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RESUMO

Testou-se a hipétese de que o alo-transplante gbadei bexiga, em caes, restabelece a capacidade
estrutural e funcional desse 6rgéo. Vinte caeséaaisl (10 do género masculino e 10 do feminina@rfor
submetidos a cistectomia experimental, com retidel&y0 a 80% do 6rgdo e preservagdo do trigono
vesical. Utilizou-se o alo-transplante a frescor@eonstrucdo da vesicula urinaria e os animaigrfora
acompanhados durante 180 dias. Aos oito dias depEratorio, apresentavam capacidade de contencao
urindria e miccao espontanea. Houve aumento gvaddd volume da vesicula urinaria, alcancando, aos
120 dias de poés-operatorio, valores semelhantes datsrminados antes da cirurgia. O tecido
transplantado atuou como substrato para a migrdgatecido vesical, permitindo o crescimento do
mesmo e conseqliente aumento gradual da capacideneétrica do 6rgdo. Histologicamente observou-
se regeneragdo de todas as camadas da bexiganpmstestudados. A expressdo imunoistoguimica da
proteina TGFR1 esteve envolvida no processo deedif@acdo do urotélio e da proteina AML no
processo de reparo do tecido conjuntivo. Concleiunge o alo-transplante de bexiga em cées é viavel,

restabelece a capacidade de replecdo e demaistufisidldgicas da vesicula urinaria.

Palavras-chave Alo-transplante, bexiga, caes.

ABSTRACT

The hypothesis that the bladder partially allotpdastation in dogs, develop the structural and tional
capacity of this organ was tested. Twenty healtbgsd(10 of male gender and 10 of female) were
submitted to an experimental cystectomy, with ahdriawal between 70 and 80% of the organ and
preservation of the vesical trigone. The freshraltdplant was used in the reconstruction of theanyi
vesicle and the animals were watched during 18&.dat/the eighth day of postoperative, they showed
urinary contention capacity and spontaneous udnaflhere was a gradual growth of the urinary Vesic
volume, reaching at the 19Gdays of postoperative similar values of the onetemhined before the
surgery. The transplanted tissue acted as a stistfar the migration of vesical tissue, permittiting
bladder growth and gradual increase of the orgdumwetric capacity. Histhologically the regeneratifn

all the bladder layers during the study time waseobed. The expression immunohistochemistry of the
protein TGPB1 had been involved in the differentiation proceksthe urotelium and AML in the repair of
the conjunctive tissue process. It is concluded tha bladder alotransplant is viable, develop the

repletion capacity and others physiological funasiof the urinary vesicle.

Key words: Allotransplantation, bladder, canine.






1. INTRODUCAO tes, principalmente, da diferenca histologica
entre 0 enxerto e a bexiga. As complicacoes

O numero de transplantes de 6rgaos e teci- mais observadas séo as fistulas, urolitiases,
dos em humanos e animais tem crescido sig- auséncia de dilatacdo, contracdo do enxerto,
nificativamente nos Ultimos anos, principal- neoplasias, produ¢cdo de muco e problemas
mente apds o advento de técnicas modernas metabodlicos provenientes da absorcdo pelo
€ mais seguras para a imunossupressao. Otecido implantado (Fries et al., 1991).
aprimoramento das técnicas operatorias pro-
porcionou aos pacientes transplantados uma Grande variedade de materiais sintéticos tem
qualidade de vida aceitavel e sobrevida mais sido também, usada na reconstrucdo da be-
longa. Apesar disto, ainda existem érgaos e xiga. As membranas biol6gicas conservadas,
tecidos que necessitam de pesquisas para acomo bexiga homdloga (Baiotto, 2001; Oli-
sua utilizacdo na rotina dos transplantes. veira, 1999), pericardio bovino (Kambic et
Embora a bexiga seja essencial para a manu-al., 1992), placenta de humanos (Fishman et
tencdo da qualidade de vida dos animais e al., 1987) e submucosa de bexiga, entre ou-
seres humanos, até o momento ndo se temtras, foram usadas na correcdo de falhas na
comprovacao da viabilidade dos transplantes bexiga de cédes com resultados variados e as
deste 6rgéo. vezes conflitantes.

Quando a capacidade de armazenamento daA matriz acelular é considerada como uma
bexiga se torna comprometida, os transtor- nova alternativa para a correcdo de falhas da
nos funcionais podem ser graves e provocar bexiga e tem sido utilizada experimental-
complicagbes como a hidronefrose, inconti- mente em animais, todavia sua utilizacdo na
néncia urinaria e infec¢des recorrentes (Lep- rotina clinica ainda ndo € uma realidade
per et al., 2002). As cirurgias reconstrutivas (Nuininga et al., 2004). Estes enxertos nao
da bexiga sdo essenciais na corre¢do de de-causam rejeicdo, mas podem apresentar pro-
sordens caracterizadas pela baixa capacidadeblemas semelhantes a outras membranas,
de contencao e alta presséao intravesical, co- como as fistulas, formacao de crostas e con-
mo nas grandes falhas decorrentes de necro-tracdo do implante (Zini et al., 2004).
se por traumatismos ou apds cistectomias
parciais para o tratamento do cancer deste A engenharia de tecidos, através da cultura
orgéo (Piechota et al., 1998). celular autdloga, poderd ser uma opg¢ao via-
vel para a resolucédo de falhas extensas da
Nos cées, as principais indicacbes para a bexiga e outros érgaos, pois eliminara a re-
cirurgia reparadora da bexiga sdo as neopla- jeicéo e diferencas celulares entre os tecidos
sias e os traumatismos graves. As cirurgias (Zini et al., 2004). Porém, sua utilizacdo em
reconstrutoras da vesicula urinaria tém como 6rgéos pluricelulares ainda é um desafio,
objetivo promover um reservatorio de baixa devido a limitacdes técnicas (Obeperning et
pressdo, com capacidade de continéncia, al., 1999, Atala e Koch, 2005).
miccado espontanea e minimo residuo pos-
mic¢ao (Crandis et al., 1998). Segundo Teixeira, (2002) o alo-transplante
de bexiga urinéria podera ser uma alternati-
Geralmente, faz-se a reconstruc¢do da vesicu- va eficaz na correcado dos defeitos extensos
la urinaria por meio da transposicdo de seg- ou incapacidade de dilatacdo da vesicula
mento autdlogo de estdmago ou intestino urinaria em animais. Esta alternativa tera-
(Rigaud e Normand, 2004). Estes procedi- péutica pode trazer grandes beneficios, in-
mentos, conhecidos como anastomose do clusive para o homem, desde que promova a
trigono vesical, muito utilizados em huma- recuperacdo da capacidade de armazena-
nos, estdo sujeitos a complicagdes, decorren- mento de urina e controle da micgéo.



Com base no exposto, este trabalho teve
como objetivo avaliar a viabilidade do
transplante homdlogo parcial de bexiga a

ventral. A bexiga recebe suprimento sangui-
neo pelas artérias vesicais craniais (ramos da
artéria umbilical) e caudais (ramos da artéria

fresco, em cées, considerando a regeneracdourogenital). Anatomicamente, a bexiga dos

tecidual, capacidade de armazenamento,

cédes pode ser dividida em fundo, corpo e

contencdo e esvaziamento espontaneo dacolo. A regido de inser¢do dos ureteres na

vesicula urinaria.
2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar a viabilidade do alo-transplante par-
cial de bexiga a fresco em caes.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Verificar o comportamento clinico,

bem como a funcionalidade e morfologia da
bexiga apés o alo-transplante de bexiga a
fresco, por meio da avaliacdo clinica, de e-
xames por imagem e laboratoriais, durante

bexiga e inicio da uretra tem formato trian-
gular e recebe o nome de trigono vesical. O
segmento do ureter situado dentro da parede
da bexiga forma a valvula vesico-ureteral
gue impede o refluxo da urina (Lobato,
1998).

