao deste anticorpo tao evidente.

O grupo da glicerina, as 5 semanas p0s operatdrias, apresentou maior
tendéncia a intensidade do infiltrado inflamatorio e consequentemente, maior
expressdo de VEGF nos macréfagos. Confirmando esta hipotese, Brown et al.
(1992), afirmaram que, durante o processo de reparo, o VEGF regula varios
processos, incluindo a permeabilidade vascular, o influxo de células inflamatérios, no
local da lesdo, migracdo e proliferagdo das células endoteliais existentes e
recrutamento de células precursoras, para o local a ser reparado. Esses sao fatores

indispensaveis a etapa inflamatoria do processo regenerativo.
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Corroborando com estes dados, Domingos et al. (2012), realizaram
cistoplastia de coelhos, com biomembrana de latex e encontraram, no grupo de 15
dias do poés-operatorio maior expressao de VEGF, enquanto que, no grupo de
90 dias, apoOs a cistoplastia, houve significativo decréscimo na imunomarcacao.
Segundo estes mesmos autores, o potencial angiogénico do local do enxerto é
temporario e acompanha a reducdo do processo inflamataorio.

No grupo glutaraldeido, as 5 semanas, entretanto, o processo inflamatério foi
reduzido de forma gradativa, assim como a expressédo do imunomarcador VEGF, da
mesma forma que no estudo de Domingos et al. (2012). Estes dados sugerem que a
resposta inflamatéria mais curta poderia acelerar o processo de remodelamento.
Esta hipbtese foi reafirmada, pela maior tendéncia a formacdo de musculo detrusor,
em 10 semanas, ap0s a cirurgia, no grupo glutaraldeido, quando comparado ao
grupo da glicerina, no mesmo periodo, ou seja, 0 processo regenerativo, do grupo
do glutaraldeido, desenvolveu-se, mais precocemente.

Uma explicacdo para tal fenbmeno poderia ser a intensa atividade dos
macrofagos, durante as fases iniciais da cicatrizacdo (DOMINGOS et al., 2012),
indicando que estas células desempenham um importante papel de controlar a
proliferacdo e migracdo de fibroblastos, na formacdo da matriz e angiogénese
(ASHELEY et al., 2010). Corroborando com estes achados, haveria a suposicéo, no
experimento em questéo, de que o fato de ter encontrado um aumento significativo
na expressado do VEGF, nos macrofagos e ndo nas células endoteliais, indicaria que
0S primeiros seriam as células capazes de orquestrar as etapas iniciais do
processo reparativo.

De acordo com Brown et al. (1992), estudos com animais mostraram que o
VEGF €& expresso por macréfagos e queratinocitos, mas, nao pelas células
endoteliais, embora os vasos adjacentes, ao local em que este fator foi presente,
apresentassem evidéncias dos seus efeitos. Da mesma maneira, na pesquisa em
questdo, o macrofago revelou uma maior expressdo de VEGF. Entretanto, ao
contrario do que afirmaram Brown et al. (1992), pode-se notar a imunomarcagao em
células endoteliais, mesmo que nao tao significativa, como no caso dos macréfagos.
Dados semelhantes foram descritos por Kumar et al. (2009) que identificaram, em
feridas de humanos, aumento significativo na expressdo de VEGF, em células

endoteliais, além da expressdo em fibroblastos e macrofagos.
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Segundo Jones et al. (2007), a quimica da superficie do biomaterial
desempenha forte papel na ativacdo de macréfagos e isto pode determinar a
resposta biologica aos enxertos. No presente estudo, provavelmente, o biomaterial
tratado com glicerina demorou mais a instigar a resposta dos macréfagos ao
processo de incorporagdo, retardando assim o inicio da fase inflamatoria,
possivelmente marcada pela maior expressao de VEGF.

A presenca do VEGF no processo regenerativo da cistoplastia vai além da
angiogénese, este fator de crescimento, conforme Zhou et al. (2013), pode promover
o inicio do processo regenerativo, também, com a elevacdo da atividade das
gelatinases (MMP-2 e MMP-9). No presente estudo, o aumento da expressao do
VEGF parecia indicar o inicio do processo reparativo. O grupo em que o VEGF se
apresentava, aumentado a MMP-2, obteve, igualmente, forte expressédo e,
possivelmente, este fator de crescimento serviu como desencadeador do inicio da
regeneracao.

