http://dx.doi.org/10.1590/1678-4162-9:

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.69, n.4, p.973-979, 2017

Avaliacdo morfofuncional do enxerto de tinica albuginea
suina na cistoplastia em ratos

[Morpho-fuctional evaluation of porcine tunica albuginea as a
graft for cystoplasty in rats]

T.A. Moraest, A.C.C. Canellast, A.F. Rodriguest, C.F.F. Lancetta?,
V.AN. Degani?, M.L.G. Ferreira®

tAluna de pos-graduagdo — Universidade Federal Fluminense — UFF — Niter6i,RJ
2Universidade Federal Fluminense — UFF — Niter6i, RJ

RESUMO

O objetivo deste trabalho é avaliar o uso da tnica albuginea suina na cistoplastia em ratos, avaliando
funcionalidade, capacidade de reparagdo do 6rgéo e possibilidades de complicagdes. Foram selecionados
30 ratos Wistar, machos, de seis meses de idade, divididos em: um grupo teste (TA), em que 0s animais
receberam o enxerto de tlnica albuginea suina ap0s a cistectomia parcial e um grupo controle (C), em que
0s animais sofreram somente a cistectomia parcial. Os animais pertencentes a ambos os grupos foram
divididos igualmente em subgrupos de cinco animais cada, que sofreram eutanasia em sete, 28 e 42 dias
de pds-operatorio. Foi realizada uma anélise macroscépica e, posteriormente, uma andlise histopatoldgica
da regido da ferida cirdrgica. Aos sete e 28 dias, 0s animais pertencentes ao grupo C e ao grupo TA
apresentaram urotelizacdo, regeneracdo da lamina prdpria e da musculatura, porém o grupo TA
apresentou menores sinais inflamatérios e maior organizacdo tecidual, principalmente com relagdo a
formacdo das fibras musculares. Aos 42 dias de pds-operatério, ambos 0s grupos ja apresentavam
caracteristicas histologicas normais. Concluiu-se que o enxerto de tdnica albuginea suina obteve sucesso
na regeneracao da bexiga de ratos, mantendo a funcionalidade do 6rgéo, sem rejeicdo, e favorecendo a
migracéo celular.
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ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate porcine tunica albuginea as a graft for cystoplasty in rats, regarding
bladder function, capacity and possible complications. 30 male Wistar rats with six monthes of age have
been selected and separated into two different groups: A test group (TA) in which the animals received a
tunica albuginea graft after partial cystectomy and a control group (C) in which partial cystectomy was
performed, followed by bladder suture. In each group the animals were euthanized at seven, 28 and 42
days after surgery. Macroscopic and Histological analysis have been performed. At seven and 28 days
after surgery the samples from both groups had urothelial lining upon a lamina propria and smooth
muscle fibers in regeneration process. However, the TA group showed less inflammatory signs and more
organized structure, mainly regarding the smooth muscle formation. At 42 days after surgery all groups
showed a bladder wall structure qualitatively identical to the normal tissue. We could conclude that
tunica albuginea graft is able to maintain bladder function and support cellular migration without any
kind of rejection.

Keywords: partial cystectomy, biomaterials, heterologous graft

INTRODUCAO provocam importantes danos ao sistema urinario
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Traumatismos, lesGes inflamatdrias e neoplasias reconstrugio. Bexiga neurogénica e fibrose
correspondem a parte das possiveis afeccdes que vesical também sio fatores que requerem
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do orgdo. Algumas técnicas cirlrgicas vém
sendo avaliadas a fim de realizar a reparagdo do
orgdo de maneira mais eficaz (Caione et al.,
2006).

Para a reconstrucdo da wvesicula urinaria, sdo
necessarios  materiais  biocompativeis  que
permitam a migracdo, O crescimento e a
diferenciacdo celular e que mantenham a
complacéncia e o volume do 6rgao,
preferencialmente sem causar reagbes ou
alteracGes imunoldgicas ao receptor (Greca et al.,
2004; Kung Lin et al., 2015). Biomateriais e
polimeros naturais vém sendo estudados como
substitutos da parede da bexiga (Schoeller et al.,
2001; Zhang et al., 2006; Kung Lin et al., 2015).