A atividade da vesicula urinaria é conhecida
por mic¢do e a continéncia urinaria é possi-
vel gracas ao sincronismo entre a camada
muscular lisa da bexiga (musculo detrusor) e
a musculatura uretral (Lane, 2003).

A miccéo é dividida em duas fases distintas:
contencao e eliminacdo. A fase de contengao
€ regida pela inervacdo simpatica, que man-

180 dias; tém a musculatura da bexiga flacida e o
musculo liso uretral contraido, originando
uma valvula de alta pressdo. A inervagao
simpética da bexiga é suprida pelo nervo
hipogastrico e é composta pelas fibras pré-
ganglionares existentes na regidao lombar da
medula espinhal a partir dos segmentos
lombares 1 a 4 (L1-L4). Essas fibras se divi-
dem emp e a-adrenérgicas. As fibrag-
adrenérgicas terminam no musculo detrusor
e sua estimulagéo resulta em relaxamento do
mesmo, facilitando o armazenamento da u-
rina. As fibras a-adrenérgicas inervam a
musculatura lisa no trigono e na uretra. A
A bexiga é um oOrgdo muscular elastico e estimulacdo dessas fibras faz com que elas
complacente, que recebe a urina proveniente se contraiam, dando origem ao esfincter ure-
dos rins e a armazena até a sua expulsdo pa-ral interno funcional (Silverman e Long,
ra 0 meio externo. Trata-se de um 6rgao de 2000)

funcionamento complexo que apresenta duas

fungbBes bésicas: armazenamento da urina, Na fase de eliminagdo ocorre dominancia do
em regime de baixa pressao, e esvaziamentonucleo parassimpético, que promove a des-
do seu conteldo, sob alta pressao (Nelson e polarizacdo e contracdo do musculo detrusor
Couto, 2001). Em cées e gatos, a bexiga é com concomitante relaxamento do esfincter
parcialmente coberta pelo peritbnio, susten- uretral. A inervagdo parassimpatica da be-
tada pelos ligamentos laterais que a prende axiga € suprida pelo nervo pélvico que se ori-
parede lateral do canal pélvico e pelo liga- gina nos segmentos sacrais 1 a 3 (S1-S3) da
mento ventral que a une com a parede média medula espinhal. A estimulacdo do nervo

2.2.2. Analisar a morfologia do tecido trans-
plantado, por meio da histologia, nos inter-
valos de 60 e 120 dias apds a cirurgia;

2.2.3. Avaliar a expressdo das proteinas
TGH31 e AML pela técnica de imunoisto-
quimica aos 60 e 120 dias de p6s-operatorio.

3. BIBLIOGRAFIA CONSULTADA

3.1. Anatomia e fisiologia da bexiga



pélvico resulta na despolarizacdo das fibras As neoplasias ocorreram entre 7,5 e 13,9
marcapasso ao longo do musculo detrusor, anos. Os autores ndo observaram a ocorrén-
com consequente contracdo ativa do mesmo. cia de CCT primario no rim.

Quando a bexiga esta vazia, a acdo simpéti-

ca € retomada e o musculo detrusor se rela- A etiologia do cancer espontaneo da bexiga
xa, permitindo que ocorra o acumulo de uri- em cdes € ainda desconhecida (Henry,
na (Nelson e Couto, 2001). Entretanto, alte- 2003), embora varios compostos sejam ca-
racbes que interferem de maneira irreversi- pazes de provocar cancer urotelial experi-
vel na atividade normal da bexiga podem mentalmente, incluindo o acido nitrilotriacé-
necessitar de cirurgias reconstrutoras para atico, ciclofosfamida, plantas téxicas, entre
sua correcao (Nelson e Couto, 2001). outros.

3.2. Indicacbes para reconstrucdo da be- Segundo Henry, (2003) os sintomas mais

xiga comuns da neoplasia da bexiga sdo a hema-
tdria e polaciuria, acompanhadas, ou nédo, de
3.2.1. Neoplasias da vesicula urinaria distria. Sintomas gerais, como anorexia,

emagrecimento e desidratacdo ndo sédo ge-
Embora de baixa prevaléncia, as neoplasias ralmente observados. O volume do tumor na
da vesicula urinaria, nos cdes, sdo as princi- vesicula urinéria é variavel, podendo as ve-
pais causas de perda tecidual e conseqien-zes ndo ser dectado devido a dificuldade da
temente a indicacdo mais freqiente para as palpacdo em alguns animais (Rocha et al.,
cirurgias reparadoras deste 6rgdo. Esses tu-2000). Leucocitose é um achado comum. O
mores podem acometer o epitélio e todas as perfil bioquimico pode apresentar-se normal
camadas e segmentos das vias urinarias bai-ou com aumento de creatinina sérica. Quan-
Xas, e possuem natureza agressiva e metastado associado a infec¢cdo pode-se encontrar
tica (Henry, 2003). hematuria, proteindria e pilria na urinalise

(Henry, 2003). A ultra-sonografia (USG)
Tumores primarios da bexiga urinaria repre- abdominal pode revelar presenca de massa
sentam apenas 0,5% dos tumores malignos envolvendo toda a bexiga, parte dela ou ndo
na espécie canina e sdo os de maior preva- mostrar qualquer alteracdo dependendo do
Iéncia no sistema urinario (Henry, 2003). A tamanho e extensdo do tumor (Biller, 1990).
maioria dos tumores da bexiga, em cées, sdo Pneumocistografia e urografia excretora po-
carcinomas de células de transicdo (CCT), dem ser Uteis na determinacéo do local e da
que pode se originar na pelve renal, ureter, extensdo do tumor (Henry, 2003).
bexiga ou uretra. Acredita-se que a sua ocor-
réncia esteja relacionada a retencao urinéria, Ainda ndo € conhecido o melhor método de
que permite 0 contato continuo de agentes tratamento para a neoplasia do trato urinario
carcinogénicos com o epitélio da bexiga inferior. Algumas limitacBes a terapia sao:
(Nikula et al., 1989; Henry, 2003). Em ga- diagndstico tardio, auséncia de sintomas cli-
tos, o linfossarcoma renal € mais comum do nicos patognoménicos, custos da terapia e
que as neoplasias vesicais (Nikula et al., comprometimento de estruturas essenciais
1989). ao funcionamento do 6rgdo (Rocha et al.,

2000). Geralmente, o tratamento € feito por
Nikula et al., (1989) apos estudo retrospecti- meio de cistectomia parcial ou total, associ-
vo de necropsia de 990 cdes da raca Beagle,ada a quimioterapia sistémica ou intravesi-
gue receberam baixas doses de radiacdo ga-cal. Independentemente do método utilizado,
ma por longo periodo, observaram a preva- a terapia € considerada paliativa, devido ao
Iéncia de 38 casos de CCT, sendo 23 na be- carater maligno da doenca (Stone, et al.,
xiga, 13 na uretra e dois em ambos os locais. 1996).