Youssif et al. (2005), testaram a incubacédo de VEGF, em enxerto de matriz
acelular para cistoplastia de ratos, além de aplicacdo deste fator de crescimento, na
bexiga nativa, em que se realizaram as cirurgias. Estes autores concluiram que o
VEGF é capaz de acelerar a regeneracdo das bexigas que sofreram cistoplastia,
com o enxerto de matriz acelular. Ressaltaram, ainda, que este fator de crescimento
pode estimular a regeneracdo do muasculo detrusor.

Contudo, no estudo em questdo, embora ndo tenha havido tratamento com o
VEGF, observou-se que o0 grupo glutaraldeido 10 semanas poés-operatério
apresentou maior tendéncia ao desenvolvimento de musculo, mas, ndo se pode
notar uma expressédo muito acentuada do imunomarcador VEGF. Talvez, o estimulo
oriundo deste fator de crescimento tenha ocorrido em algum momento mais precoce
da regeneragcdo e esse estimulo, mesmo ndo estando presente no momento da
avaliacdo, levou ao processo de regeneracdo do musculo detrusor com maior
rapidez que no grupo glicerina 10 semanas.

Kumar et al. (2009) analisaram biépsias de feridas cirargicas, na pele de
humanos, em vérios estagios de cicatrizacdo e o0s estudos revelaram que a
expressdo maxima do VEGF ocorreu em duas semanas e diminuiu até 24 semanas
apos a cirurgia. Na presente pesquisa, 0 grupo glicerina 5 semanas apresentou uma
forte expressdo do imunomarcador VEGF, entretanto o grupo glutaraldeido

5 semanas exibiu uma marcacdo de menor intensidade. Embora as regifes da
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cistoplastia dos coelhos nao tenham sido analisadas, com apenas duas semanas de
poOs-operatorio, é possivel que no grupo do glutaraldeido, a expressdo do VEGF
estivesse em niveis elevados nesta fase, corroborando com o trabalho subjacente.
Também se pode observar que, com o decorrer das semanas, a expressdo deste
fator de crescimento foi decrescendo, conforme ja descrito por Kumar et al. (2009).

As MMPs séo importantes, em muitos processos biolégicos e patoldgicos,
por terem a capacidade de degradar componentes da matriz extracelular (VISSE;
NIGAGE, 2003). A MMP-2 é expressa por varios tipos celulares, incluindo
fibroblastos, queratindcitos, condrdcitos, osteoblastos e mondcitos e degrada,
principalmente, o colageno | e IV (HASHIZUME, 2007). Esta metaloproteinase,
também, possui efeito sinérgico com a angiogénese (AMALINEI et al., 2007).

Neste estudo, houve expressdo do biomarcador MMP-2, nos macréfagos,
células endoteliais e fibroblastos, em todas as amostras. A expressdo de MMP-2 foi
elevada, em ambos 0s grupos glicerina, ndo havendo diferenca significativa (p=5%),
entre 0s momentos pés-operatorios. Entretanto, houve diferenca significativa, a 5%
de probabilidade, de acordo com o Teste de Mann Witney, na quantidade de
fibroblastos imunomarcados pelo MMP-2, no grupo de 5 semanas do glutaraldeido,
guando comparado ao grupo de 10 semanas (Anexo C).

A MMP-2 desempenha um papel crucial, na cicatrizacdo das feridas e na
resposta inflamatéria, além de ser a chave reguladora destes processos e de
comandar a remodelacdo dos tecidos (JANSEN et al., 2007). Desta forma, os
fibroblastos sdo as células mais importantes envolvidas na producéo e remodelagem
da matriz extracelular durante a reparacéo de feridas (XIE et al., 2008). Estes dados
poderiam sugerir o inicio da fase de remodelamento, no grupo glutaraldeido, em 5
semanas, devido a maior expressao da MMP-2, encontrada nos fibroblastos, neste
grupo.

De acordo com Jansen et al. (2007) os fibroblastos que rodeiam o enxerto
apresentam uma forte expressao de MMP-2, entretanto aqueles que nao estdo mais
em contato com o biomaterial, possuem fraca expressdo. Poderia se supor que
houve diferenca significativa na quantidade de fibroblastos imunomarcados pelo
MMP-2, no grupo de 5 semanas do glutaraldeido, quando comparado ao grupo de
10 semanas, porque, com o passar do tempo, ndo havia mais nenhum resquicio do
xenoenxerto. Desta maneira, os fibroblastos perderam o estimulo para sintetizar esta

metaloproteinase.
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Em relacdo a expressdo da MMP-2, entre os grupos glicerina e
glutaraldeido, observou-se que houve acentuada imunomarcacdo, nas células
endoteliais, em 5 semanas de pds-operatorio, entretanto, ndo foram verificadas
diferencas significativas na expressdo de MMP-2, entre 0s grupos glicerina e
glutaraldeido. Também ndo foram encontradas diferencas significativas (p=5%), nos
demais tipos celulares avaliados com este biomarcador e os diferentes meios de
conservacao, nos dois periodos estudados.