Durante a regeneracdo da bexiga, é necessaria
uma repopulagdo funcional de suas células na
regido do enxerto. A proliferacdo dos vasos
sanguineos é importante para enviar nutrientes e
oxigénio, além de remover as células
danificadas. A regeneracdo da musculatura lisa
faz-se essencial para recuperar a complacéncia e
a contratilidade da bexiga (Sievert e Tanagho,
2000).

Alguns biomateriais vém sendo utilizados na
reparacdo da bexiga, como: pericérdio, peritbnio,
tlnica vaginal, ileo e submucosa intestinal suina
(Abilio, 2003; Greca et al., 2004; Ayyldiz et al.,
2008; Oliveira et al., 2008; Wongsetthachai et
al., 2011; Souza, 2014).

A tlnica albuginea é a camada média e mais
espessa da capsula testicular. E constituida
principalmente por colageno, fibras elasticas e
muitos  fibroblastos, conferindo a ela
caracteristica de um tecido conjuntivo denso. Por
ser um tecido conjuntivo ndo modelado, suas
fibras colagenas se apresentam entrelagadas,
permitindo, desta forma, a tragdo tanto em
sentido longitudinal quanto transversal, o que
demonstra sua resisténcia (Hsu et al., 1994;
Gartner e Hiatt, 2003).

A aplicagcdo da tlnica albuginea autéloga na
correcdo de alteracdes penianas vem sendo
descrita com sucesso (Schwarzer et al., 2003; Da
Ros et al., 2012). Gadja et al.(2006) utilizaram
retalhos de tlnica albuginea na reconstrucdo do
ureter de cdes e observaram bons resultados na
substituicdo de parte do 6rgdo. O uso da tlnica
albuginea como  biomaterial  mostrou-se
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vantajoso por ser um tecido de facil obtencéo,
processamento e aplicacdo (Nunes, 2007).

O objetivo do presente trabalho é avaliar o
comportamento da tdnica abuginea suina na
cistoplastia em ratos com relagdo a regeneragao
tecidual, a funcionalidade do 6rgdo e a
possibilidade de complicacBes como: rejeicdo,
inflamacdo e formacdo de urodlitos, além de
propor a tdnica albuginea suina como um novo
biomatrial nos procedimentos de reparacdo da
bexiga.

MATERIAL E METODO

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de
Etica em wuso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal Fluminense, com o
protocolo de nimero 534/14.

A enxertia foi obtida por meio de orquiectomia,
pela técnica de testiculo descoberto, corddo
descoberto, de um suino filhote. A tdnica
albuginea foi conservada em solugéo de glicerina
98% com neomicina a 10% durante 60 dias.
Para a realizagdo do experimento, foram
utilizados 30 ratos Wistar, machos, de seis meses
de idade, provenientes do Nucleo de Animais de
Laboratério (NAL) da Universidade Federal
Fluminense. Os animais foram acondicionados
em gaiolas, sob temperatura e luminosidade
naturais, recebendo &gua potéavel e ragdo e foram
divididos em dois grupos: um grupo teste (TA),
cujos animais sofreram uma cistectomia parcial
com aplicagcdo do enxerto de tunica albuginea
suina, e um grupo controle (C), em que 0s
animais sofreram somente a cistectomia parcial.

A inducdo anestésica foi realizada com a
associa¢do de cetamina, midazolam e tramadol,
nas doses de 75mg/kg, 10mg/kg e 15mg/Kkg,
respectivamente, via intraperitoneal.