Henri, (2003), preconizaram a utilizacdo de Em céaes, pode ocorrer necrose de segmentos
mitoxantrone com piroxican e relataram da bexiga por esmagamento provocado por
50% de reducédo dos sintomas de estranguria mordidas de outro animal. Traumas extensos
e hematuria. Em casos resistentes este autorpodem provocar perda de quantidade varia-
recomendou o uso da carboplatina durante vel de tecido, 0 que exige cirurgias recons-
21 a 30 dias. trutivas urgentes da bexiga urinaria (Nelson
e Couto, 2001).
A radioterapia, quando utilizada concomi-
tantemente com a cirurgia pode predispor & O diagndstico da ruptura da vesicula urinaria
fibrose do ureter e da bexiga. Tais alteracbes pode ser feito por exames radiograficos com
resultam em hidronefrose e incontinéncia contraste iodado estéril (Essman, 2005) ou
urinéria (Henry, 2003). por meio da ultra-sonografia (USG) abdo-
minal. Galati e Iwasaki, (2004) afirmaram
A cirurgia para retirada total do tumor é ain- ser a cistografia contrastada superior a USG
da a terapia recomendada e mais eficiente no diagnostico da lesdo. Cote et al., (2002)
nos casos de tumores das vias urinarias (Ste-propuseram a associacdo de cistografia con-
in et al., 2001). Diversas técnicas cirurgicas trastada com USG para o diagnostico da rup-
tém sido propostas e variam com a extensdo tura de bexiga em caes. Estes autores afir-
do tumor. Para Rocha et al., (2000) o fator maram que a presenca do contraste micro-
mais importante a ser considerado antes da granulado, infundido por sonda uretral, faci-
intervencdo cirlrgica é a determinacdo das lita o diagndstico da ruptura pela USG pela
estruturas atingidas pelo cancer (ureter, be- sua maior densidade quando comparado a
xiga, trigono e uretra) e um acurado estadi- urina. Porém, Barsanti et al., (1981) citou
amento da neoplasia. O estadiamento segueque a uretrocistografia contrastada pode pre-
0 sistema preconizado pela Organizacdo dispor a hematiria e infeccbes urinarias
Mundial de Saude por meio da avaliagdo do quando ndo executada adequadamente.
tamanho do tumor, comprometimento de
linfonodos regionais e presenca de metasta- 3.2.3. Outras indicacdes
ses (classificacdo TNM, segundo Owen,

1983). Animais portadores de lesdes medulares po-
dem desenvolver bexiga neurogénica, que
3.2.2. Traumatismos vesicais perde a complacéncia ou torna-se incapaz de

se contrair adequadamente. Ambas as situa-
A segunda causa mais comum de perda de ¢des, que variam de acordo com o segmento
tecido na bexiga urinaria sdo os traumatis- da lesdo, podem promover transtornos im-
mos vesicais. Em seres humanos, e nos pe-portantes como: incontinéncia urinéria, in-
gquenos animais, a grande maioria das ruptu- feccbes recorrentes e neoplasia (Hoelzler e
ras vesicais € ocasionada por trauma externo Liedbetter, 2004). Os animais portadores de
fechado associado a bexiga distendida du- bexiga neurogénica desenvolvem cistites
rante o0 mesmo. A bexiga repleta de urina recorrentes e o aumento da pressao intrave-
absorve o impacto, mas ndo tem resisténcia sical pode provocar a hidronefrose.
suficiente e rompe-se como um "baldo de
agua". Os acidentes automobilisticos sdo as Segundo Kockum et al., (1999) a extrofia
causas mais frequentes deste tipo de lesdo.vesical, cistite intersticial e ureteres ectopi-
Com a ruptura da bexiga, a urina e o sangue cos sao outras alteracbes que podem levar a
resultante da hemorragia espalham-se pela necessidade de reconstrugdo cirargica da
cavidade abdominal e causam peritonite bexiga.
quimica e dor (Nelson e Couto, 2001).



3.3. Tratamentos cirdrgicos da bexiga dois, 17 e 27 meses respectivamente. Lie-

urinéria bermann-Meffert, (2000) indicaram a utili-
zacdao do omento nas cirurgias reparadoras
3.3.1. Cistostomia da bexiga, para evitar o extravasamento de

urina e prevenir a deiscéncia da sutura.
A cistostomia consiste na abertura cirargica
da bexiga para drenagem da urina. Tais pro- As complicacdes mais comuns da cistecto-
cedimentos se tornam necessarios quando mia parcial sdo: a deiscéncia da sutura vesi
ocorre obstrucdo total da uretra. As causas cal, hidroureter e hidronefrose por aumento
mais comuns desse tipo de obstrucdo sdo osda pressao intravesical, e recidiva tumoral
célculos uretrais e tumoragao no trigono ve- por retirada incompleta do tecido neoplasico
sical ou na uretra (Smith et al., 1995). Estu- (Stone et al., 1996). A hidronefrose causa
dos, em 106 caes, comprovaram que a cis- danos irreversiveis aos rins e a presenca de
tostomia pode trazer conforto aos pacientes cilindros granulosos, encontrados durante
com obstrucéo por tumores no trigono vesi- urindlise, sugere progndéstico reservado
cal, promove uma saida patente para a urina (Meyer, et al., 1995).
acumulada e evita todos os transtornos ad-
vindos da obstrucao. Para evitar 0 aumento excessivo da presséo

intravesical, provocada pela cistectomia de
Este procedimento pode ser permanente, grande segmento da bexiga, sdo indicadas as
como no caso do carcinoma ndo operavel, cirurgias reconstrutoras do 6rgdo (Costello
ou temporario, antes da corre¢do definitiva. et al., 2000).
Geralmente, a bexiga é fixada por sutura na
parede abdominal e coloca-se ou ndo uma 3.3.3. Anastomose ao trigono vesical
sonda de Foley permanente para promover a
saida da urina (Smith et al., 1995; Stone et A principal indicagéo para a cirurgia recons-

al., 1996). trutiva de aumento da vesicula urinaria € a
perda da complacéncia, que provoca incon-
3.3.2. Cistectomia parcial tinéncia urinaria ou refluxo da urina para as

vias urinarias altas (Atala e Koch, 2005).
A Cistectomia parcial é recomendada para Esta situacdo pode decorrer de perda de te-
tratamento de tumoracgdes da vesicula urind- cido vesical, alteragbes neuroldgicas, pato-
ria nas quais o tumor pode ser completamen- logias congénitas ou cistite intersticial.
te excisado, com margem de seguranca de
pelo menos um a dois centimetros de tecido A reconstru¢do da bexiga urinaria usando-se
saudavel (Stone et al.,, 1996). Quando a parte do intestino foi realizada pela primeira
completa retirada do tumor ndo for possivel, vez em 1888 por Tizzoni e Foggi, 0s quais
outro método mais radical deve ser conside- fizeram, em cédes, anastomose de uma alca
rado. Varios estudos demonstraram que a- do ileo ao trigono vesical ap0s cistectomia
nimais submetidos a cistectomia parcial com experimental. Desde entéo diversas técnicas
retirada de todo o tecido neoplasico apresen- foram usadas para este fim, como segmento
tam sobrevida superior a obtida por outras pediculado de tecidos musculares, estdbmago
técnicas. Stone et al., (1996) empregaram a e regides do intestino (Salle et al., 1990 e
cistectomia parcial em 11 cdes com CCT, Pereira et al., 2002). Tais técnicas se limitam
removendo entre 40 e 70% da bexiga. Os a cirurgias reparadoras da bexiga onde haja
animais apresentaram polacidria que regre- preservacdo do trigono vesical (Crandis,
diu espontaneamente em trés meses. Houve 1998). A técnica cirlrgica consiste na substi-
dois casos de deiscéncia da sutura vesical. tuicdo do corpo e fundo da bexiga por seg-
Nove cées sobreviveram um ano, e 0s outros mento pediculado do intestino ou estdmago



preservando o trigono-vesical (Ueno et al., cluiram que a remoc¢do da mucosa e submu-
2001). A “neobexiga” funciona como reser- cosa resultou em processo inflamatério mais
vatdrio e a continéncia € mantida pelo es- acentuado, levando a diminuicdo do tecido
fincter uretral externo (Ueno et al., 2001). intestinal enxertado.