A invasdo e migracdo de células endoteliais, pela matriz extracelular,
durante a angiogénese, sdo moduladas pelas integrinas, uma familia de moléculas
de adeséao celular. As integrinas facilitam a migracédo, por meio da interacdo com
moléculas da matriz extracelular. Esse processo é potencializado pela secrecdo das
metaloproteinases e é modulado por inibidores tissulares das MMPs (“tissue
inhibitors of metalloproteinases”, TIMPs) (DAMICO, 2007, MAKOS; BODE, 2003).
A MMP-2 é responsavel por clivar moléculas e, desta forma, ativa receptores,
induzindo a migracéo de células epiteliais (RODRIGUEZ et al., 2010).

Diante disto, acredita-se que a acentuada expressao de MMP-2, nas células
endoteliais, possa estar relacionada a migracdo destas durante o processo de
angiogénese, mais evidente em 5 semanas de pdés-operatério, bem como pela
secrecdo de MMP-2, por estas células, atuando no processo de remodelamento
tecidual. Além disto, pode-se supor que a secrecdo de MMP-2, pelo endotélio,
auxilie na neovascularizagéo e na deposi¢cao de matriz extracelular, no processo de
reparo tecidual.

Estes dados comprovam que a matriz extracelular € uma complexa malha de
moléculas estruturais e de sinalizac&o, que fornece suporte dinamico para as células
e tecidos, bem como abriga e incorpora informac¢des que modulam o comportamento
celular, conforme citado por Nagage e Woessner (1999).

No presente estudo, o grupo glicerina, com 5 semanas, obteve um aumento
tanto de VEGF quanto de MMP2. Segundo Kvanta et al. (2000), MMP-2, MMP-9 e
VEGF, estao todos envolvidos no processo de neovasculariza¢do e, neste momento,
a MMP-2 se mantém aumentada simultaneamente ao VEGF. Confirmando este fato,
no presente estudo, em todo o grupo em que o VEGF foi fortemente expressado,
também se pode notar forte presenca da MMP-2. Isto poderia ter relacdo, conforme
Storkebaum e Carmeliet (2004), com a capacidade que o VEGF possui de aumentar

a expressdo celular de metaloproteinases, degradando a matriz extracelular e
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facilitando a penetracdo dos novos vasos no tecido, ao mesmo tempo em que
diminui a expressao endotelial dos inibidores de metaloproteinases. Ainda, segundo
os autores, 0 VEGF possui efeito pré-inflamatério. De acordo com Damico (2007) e
Sakurai et al. (2003), este efeito pro-inflamatério € um importante fator na
estabilizacdo e remodelagéo vascular.

Segundo Storkebaum e Carmeliet (2004), os achados de expresséo
marcante de VEGF e MMP-2, do grupo glicerina, em 5 semanas, podem estar
relacionados a ocorréncia de uma fase inflamatdria e de angiogénese tecidual.
Corroborando com estes achados, Junge et al. (2012) relataram que as MMPs
desencadeiam a liberacéo das citocinas da matriz extracelular, estando estas, entéo,
envolvidas na quimiotaxia das células inflamatoérias. Niveis fisiologicos de MMPs séo
essenciais para uma regeneracdo adequada da ferida, porém, quando expressados
excessivamente, podem desencadear uma reac¢ao tipo corpo estranho, pela ativacéo
de macrofagos. Por isto, no futuro, a modulacdo da expressdo do MMP-2 pode
representar uma nova abordagem para a reorganizacao de interacdes célula-célula,
com o objetivo de aperfeicoar a incorporacdo do enxerto ao tecido anfitrido.

O grupo de 10 semanas poés-operatérias, da glicerina, apresentou uma
diminuicdo de VEGF, entretanto a MMP-2 se manteve elevada. Esta diminuicdo do
VEGF apontaria para uma diminuicdo da angiogénese, o que poderia ter relacao
com o fim da etapa inflamatéria. A MMP-2 é classificada como uma gelatinase e
possui uma importante funcao no processo de degradacéo e remodelagem da matriz
extracelular, em varios estados fisiolégicos, como na cicatrizacdo de feridas
(HASHIZUME, 2007). Provavelmente, a MMP-2 se manteve elevada, neste estudo,
com o objetivo de dar prosseguimento ao remodelamento do tecido, com a
reorganizagdo das fibras coldgenas, o que ndo poderia ocorrer sem a presencga do
MMP-2. Ainda, conforme Hashizume (2007), esta metaloproteinase é capaz de
finalizar a degradacdo do colageno | e a presenca deste tipo de colageno, mais
denso, indica a presenca de um tecido mais maduro, em etapa de remodelamento.