A técnica cirdrgica utilizada foi semelhante em
ambos os grupos: os ratos foram colocados em
decubito dorsal e, apds tricotomia e antissepsia
do campo operatério, foram submetidos a
laparotomia longitudinal mediana retroumbilical,
com incisdo de aproximadamente  dois
centimetros de extensdo. Apds a exposicdo da
bexiga, realizou-se seu esvaziamento por meio
de cistocentese com seringa e agulha de insulina.
Em seguida, removeu-se 1/3 da area da bexiga.
No grupo C, a sutura foi realizada em padrdo
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continuo, com acido poliglicélico 5-0, unindo os
bordos da parede da bexiga. O grupo TA recebeu
0 mesmo padrdo de sutura, porém unindo o
enxerto aos bordos da parede vesical. A
omentaliza¢do da bexiga foi realizada em ambos
0s grupos. A rafia da parede abdominal foi
realizada com fio inabsorvivel monofilamentar
3-0, em padrdo continuo, bem como a pele. Foi
respeitado 0 mesmo tempo cirlrgico entre o0s
grupos C e TA, com duracdo de oito minutos.

No  pos-operatério, o0s animais foram
acondicionados em caixas isoladas, durante sete
dias, para melhor observacdo deles. Foram
avaliados aspectos clinicos como: estado geral do
animal, apetite, grau de atividade, aspecto da
ferida cirdrgica e caracteristicas da urina. A
terapia poOs-operatéria incluiu enrofloxacino
(5mg/kg) a cada 24 horas, cetoprofeno
(10mg/kg) a cada 24 horas e dipirona sédica
(100mg/kg) a cada 12 horas, via subcutanea,
durante cinco dias.

Cada grupo foi dividido em trés subgrupos, com
cinco animais cada, os quais sofreram eutanasia
mediante inalacdo de sobredose isoflurano, em
sete, 28 e 42 dias de pds-operatorio.

Durante a necropsia, a bexiga foi extraida,
esvaziada e, em seguida, fixada em formalina
tamponada a 10%, durante quatro semanas.
Foram avaliados sinais de inflamacéo intra-
abdominal e reacdo, como deiscéncia de sutura,
presenca de liquido livre e aderéncias. Apés a
fixacdo, as amostras foram clivadas e
processadas histologicamente, para obtencdo de
cortes histoldgicos de 5um de espessura. Os
fragmentos foram depositados em laminas de
vidro e corados pelos métodos de hematoxilina-
eosina (HE) e tricrdmico de Gomori.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um animal pertencente a cada grupo (C e TA)
apresentou quadro de ascite e Obito no terceiro
dia de poOs-operatorio, por deiscéncia de sutura
ou ndo adesdo do enxerto.Trés animais de cada
grupo apresentaram quadro de hematdria dentro
dos trés primeiros dias de pds-operatorio, com
resolucdo espontanea nos dias subsequentes.

As alteracBes macroscOpicas observadas na

necropsia foram: urolitiase, muco e coagulo no
interior bexiga. A urolitiase foi presente em sete
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dos 15 animais pertencentes ao grupo C e em
quatro dos 15 animais do grupo TA. Piechota et
al. (1999) realizaram a implantagdo de matriz
acelular de bexiga em ratos e observaram a
formagao de urolitiase em trés dos 10 animais do
grupo controle e em 16 dos 20 animais do grupo
teste. Wefer et al. (2001) observaram 78% de
formacdo de calculos urindrios nos ratos que
receberam o enxerto de matriz extracelular de
bexiga.

Outros relatos sugerem que qualquer tipo de
cistoplastia em ratos predisponha a formacédo de
urolitiase (Guan et al., 1990; Khoury et al.,
1992), entretanto a tunica albuginea suina se
mostrou menos litogénica (30% dos animais)
quando comparada ao grupo controle do presente
trabalho e aos trabalhos de Piechota et al. (1999)
e Wefer et al. (2001), que se aproximaram de
80% de casos de urolitiase entre os animais que
receberam o0 enxerto de matriz acelular de
bexiga.

Um animal do grupo C apresentou coagulo e
outro animal apresentou muco, enquanto no
grupo TA, dois animais apresentaram muco.

No presente trabalho, ndo foram observadas
aderéncias, diferentemente do que relatam
Oliveira et al. (2008) e Souza (2014), em que
todos os animais submetidos ao procedimento
apresentaram algum tipo de aderéncia, seja ao
omento, ao reto, ao intestino delgado, seja ao
peritbnio. Esse fato pode ser explicado pela
realizacdo de omentalizacdo da bexiga durante o
procedimento cirdrgico para evitar aderéncias de
demais tecidos.