As técnicas de anastomose com preservacaoAs técnicas de anastomose ao trigono vesi-
do trigono vesical permitem a manutencdo cal estdo associadas a complicacbes como
das valvulas ureterovesicais patentes, as infec¢cdo ascendente, que resulta em pielone-
quais protegem os rins de refluxo e infeccéo frite e funcdo renal reduzida, hidronefrose,
ascendente, que impede o comprometimento fistulas, contragcdo do enxerto, desequilibrio
da funcao renal (Costello et al., 2000). Outra eletrolitico secundario a reabsorcdo de com-
vantagem desse procedimento é a manuten- ponentes da urina, neoplasias e urolitiases
¢ao da continéncia urinaria pela preservacao (Cubillana et al., 1998; Gitlin et al., 1999).
da funcdo motora do trigono. Quando o ure- Segundo Schauffert et al., (2000) a utiliza-
tér é preservado, a “neobexiga” apresenta ¢do de fios inadequados ou o contato do fio
melhores resultados funcionais, permitindo o com a urina séo fatores importantes na etio-
esvaziamento normal pela uretra e a conti- logia da urilitiase apds cirurgia da bexiga.
néncia (Ueno et al., 2001). Para Voros (1993) a ultrassonografia é o e-

xame de escolha no diagnéstico das urolitia-
A selecdo do segmento digestivo usado para ses.
a reconstituicdo da bexiga € de suma impor-
tancia, porque dele depende a funcdo pos- As diferengas histologicas e funcionais entre
operatodria do 6rgdo. Dessa forma, o célon o tecido implantado e a bexiga sdo conside-
tem se mostrado mais indicado do que o ileo radas como as causas principais das compli-
e estbmago para a reconstrucdo da bexiga, cacbes das enterocistoplastias e gastrocisto-
por apresentar menor indice de complicacdo plastias (Loran et al., 1999). Gitlin et al.,
(Pereira et al., 2002). Em contrapartida estu- (1999) estudaram, em cdaes, as alteracdes na
dos experimentais demonstraram que a gas- mucosa entérica e gastrica apds o contato
trocistoplastia apresenta menor indice de continuo com a urina, decorrentes de seu
falha renal que a enterocistoplastia, em cdes emprego para aumentar a bexiga. Os autores
(Piser et al., 1987). Piser et al., (1987) relata- observaram a presenca de metaplasia glan-
ram em modelo experimental a absorcdo dular e urotélio hiperplasico e concluiram
transmural de ions pelo segmento gastrico e ser o contato com a urina o principal fator
intestinal. Nesse estudo, as concentracdes deresponsavel pelas neoplasias decorrentes
sédio, cloro e amdnia foram menores na gas- destas cirurgias. Pesquisas recentes tém su-
trocistoplastia. Segundo Loran et al., (1999) gerido a utilizacdo de segmento intestinal
caes submetidos a enterocistoplastia apre- sem epitélio ou recoberto com urotélio auto-
sentaram baixa pressdo ureteral, com urete- logo para minimizar estes problemas (Atala,
res de didmetro fisiolégico e bexiga com 2004).
baixa presséo.

3.3.4. Utilizacdo de membranas biol6gicas
Kockum et al., (1999) utilizaram o ceco au- na reparacdo da bexiga
télogo na reconstrucdo da vesicula urinaria
de suinos. Em um grupo experimental utili- A primeira aplicacdo de um enxerto para
zaram o intestino com todas as camadas e substituicdo de parte da bexiga foi relatada
em outro, procederam a retirada da mucosa e por Neuhoff em 1917, quando a fascia lata
submucosa intestinais. Ocorreu aumento do autéloga foi usada em bexiga de cées. Poste-
volume vesical no primeiro grupo e contra- riormente, diferentes materiais biol6gicos
¢ao do enxerto no segundo. Os autores con- conservados foram utilizados experimental-



mente, incluindo alo-enxerto de mucosa ve- as células do tecido e mantendo-se a matriz
sical, pericardio bovino, dura-méter e pla- extracelular (Nuininga et al., 2004). O gran-
centa, entre outros (Atala, 2004). de desafio do emprego deste material € pro-
mover a neoformacdo de um urotélio com
A utilizacdo de biomateriais na reconstru¢cdo propriedades urodindmicas fisiologicas e
de defeitos da bexiga se baseia no conceito com o menor indice de contracao cicatricial.
de que a bexiga tem capacidade de regenera-Em estudos com animais, nos quais se pro-
¢ao e o implante é usado como substrato pa- cedeu a substituicdo de segmentos da bexiga
ra o crescimento do tecido vesical (Elbah- por matriz acelular, houve completa reepite-
nasy et al., 1998). O biomaterial usado para lizacdo, revascularizacdo e infiltracdo pro-
a reconstrucdo da bexiga deve ser absorvi- gressiva por musculo liso (Lai et al., 2005).
vel, ser substituido por tecido do receptor, Segundo Zini et al., (2004) estes enxertos
promover o crescimento de células de tran- ndo causam rejeicdo, mas podem apresentar
sicdo e de musculo liso e o funcionamento problemas semelhantes a outras membranas,
normal da bexiga (Atala e Koch, 2005). como as fistulas, formagéo de crostas e con-
tracdo do implante (Atala, 2004).
Muitas formas de tratamento quimico tém
sido utilizadas para suprimir a antigenicida- Enxertos com matriz acelular de membrana
de dos implantes, conservar os mesmos de submucosa do intestino delgado de suinos
mantendo suas caracteristicas e evitar con- (SIS) tém sido usados na substituicdo do te-
taminacdo. No Brasil, a glicerina a 98% foi cido vesical em ratos, coelhos, suinos e caes,
utilizada na conservacgéo e esterilizacdo de com resultados promissores na reconstrugao
membranas biolégicas, como demonstraram da bexiga (Lepper et al., 2002). Segundo
Inatomi et al., (1980) e Daleck et al., (1992). Atala, (2004) materiais derivados de tecido
As membranas devem ser estocadas por peloacelular possuem a vantagem da imunocom-
menos 30 dias para diminuir a antigenicida- patibilidade, mas quando comparadas com
de (Oliveira, 1999; Baiotto, 2001). 0s polimeros, mostram mais dificuldade de
manipulacdo e menor resisténcia.
Kambic et al., (1992) utilizaram pericardio
bovino tratado em &cido acético e anidrido A SIS é biocompativel, biodegradavel e ndo
acético e conservado em etanol por 24 me- imunogénica. Em ratos, este implante pro-
ses, em dez cdes submetidos a cistectomiamoveu o retorno da contratilidade da bexiga
parcial experimental de aproximadamente e propiciou a regeneracao do tecido nervoso
50%. Foi observado o retorno da capacidade normal (Sutherland et al., 1996). Embora os
vesical normal dos animais em 36 meses. Os estudos iniciais sejam promissores, nenhum
autores concluiram que o enxerto permitiu a implante & base de SIS tem sido usado na
formacdo de um reservatdrio estrutural para rotina cirdrgica em humanos, devido a con-
a urina, serviu de base para a reepitelizacdo tracdo do enxerto e formacdo de crostas que
e proporcionou 0 aumento da capacidade causam infecgdo (Nuininga et al., 2004).
volumétrica & medida que foi reabsorvido.
Ayyildiz et al., (2006) avaliaram a eficacia
A matriz acelular é considerada como uma da matriz acelular de suino na reconstrucao
nova alternativa para a correcdo de falhas da da bexiga em coelhos e relataram presenca
bexiga e tem sido utilizada experimental- de micro-calcificacbes, perda da elasticidade
mente em animais, todavia sua utilizacdo na do tecido implantado, espessamento da pa-
rotina clinica ainda ndo é uma realidade. As rede da bexiga e regeneragéo irregular do
matrizes acelulares sdo preparadas de intes-muasculo detrusor.
tino, estdmago ou bexiga, por meio de ma-
nipulagcdo mecéanica e quimica, retirando-se