No estudo em questdo, a MMP-2 se manteve elevada, tanto no periodo
inflamatorio, como ap6s este periodo, porque, conforme Luttikhuizen et al. (2006), as
metaloproteinases sao capazes de estimular a inflamac&o, assim como inibi-las. Na
explicacdo para tal fendmeno, ainda segundo os autores, incialmente as MMPs

ativam mediadores pro-inflamatérios, com o transcorrer do processo de degradacdo
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da matriz extracelular e estas adquirem, em seguida, a capacidade de estimular
outros mediadores, os anti-inflamatorios. Com isto, as fases da regeneracao tecidual
se adiantam, dando origem a um tecido mais maduro, de forma mais rapida.

No grupo de glutaraldeido, em 5 semanas, pode-se notar as mesmas
alteracOes que, no grupo de 10 semanas da glicerina, ou seja, a expresséo de VEGF
estava baixa e da MMP-2 elevada. Isto pode significar que, como no grupo citado, a
resposta inflamatoria havia finalizado e o processo de remodelamento estaria
ocorrendo. Estes dados indicam a precocidade para o remodelamento tecidual do
grupo glutaraldeido em relacdo a glicerina.

As metaloproteinases, conforme descrito por Rodriguez et al. (2010), sao
capazes de regular a proliferacdo e a migracdo celular, programar a morte, a
angiogénese, a inflamagéo, a resposta imunogénica e varios outros processos,
interferindo, diretamente, na homeostase dos tecidos. Provavelmente, o MMP-2,
neste estudo, sé reduziu sua expressao a partir do momento em que o tecido
conseguiu alcancar uma maturidade, onde sua homeostase foi predominante,
evento que ocorreu, primariamente, no grupo glutaraldeido.

Em 10 semanas pdés-operatérias, o grupo do glutaraldeido apresentava
pouca expressdo de VEGF e de MMP-2, podendo-se supor, por isso, que O
remodelamento tecidual estaria em fase final e que os inibidores de
metaloproteinases estariam com a sua expressdo aumentada, pois podem ser
inativadas pelas TIMPs (AMALINEI et al., 2007). Entretanto, estes inibidores n&o
foram avaliados, no presente estudo. Corroborando com esta hipotese,
Kerkvliet et al. (1999) afirmaram que o MMP-2 é uma metaloproteinase, com papel
crucial, na degradacdo de fibras colagenas delgadas, presentes em um tecido
imaturo. Isto foi comprovado, no estudo destes autores, quando observaram que,
com o tempo, o nivel de MMP-2 aumentava e esse evento tinha uma correlacdo
direta com a maior quantidade de coladgeno degradado no tecido conjuntivo imaturo.
Pode-se supor com isto, que, em 10 semanas, o0 MMP-2 apresentava niveis mais
baixos por ter predominantemente tecido maduro.

Os MMPs tém sido considerados como o0s principais facilitadores da
migracdo celular, pela quebra de barreiras da matriz extracelular. No entanto,
mesmo quando esta funcdo de degradar o tecido conjuntivo estd presente, ela
assume uma importancia secundaria, frente a processos mais complexos, tais como

a clivagem de um receptor ou a exposicao de receptores especificos, que induzem a
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motilidade e invasdo celular. (RODRIGUEZ et al., 2010). No presente estudo, 0
MMP-2 se manteve em alto nivel, em ambos os grupos glicerina, entretanto, no
grupo glutaraldeido, este nivel s6 esteve alto até 5 semanas pos-operatérias.
O grupo glicerina também foi 0 que demorou mais a ter o biomaterial incorporado e
este fato poderia ter relacdo com a manutengédo do MMP-2, fortemente expressado,
neste grupo. A acdo desta metaloproteinase, ainda se fazia necessaria, pois as
células do tecido anfitrido ainda ndo haviam dominado, totalmente, toda a regidao do
enxerto.

A Figura 10 ilustra os achados imunoistoquimicos das bexigas, apos a

cirurgia.
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Figura 10. Fotomicrografia de bexiga de coelho, nos pos-operatérios das cistoplastias.