Na avaliagdo histopatoldgica ap6s sete dias de
pés-operatério, observou-se, no grupo TA,
inflamacdo moderada com neovascularizagéo,
urotelizacdo da area enxertada e integridade das
camadas da bexiga, em processo de franca
regeneracdo. O enxerto apresentava-se integro,
com infiltrado inflamatorio incipiente, disperso
junto ao colageno da lamina propria (Fig. 1A). O
grupo C apresentou sinais de inflamacdo mais
intensa, com presenca de muitos
polimorfonucleares, além de neovascularizagdo
intensa e urotelizagdo da &rea acessada. Apesar
de haver a integridade das camadas, estas se
apresentavam desorganizadas, demonstrando um
retardo no processo de regeneracao (Fig. 1B).
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Dessa forma, sugere-se que a tunica albuginea
suina apresentou pouca antigenicidade, diferindo
também dos achados de Nuininga et al. (2004),
que observaram intenso infiltrado inflamatério
aos 14 dias de pds-operatorio, e de Oliveira et al.
(2008), que verificaram intenso infiltrado
inflamatorio misto aos sete dias de pds-
operatério ao enxertarem, respectivamente,
submucosa intestinal suina e peritdnio bovino
para a cistoplastia em coelhos.

De acordo com Sievert e Tanagho (2000), a
repopulacdo do urotélio é essencial para formar a
barreira impermeavel a urina e evitar reacfes
inflamatérias na regido da adesdo do enxerto. No
presente trabalho, apds sete dias de cirurgia,
houve urotelizagdo completa da regido do
enxerto, 0 que garantiu a integridade do tecido
subjacente, diferindo dos resultados de Oliveira
et al. (2008), que sé observaram regeneracdo do
epitélio e da lamina prépria apds o uso do
enxerto de peritdnio bovino em coelhos aos 60
dias de pés-operatdrio.

Nuininga et al. (2004) ndo observaram
proliferacdo celular sobre o enxerto aos 14 dias
de pds-operatorio em coelhos. O urotélio sé foi
visivel sobre o enxerto aos 30 dias de pds-
operatério, e apds trés meses ainda se podia
diferenciar a area enxertada da parede normal da
bexiga. Ja Yang et al. (2005) observaram
urotelizacdo e presenca de fibras musculares aos
sete dias de po6s-operatdrio de cistectomia parcial
com enxerto de matriz extracelular de bexiga em
coelhos.

Apo6s 28 dias de pos-operatdrio, o grupo TA
apresentou urotelizacdo completa e musculatura
bem desenvolvida (Fig. 1C). Foi possivel
observar ainda resquicios do enxerto na regido da
lamina propria e entremeado &s fibras
musculares. O grupo controle apresentou as
mesmas caracteristicas, porém com musculatura
menos desenvolvida proxima a regido da ferida
(Fig. 1D).

O processo de regeneracdo mais lento do grupo
controle,  principalmente  relacionado &
organizacdo da musculatura, quando comparado
ao grupo que recebeu a tunica albuginea suina,
pode ser explicado pelo fato de o enxerto exercer
0 papel de arcabouco para a migracdo celular,
permitindo um processo mais rapido e
organizado de regeneracdo da bexiga. ApGs 42
dias de pds-operatério, ambos 0s grupos
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apresentaram processo de regeneracdo concluido
(Fig. 1E e 1F) e, no grupo TA, o enxerto ja tinha
sido completamente absorvido.

Wefer et al. (2001) avaliaram a regeneracdo do
masculo liso em ratos submetidos & cistectomia
parcial com enxerto de matriz acelular de bexiga
e relataram que, aos seis dias de pds-operatdrio,
ja havia fibroblastos préximos ao bordo do
enxerto. Aos 10 dias, a maioria das células do
enxerto era formada por fibroblastos e, em trés
semanas, os fibroblastos ja& mudavam suas
caracteristicas para células de masculo liso.