Nuininga et al. (2004) compararam bioma- bexiga de coelhos submetidos a prévia cis-
triz de colageno associada a polimero, com tectomia parcial. Os autores suturaram um
submucosa de suino (SIS) na reparacdo ex-segmento de 4,0 x 4,0cm da membrana ani-
perimental de defeitos da bexiga em 60 coe- Onica na bexiga, com e sem a preservacao do
lhos. As avaliagBes histoldgicas e imunois- urotélio. Os animais foram avaliados sema-
toquimicas foram realizadas em duas sema- nalmente para observacao do volume urina-
nas, um, dois, trés e nove meses. Na face rio e residual, sendo sacrificados na décima
luminal de ambos os materiais houve a for- segunda semana. Todo o sistema urindrio,
magcdo de crostas no primeiro més, com de- exceto uretra, foi retirado e acondicionado
saparecimento espontaneo aos trés meses. Aem formol tamponado 10% para valiacdo
biomatriz de colageno foi superior a SIS, histopatoldgica. A bexiga foi avaliada quan-
pois mostrou integracao tecidual e desenvol- to a presenca ou auséncia do implante, fibro-
vimento do tecido vesical receptor. Esta di- se, processo inflamatério, calcificacdo e ou-
ferenca se deve as suas caracteristicas detras alteracdes. No que se refere a capacida-
porosidade, presenca de fatores de cresci- de de replecdo ndo houve diferenca signifi-
mento e glicosaminoglicanas (GAGS). Em cativa entre os grupos com e sem urotélio e
humanos, a utilizacdo de SIS esta associadatodos retornaram a capacidade normal apos
a incrustacao, calculos e contracdo do mate- trés meses. NO grupo em que se preservou o
rial. urotélio, a bexiga apresentou processo in-
flamatdrio extenso. Nao houve presenca de
Kropp et al., (1996) utilizaram SIS na re- calculos em nenhum dos grupos.
construcdo da bexiga em 19 cdes Beagle
machos, dos quais foram retirados 35 a 45% Lai et al., (2005) avaliaram a reparacdo da
da bexiga urinaria. Observou-se crescimento bexiga, em coelhos, utilizando diferentes
da bexiga remanescente com deslocamento implantes biodegradaveis. Os animais foram
cranial da inser¢cdo do ureter. Histologica- submetidos a cistectomia parcial de 70% do
mente, 0 novo tecido apresentou caracteris- 6rgdo. Os resultados obtidos revelaram que
ticas normais com definicdo das trés cama- o acido poliglicélico (APG) permitiu cres-
das (mucosa com urotélio, musculatura lisa e cimento mais acentuado do volume vesical
serosa) e arquitetura normal. Apds 15 meses, que a SIS e que ambos podem ser usados
ndo havia presenca de enxerto comprovando como substrato para o desenvolvimento de
a sua absorcdo. O estudo mostrou que a SISmusculo liso. A contragdo cicatricial no te-
pode ser utilizada na reconstrucdo da bexiga cido implantado foi também menor quando
de céo, sem evidéncia de rejeicdo, contracdo utilizado o APG. A capacidade volumétrica
ou complicacdes sistémicas. da bexiga foi avaliada introduzindo solugéo
salina, por meio de sonda, a uma pressao de
Magunna et al., (1999) usaram SIS apds res- 40 cm de H20. Verificou-se um retorno en-
seccdo total de bexiga por trauma e neopla- tre 41 e 73% do volume inicial aos 180 dias
sia, em um cdo e um gato, respectivamente. de pés-operatorio.
Os autores utilizaram SIS congelada a qual
foi rehidratada imediatamente antes da ci- Sutherlan et al.,, (1996) utilizaram matriz
rurgia. Exames radiogréficos, ultra-sonogra- extracelular de bexiga e estbmago para cis-
ficos e cistoscopia revelaram o retorno da toplastia de aumento em 40 ratos. Os autores
arquitetura da bexiga. Histologicamente ob- avaliaram o processo de formac¢do da mus-
servou-se completa reabsorcdo do material culatura lisa, vasos sangiiineos e nervos na
com regeneracéo do tecido vesical. interface do implante com a bexiga rema-
nescente. Observou-se regeneracdo da mus-
Lepper et al., (2002) usaram a membrana culatura lisa a partir da segunda semana apos
anibnica acelular de bovino para reparacao a a enxertia, e presenca da superficie epitelial



e feixe muscular de tamanho normal, 26 se- mearam urotélio e musculatura lisa em po-
manas apos a implantacdo. Revascularizagdolimero e avaliaram por 11 meses. O tecido
do enxerto foi notada duas semanas apds aformado demonstrou ser impermeével a uri-
cirurgia e fibras nervosas iniciaram seu de- na, ter elasticidade e possuir arquitetura his-

senvolvimento ao redor dos feixes de mus-
culatura lisa quatro semanas ap0s o enxerto.

Gucer e Ozkardis, (1992) empregaram vesi-
cula biliar como substituto da bexiga urina-
ria em oito cées. Neste estudo néo foi obser-
vado extravasamento da urina pela sutura,
muito embora o volume final alcancado te-
nha sido significativamente inferior ao vo-
lume normal da bexiga. Dois cées tiveram

aumento acentuado de uréia e creatinina sé-
rica e ambos apresentaram alteracdes renais

na urografia excretora.

A substituicdo parcial ou total de 6rgéos

sempre foi um desafio para a ciéncia. Todos
os tecidos usados, como substitutos, apre-
sentam graus varidveis de complicacao,
principalmente relacionados as diferencas de
natureza dos materiais com o leito receptor.
Dentre estes, o enxerto de matriz acelular
em bexiga urinaria parece ser promissor (A-
tala, 2004).

3.3.5. Engenharia de tecidos

As técnicas comumente utilizadas para re-
construcdo da bexiga com tecido intestinal, e

tolégica normal. Os resultados obtidas,
vitro, sugeriram a viabilidade da engenharia
de tecidos na reconstrucdo da vesicula urina-
ria.

Hou et al., (2006) empregaram urotélio de
coelho semeado em superficie de acido poli-
glicolico, implantados no subcutaneo de
coelhos atimicos. Os resultados mostraram
gue o polimero foi coberto por camadas de
células de urotélio.