Coloragdo imunoistoquimica para VEGF e MMP-2. A) Grupo glicerina 5 semanas. Notar
células endoteliais expressando VEGF. B) Grupo glutaraldeido 5 semanas. Expressiva
imunomarcacdo de de VEGF em macréfagos. C) Grupo glicerina 5 semanas. Macrofagos e
células endoteliais imunomarcados com VEGF. D) Grupo glutaraldeido 5 semanas.
Macrofagos, células enditeliais e fibroblastos imunomarcados com MMP-2. E) Glicerina
5 semanas. Fibroblastos fortemente marcados com MMP-2. F) Glicerina 10 semanas.
Marcacao de endotélio com MMP-2. Objetiva de 40x.
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5 CONLUSAO

A arquitetura tecidual da tunica albuginea bovina foi mantida em ambos os

meios;

A tunica albuginea, quando utilizada como xenoenxerto, serve de alicerce e

estimulo para o desenvolvimento dos tecidos vesicais;

Ambos 0s meios conservantes estudados possuem as caracteristicas

adequadas, para utilizacdo em cirurgias reconstrutivas;

A glicerina mantém a integridade tecidual de forma mais eficiente que o

glutaraldeido;

O glutaraldeido a 0,625% demonstrou ser mais eficaz, para a utilizacdo, como

biomaterial, em cistoplastias de coelhos.
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A- TECNICAS DE COLORACAO HISTOLOGICAS E HISTOQUIMICAS

Al- Coloracao hematoxilina/eosina

Apbs o processo de aquecimento em estufa, as laminas passaram pela
desparafinizacdo em solucdo de xilol, em ordem crescente de pureza, durante
10 minutos e cinco minutos, respectivamente. Em seguida, foi realizada hidratacao
em alcool absoluto, em duas passagens, de trés minutos, cada. Apds este processo,
as laminas foram acondicionadas, em um recipiente de vidro e lavadas em agua
corrente, por cinco minutos, seguidas da passagem em agua destilada por
30 segundos.

A bateria de coloragdo deu continuidade, com o acondicionamento das
laminas, em uma cuba, contendo hematoxilina de Harris, por um periodo de sete
minutos e, em seguida, foram lavadas em passagem de agua corrente, por
10 minutos, seguidos de passagem em alcool. Em estagio seguinte, as laminas
foram submersas, no corante eosina, por um minuto, seguido de trés passagens de
trés minutos cada, em alcool para desidratacdo, posteriormente seguiram para o xilol

por trés minutos para desidratacdo e, por fim, a montagem das laminas.

A2- Tricromico de Masson

ApoOs o processo de desparafinizacdo, hidratacdo e passagem em &agua
destilada, as laminas foram acomodadas, em uma cuba de vidro, contendo a
solucéo de Bouin, onde permaneceram, por uma hora, em estufa a 60°C. Apos este
periodo, as laminas foram retiradas da solucdo e colocadas sobre uma bandeja de
metal e, com uma pipeta, a solucdo de Weigth foi estilada, sobre os cortes, onde
permaneceu, por cinco minutos. Posteriormente, as laminas foram lavadas, em agua
corrente, por cinco minutos e em agua destilada, por 30 segundos.

Em seguida, foi preparado o corante fuccina e ponceau na proporcao de 1/1
e este permaneceu, por 10 minutos, sobre os cortes. Posteriormente, as laminas
seguiram para a lavagem, em agua corrente, por um minuto. Estas foram, entéao,
submersas, na solucdo de acido fosfomolibdico a 1%, por cinco minutos, seguidas
de lavagem, em agua corrente e agua destilada. Adicionou-se azul de alinina, por

sete minutos, seguidos de lavagem, em &agua corrente, para retirar 0 excesso.
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As laminas foram submersas, em acido acético 1%, por um minuto, seguido dos

processos de desidratacdo e montagem.

A3- Picrosirius Red

Apoés o protocolo padréo de desparafinizacdo, hidratacdo e passagem, em
agua destilada, as laminas permaneceram submersas, em acido fosfomolibdico a
0,2%, por dois minutos; logo em seguida, foram lavadas, em &gua destilada, por
30 segundos e acomodadas em uma recipiente, contendo o corante picrosirius red,
onde permaneceram, por 110 minutos. ApOs este processo, as laminas seguiram
para o acido cloridrico 0,01%, por um minuto, passaram por uma solucéao de alcool

70% por 45 minutos e, por fim, sofreram o0 processo de desidratagdo e montagem.



B- ANALISE ESTATISTICA: VEGF
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C- ANALISE ESTATISTICA: MMP-2
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D- ANALISE ESTATISTICA: HE INTENSIDADE
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