No presente trabalho, pOde-se observar a
presenca de fibras musculares desorganizadas ja
em sete dias de pds-operatdrio e, aos 42 dias, a
musculatura lisa da bexiga ja apresentava
caracteristicas histoldgicas normais. Piechota et
al. (1999) observaram que, ap6s quatro meses de
poés-operatério, todas as camadas da bexiga
estavam presentes e que a superficie interna do
enxerto era coberta por uma camada de urotélio
com uma muscular da mucosa diferenciada, o
que j& foi observado aos 28 dias de pos-
operatério neste trabalho.

N&do foi avaliada a inervagdo da bexiga neste
trabalho devido ao curto periodo de poés-
operatério. Piechota et al. (1999) relatam que a
inervacao se restabeleceu em trés meses de pés-
operatério e que a pressdo de mic¢do foi menor
nos animais enxertados, preservando 0
funcionamento normal dos rins. Os animais
avaliados no presente trabalho apresentavam, aos
42 dias de pds-operatorio, padrdo de micgdo
normal e perfeito estado de salde e atividade, o
que ndo sugere o comprometimento da funcdo do
sistema urinario.

A presenca de infiltrado inflamatério, bem como
a neovascularizacdo nos primeiros dias dos
grupos TA e C, demonstra o inicio do processo
de reparagdo tecidual, em que ocorre a fase
inflamatdria seguida da fase de reparagdo, como
exposto por Probst (1998). A vascularizagdo foi
maior no grupo TA, podendo sugerir a presenca
de fatores de crescimento vascular estimulados
pelo enxerto, porém esses fatores ndo foram
pesquisados no presente trabalho. A urotelizacdo
ocorreu em ambos 0s grupos, no entanto o grupo
controle  apresentou um  urotélio  mais
desorganizado, provavelmente pela auséncia de
uma base para a migragéo celular.

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.69, n.4, p.973-979, 2017



Avaliacdo morfofuncional...
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Figura 1. Fotomicrografia da bexiga de rato apds cistectomia parcial. A. Grupo TA, sete dias
apresentando urotelizagdo continua (*), neovascularizagdo intensa e desenvolvimento da camada
muscular (+) e enxerto de tdnica albuginea representada por coldgeno mais denso e area de maior
vascularizacdo (**). B. Grupo C, sete dias, em que se observa o urotélio continuo, mas desorganizado (*),
bem como a musculatura menos desenvolvida na area da ferida (+). Pouca vascularizagdo e intenso
infiltrado inflamatorio. C. Grupo TA, 28 dias de pds-operatério apresentando urotelizagcdo completada (*)
e regeneracdo da camada muscular (+), além de resquicios do enxerto entremeados as fibras musculares
(**). D. Grupo C, 28 dias, em que se observa a continuidade do urotélio (*) e diminuicdo da quantidade
de fibras musculares proximas a area da ferida (+). E. Grupo TA, 42 dias pds-operatdrio apresentando
regeneracdo completada e absorcdo completa do enxerto. F. Grupo C, 42 dias poOs-operatorio
demonstrando a regeneracdo completada. Tricrdmio de Gomori — Objetiva de 4x (UFF, 2015).
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Ao se comparar a tunica albuginea suina com o
enxerto de matriz acelular de bexiga em ratos e
com a submucosa intestinal suina e o peritnio
bovino em coelhos, observou-se que ela
demonstrou ser um bom biomaterial na
reconstrugdo da vesicula urinaria. Entretanto,
ainda faltam estudos envolvendo o uso desse
biopolimero com relagdo a capacidade vesical, a
inervacdo e a producdo de fatores de
crescimento.

CONCLUSAO

A tunica albuginea suina favoreceu a migragéo
celular e a regeneracdo da bexiga em ratos,
obtendo melhores resultados quando comparada
ao grupo controle e a outros biomateriais, como:
matriz extracelular de bexiga, submucosa
intestinal suina e peritdnio bovino, em relagéo ao
grau de inflamacéo, a formacéo de urdlitos e a
regeneracdo tecidual. Dessa forma, a tdnica
albuginea suina mostrou-se uma nova e
satisfatéria op¢do de biomaterial na cistectomia
parcial, garantindo a complacéncia e a
funcionalidade da bexiga.
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