Recentemente, Atala et al., (2006) relataram
sucesso ha producdo de bexiga para huma-
nos a partir de células da bexiga do préprio

paciente. Os autores empregaram um mode-
lo de bexiga biodegradavel como substrato,

no qual foram semeadas células autdlogas de
bexiga. Ap6s o implante da bexiga numa

paciente portadora de patologia crénica (mi-

elomeningocele), observou-se retorno da

atividade fisiolégica da mesma.

3.4. Transplante de bexiga
3.4.1. Histdrico dos transplantes

Historicamente, a idéia de se fazer transplan-

de outras origens nao uroldgica, estdo asso- tes pode ter sido inspirada na mitologia gre-

ciadas a complicacbes como producdo de
muco, infec¢do crénica, calculos vesicais,
ruptura com extravasamento de urina, fibro-
se, desequilibrio eletrolitico e neoplasia ma-
ligna (Atala, 2004). Segundo Lima et al.,
(1995) as complicagbes variam de 3 a 44%.

ga, quando ha séculos acreditava-se em hi-
bridos de homem-animal. Na idade média,

existiram relatos de transplantes de dentes,
nariz e até membros, mas com resultados
guase sempre desastrosos. Os transplantes
nasais eram realizados para corrigir lesbes
decorrentes da sifilis, muito comum na épo-

A engenharia de tecidos autélogos tem apre- ca, utilizando enxertos de pele do préprio
sentado avangos para a reconstrugdo e subs-4ndividuo (auto-enxerto). As principais con-
tituicdo de tecidos e 6rgdos (Nuininga et al., tribuices destas primeiras experiéncias fo-
2004). Oberpening et al., (1999) sugeriram ram as técnicas cirdrgicas empregadas, co-
que a criacdo de uma bexiga, a partir de cé- mo a descrita por Tagliacozzi em 1596, as
lulas de tecido autélogo, pode ser Gtil na quais sdo até hoje utilizadas como base das
prevencdo de complicacbes e favorecer a cirurgias plasticas (Pereira, 2004).

formacdo de urotélio. Os autores estudaram

cultura de células da bexiga de coelhos. Se-



O termo transplante foi usado pela primeira

vez por Hunter em 1178, que descreveu seus

experimentos com enxertos ovarianos e tes-
ticulares em animais. O avanco das técnicas
operatdrias veio com os trabalhos pioneiros
de Carrel, em 1905, que desenvolveu as téc-
nicas de sutura vascular com fios e agulhas
finos, impulsionando as pesquisas experi-
mentais e a aplicacao clinica dos transplan-
tes de o6rgdos. O primeiro transplante em
animais de que se tem registro, foi feito por

Ullmann, em 1902, que realizou um auto-

transplante renal em cdo (Pereira, 2004).

ApOs experiéncias mal-sucedidas com trans-
plantes inter-espécies (xenotransplante), Gu-
thrie, colaborador de Carrel, hipotetizou se-
rem as falhas devidas a reacéo imunolégica

heterélogo).

Enxertos no mesmo individuo (autoenxer-
tos) ou entre animais geneticamente idénti-
C0Ss, como 0S gémeos monozigoticos (isoen-
xertos), sdo tolerados pelo receptor por ndo
expressar antigenos estranhos e, consequen-
temente, ndo ativar resposta de rejeicdo. En-
xertos entre animais geneticamente nao i-
dénticos séo rejeitados, com uma velocidade
gue é dependente do grau das diferencas ge-
néticas. O aloenxerto ocorre entre individuos
da mesma espécie, porém geneticamente
diferentes. Neste caso, as ceélulas do aloen-
xerto manifestardo aloantigenos que seréo
reconhecidos como estranhos pelo hospedei-
ro (Tizard, 2002).

(Pereira, 2004). Posteriormente, Peter Me- A disparidade genética méxima, porém, se
dawar, estudou as complicacBes imunoldgi- da entre membros de diferentes espécies
cas relacionadas aos transplantes de pele em(xenoenxerto), sendo 0 enxerto rapidamente
humanos durante a segunda guerra mundial. rejeitado, seja pela presenca de anticorpos
Em 1952, foram descobertos, por Dausset, IgM naturais no receptor ou pela rejeicao

0s antigenos de histocompatibilidade e, em rapida mediada por células. Se a incompati-

1954, a equipe de Murray, iniciou o progra-
ma de transplante renal com gémeos com
antigenos linfocitarios humanos (HLA) i-
dénticos, obtendo sucesso (Pereira, 2004).

bilidade imunolégica do xenoenxerto fosse
suprimida, a utilizacdo de animais como do-
adores poderia aliviar a escassez mundial de
orgaos para transplantacdo (Lasmar e Las-

mar, 2003).
O desenvolvimento das primeiras drogas
imunossupressoras, a 6-mercaptopurina e em Tanto doadores vivos quanto cadaveres sao
seguida a azatioprina, deu inicio a era mo- utilizados nas cirurgias de transplantes. Do-
derna dos transplantes. A azatioprina € um adores vivos sdo utilizados quando o orga-
imunossupressor eficaz, mas pouco seletivo, nismo pode repor ao doador o material reti-
por impedir a proliferacdo inespecifica de rado, como o sangue, medula éssea e frag-
células ativadas (Lasmar e Lasmar, 2003). mento de 6rgdo como o figado, ou quando se
Apbs 1975, com o desenvolvimento da ci- trata de érgdos pares como os rins. O concei-
closporina, que interfere na producdo das to de cadaver como doador se baseia no fato
linfocinas, e portanto, € mais especifica, de que os tecidos e 6rgdos do corpo nao
houve avanco nos transplantes clinicos em morrem todos ao mesmo tempo, podendo
todo o mundo, aumentando o indice de so- varios deles ser retirados apds a morte cere-
brevivéncia e dando novo impulso nestes bral (Tizard, 2002; Pereira, 2004).
tipos de cirurgias (Tizard, 2002).

A morte cerebral, diagnosticada por exame
Os transplantes ou enxertos podem ser clas- fisico e eletro-encefalograma (EEG), substi-
sificados, de acordo com a sua origem, em: tuiu nos ultimos anos a parada cardiaca co-
autoenxerto (ou enxerto autdlogo), isoenxer- mo parametro para a doac¢ao dos 6rgaos, por
to (ou enxerto is6logo), aloenxerto (ou en- ser segura quanto ao progndstico e permitir
xerto homélogo) e xenoenxerto (ou enxerto maior viabilidade dos 6rgdos doados (Las-
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mar e Lasmar, 2003).
3.4.2. Imunologia dos transplantes

Na prética clinica, os transplantes visam
preencher falha anatdmica ou melhorar uma
deficiéncia funcional. A menos que doador e
receptor sejam geneticamente idénticos, os

antigenos do enxerto sdo capazes de provo-

linfécitos T. Os linfocitos T envolvidos na
rejeicdo sO reconhecem peptidios do doador
em associacdo com os antigenos MHC pre-
sentes no enxerto (Mathews et al., 1994;
Lasmar e Lasmar, 2003).

A rejeicdo hiper-aguda, a qual pode ocorrer
nas primeiras 24 horas apoés o transplante, é
mediada por anticorpos anti-doador pré-

car resposta imunologica desencadeando aformados no receptor e pelo complemento,

rejeicdo (Lasmar e Lasmar, 2003). Apenas
recentemente, com o entendimento do fe-

némeno da rejeicdo, passou-se a compreen-

ou pode ocorrer até cinco dias apés, sendo
mediada por ativacdo de células T sensibili-
zadas. A rejeicdo aguda ocorre em uma se-

N

der a razdo da maioria dos insucessos em mana ou mais e esta associada a resposta

transplantes, provocando a morte do tecido
ou Orgéo transplantado (Kahan, et al., 2003).
Segundo Lasmar e Lasmar, (2003) um
transplante pode estimular os varios meca-
nismos de imunidade celular e humoral, es-
pecificos e ndo-especificos. Os linfocitos T

imunomediada de células T do receptor con-
tra 0 enxerto. A rejeicdo cronica estd associ-
ada com o declinio gradual da funcdo do
enxerto, que resulta da acdo de fatores hu-
morais, complexos imunes, reacdo celular
lenta e recorréncia de doenca. A rejeicdo ndo

sdo as principais células responsaveis pela deve ser vista como um fenémeno de tudo

rejeicdo dos transplantes e muitos dos co-
nhecimentos sobre a fisiologia e funcdo das

células T advém dos estudos dos transplan-

tes (Tizard, 2002).

A rejeicdo pode ser prevenida pela selecdo
do doador baseada na histocompatibilidade,

e com o0 uso de imunossupressores. A des-

truicdo tecidual associada a rejeicdo do

ou nada, mas como um processo gradual
(Tizard, 2002).

A despeito do marcante progresso na clinica
dos transplantes de 6rgdos nas duas Ultimas
décadas, complicacdes significativas como
rejeicdo, infeccdo oportunista, neoplasias,
complicagcbes metabolicas e toxicidade das
drogas imunomediadoras ainda ocorrem (Ji-

transplante decorre da acdo de macrofagos ang e Kobayashi, 1999).

ativados e células citotoxicas T (Mathews et
al., 1994). Os anticorpos causam danos ao
enxerto e os macréfagos estdo envolvidos
nas reacdes inflamatoérias no tecido enxerta-
do. No entanto, as células B (produtoras de
anticorpos) e macrofagos ndo sao suficientes
para provocar a rejeicdo. Estas células de-

pendem da acédo das células T, especialmen-

te na rejeicdo primaria (Tizard, 2002; Toppa,
2004).

3.4.3. Imunossupresséao

As terapias imunossupressoras tém aumen-
tado na rotina clinica, tanto na Medicina Ve-
terinaria quanto na Medicina Humana. Estes
métodos de tratamento sdo empregados
principalmente no controle de doencas auto-
imunes, nas reacoes de hipersensibilidade e
nos casos de transplantes de 6rgaos e teci-
dos. Apesar do indice crescente de trans-

O estudo da rejeicdo de enxertos de pele em plantes e a maior utilizacdo de agentes imu-
camundongos levou a descoberta dos princi- nossupressores, tem se observado significa-
pais complexos de histocompatibilidade tiva reducdo na morbidade e mortalidade de
(MHC) que atuam na apresentacdo de anti- pacientes submetidos a medicagéo continua-
genos aos linfocitos. Estas moléculas sdo da, 0 que comprova 0s avancos obtidos nesta
classificadas em classes | e Il e tém patrtici- area (Morris, 1995).

pacédo importante no mecanismo de acéo dos
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Segundo Toppa, (2004) os métodos disponi- hipertensdo arterial refrataria, diabetes, ne-
veis para a inibicdo das respostas imunes frotoxicidade, hepatotoxicidade, disturbios
podem ser classificados em dois grupos digestivos e edema gengival. As nefropatias
principais, imunossupressado inespecifica e merecem atencdo especial, pois a ciclospori-
especifica. A imunossupressao inespecifica na pode causar vasoconstricdo das arteriolas
se baseia em procedimentos como a radia- pré-glomerulares levando a hipoperfusédo
¢do; utilizacdo de anti-inflamatérios ester6i- glomerular. Portanto, a monitorizacdo do
des e drogas citotoxicas que inibem a divi- nivel sangiineo da ciclosporina € importante
séo celular de um modo inespecifico, redu- na determinacdo da dosagem de manutencgéo
zindo as respostas de células sensiveis a an-da droga. Varias doencas oportunistas ou
tigenos. Essa abordagem é precipitada e re- sub-clinicas podem progredir durante a imu-
lativamente perigosa, ja que também podem nossupressdo. Em caes, a Erlichiose é uma
ocorrer danos graves em outras populacdes doenca que cursa sem sintomas até encontrar
celulares, diminuindo as possibilidades de ambiente favoravel ao seu desenvolvimento
defesa do organismo (Pirch et al., 1997). (Codner, 1986). As neoplasias decorrentes
dos tratamentos imunossupressores também
A imunossupressao especifica é dirigida ao ocorrem com a ciclosporina e suas associa-
bloqueio seletivo e reversivel da atividade ¢6es (Morris 1995; Vicenti et al., 2002).
do sistema imune, principalmente no que se
refere & atividade das células T (Pascual et O tacrolimus, um antibiético macrolideo
al., 2003). Segundo Kahan et al., (2003) e isolado da cultura de Streptomyces tsukuna-
Pascual et al., (2003) um dos fatos mais im- ensis, possui mecanismo de acdo semelhante
portantes no desenvolvimento de alo- a ciclosporina. O tracolimus inibe direta-
transplantes foi o advento de agentes imu- mente a calcineurina impedindo a liberagcéo
nossupressores potentes e seletivos. Apesarda IL2 responsavel pela ativagédo dos linfoci-
dos efeitos benéficos comprovados destas tos T (Pirch et al., 1997; Vicenti et al.,
novas drogas, o0 custo proveniente da aplica- 2002). Como resultado desta acdo molecu-
¢ao continuada nos pacientes tem prejudica- lar, a droga inibe especialmente a resposta
do a popularizacdo das mesmas (Morris imune mediada por células. Jiang e Kobaya-
1995; Pirch et al., 1997). shi (1999), em trabalho comparativo entre
ciclosporina A e tracolimus (FK 506), con-
Dentre os imunossupressores mais utilizados cluiram que ambos bloqueiam as vias de
encontra-se a ciclosporina A, que é um poli- transducdo do sinal célcio dependente do
peptideo derivado de duas espécies de fungoreceptor das células T, inibindo a ativacéo
(Tolyplocadium inflatum e Cylindrocarpon das mesmas. Vincent e Kirkiman, (1998) em
lucidum). A ciclosporina atua no bloqueio da observacdes, in vitro, mostraram que as duas
transducao de sinais e impede a producdo dedrogas possuem um padrdo de imunossu-
interleucina (IL2) e interferon pelas células presséo diferente e o Tacrolimus € 10 a 100
T (Kahan et al., 2003). Ao que parece, a ci- vezes mais potente que a ciclosporina A na
closporina bloqueia os linfécitos durante a inibicdo da producao de IL2, proliferacédo de
fase GO ou G1 do ciclo celular e inibe a libe- células T e producéao de outras citocinas.
racdo de linfocinas pelas células T ativadas
(Morris, 1995; Pirch et al., 1997). Embora a Mathew et al., (2003) avaliaram o efeito de
ciclosporina possa ser usada isoladamente, éinfusdo de medula 6ssea do doador e soro
normalmente associada a outras drogas co- antitimécito associada com imunossupresso-
mo a azatioprina e ou prednisona, permitin- res, no prolongamento da sobrevivéncia de
do a reducdo das dosagens individuais devi- transplantes renais em caes. Todos os caes
do ao sinergismo entre as drogas. Dentre os receberam soro timoécito anti-cdes de coe-
efeitos colaterais, em humanos, destaca-se alhos, prednisona, azatioprina e ciclosporina.

12



Um grupo recebeu também medula 6ssea do transplantes renais de humanos.
doador e outro ndo. Os resultados demons-
traram que esta associacdo de drogas podeNos ultimos 20 anos, o surgimento das dro-
prolongar a sobrevivéncia de transplantes gas imunossupressoras especificas propor-
renais e que a adicdo do transplante de me- cionou um progresso significativo na clinica
dula pode prolongar ainda mais a auséncia dos transplantes de 06rgdos, diminuindo a
de resposta imune. Os autores concluiram morbidade e mortalidade dos pacientes
gue, apesar da resposta satisfatdria dos imu- transplantados (Teixeira e Rezende, 2004).
nossupressores na sobrevivéncia de rins Segundo 0os mesmos autores, a associacao de
transplantados em caes, a adicdo do soro drogas imunomoduladoras e as manobras
antitimocito e o subsequiente transplante de para aumentar a tolerancia do receptor tém
medula éssea podem prolongar ainda mais também contribuido neste sentido. Porém,
estes efeitos. complicacbes como infeccdo, neoplasia ou
rejeicdo crbnica ainda persistem, e novas
O sirolimus, um antibiético macrolideo do alternativas precisam surgir.
fungo Streptomyces higroscopicus, encon-
trado na ilha Rapa Nui, penetra livremente 3.4.4. Situacado atual
nas ceélulas, unindo-se a mesma imunofilina
do tacrolimus (FKBP12). Este complexo Apesar das pesquisas ininterruptas para se
sirolimus-FKBP12 ndo inibe a calcineurina, determinar o tecido ideal na reconstru¢do da
mas bloqueia o sinal de transdu¢do de uma bexiga, ndo existe ainda um consenso. A
proteina denominada mTOR (mammalian utilizacdo de tecido transplantado de bexiga
target of rapmycin), essencial para a prolife- homdéloga pode ser uma solugédo viavel e
racao de linfocitos (Lasmar e Lasmar, 2003). carece de mais estudos no que se refere a
Alguns estudos demonstraram que o siroli- rejeicdo e comportamento do transplante em
mus pode substituir a ciclosporina em paci- contato constante com a urina (Teixeira,
entes estaveis, bem como permitir a retirada 2002).
precoce do esterdide em transplante renal de
humanos (Vincent e Kirkiman, 1998). Em Yamataka et al., (2001) realizaram trans-
estudos recentes foi observado que a associ-plante de bexiga em ratos, com a finalidade
acdao tracolimus-sirolimus € eficaz e promis- de avaliar sua aplicabilidade como alternati-
sora, principalmente no transplante de ilho- va para aumento de bexiga. As bexigas de
tas pancreaticas em humanos (Kahan et al., ratos com 21 dias de idade eram excisadas e

2001). O sirolimus ndo é nefrotdéxico, mas
pode causar trombocitopenia, anemia, hiper-
lipidemia e leucopenia dose-dependente.

Para Lasmar e Lasmar, (2003) anticorpos
monoclonais promovem maior concentracao
de moléculas de anticorpo reativo quando
comparado a fracdes de antiglobulina poli-
clonal. Anticorpos bloqueadores da IL sdo
anticorpos monoclonais que bloqueiam a
fixacdo da IL2 no receptor do linfocito ati-

vado, impedindo a sua proliferacdo. Esta

implantadas em uma bolsa criada no omento
de ratos de seis semanas de idade. A imu-
nossupressdo dos receptores era feita com
tacrolimus, para evitar possivel rejeicdo. O

transplante de bexiga foi bem sucedido e a
mucosa vesical permaneceu sem alteracdo
durante todo o processo de reparacdo. Os
autores concluiram que a técnica de trans-
plante de bexiga poderia ser usada clinica-
mente para o aumento vesical.

Segundo Teixeira, (2002) o transplante de

acdo é semelhante a das drogas inibidoras debexiga pode ser uma alternativa eficaz na
calcineurina. A associagdo destes anticorpos correcdo dos defeitos extensos ou incapaci-
ao esquema de imunossupressao por drogasdade de dilatacdo da vesicula urinaria tanto
tem diminuido o indice de rejeicdo aguda em em animais como nos seres humanos. A
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possibilidade de transplantar com sucesso o 31 (TGFR1) um dos principais. Atualmente,
orgdo, proveniente de seres da mesma espé-sabe-se que os miofibroblastos possuem ca-
cie, evita as complicacBes observadas, visto racteristicas peculiares visiveis em reacdes
gque a maioria delas se deve ao fato do tecido imunoistoquimicas. Essas células séo forte-
enxertado ser de natureza histolégica dife- mente positivas para o anticorpeactina
rente do tecido receptor. A integracdo do musculo-liso (AML) (Desmouliere et al.,
tecido implantado, com controle da rejeicdo, 1993; Sobral, 2000; Sobral et al., 2004).
podera comprovar a hipotese da utilizacéo
do alo-transplante de bexiga. O alo- Segundo Massague, (1990) os fatores trans
transplante poderd trazer grandes beneficios formadores de crescimento 3 (TGF3) com-
para o homem e animais, desde que promo- pdem uma familia de citocinas multifuncio-
va o recondicionamento da capacidade de nais com atividades diversificadas, que po-
armazenamento de urina e controle da mic- dem ter papel na proliferacéo, diferenciacéo
¢do. O possivel sucesso de tais intervencdese controle da expressao da matriz extracelu-
trara forte impacto no meio, devolvendo a lar. O TGFR1 € o fator de crescimento mais
digni dade e auto-estima a pacientes ora de- estudado dentro da familia de TGFR. O
samparados. TGFR1 afeta a diferenciacdo, migracéo, e
apoptose epitelial. Ele é expresso por pla-
Tendo como base o que ocorre com trans- quetas, macrofagos e por células do urotélio,
plante cardiaco, onde apds seccdo completae é encontrado também na urina de indivi-
da vascularizacéo e inervacao ocorre regene- duos normais (lzadifar et al., 1999). Roberts
racdo destes tecidos, foi iniciado um projeto et al., (1990) demonstraram que TGFR1 po-
inovador de transplante de bexiga em cées de intensificar a presenc¢a de colageno in vi-
(Teixeira, 2002). Neste experimento a sutura tro e induzir fibrose de 6rgaos.
se limitou ao 6rgédo transplantado, ndo tendo
sido realizada anastomose de vasos e nervos.Howard et al., (2005) investigaram, em hu-
A cirurgia foi realizada em duas cadelas, manos, a acdo do TGFR1 na ativacdo de hi-
cujas bexigas foram trocadas simultanea- perplasia, hipertrofia e alteracdo na expres-
mente. Observou-se retorno da capacidade sdo de coladgeno e da musculatura lisa detru-
de armazenamento da bexiga e continéncia sora,in vitro. Nos resultados obtidos obser-
urinaria, 30 e 90 dias apds a cirurgia, respec- vou-se que, embora tenha havido hipertrofia

tivamente. vesical, ndo houve proliferacdo da muscula-
tura detrusora. Os colagenos tipo | e lll tive-
3.5. Imunoistoquimica ram um aumento significativo nas culturas

tratadas com TGFR1. Esses resultados indi-
A imunnoistoquimica, segmento moderno da cam que a musculatura lisa da bexiga sofre
histoquimica é um conjunto de métodos re- influéncia potencial para hipertrofia e fibro-
lativamente recente cuja crescente utilizacdo se quando sob a estimulacdo do TGFR1.
tem provocado impacto na patologia humana
e veterinaria, devido a sua elevada sensibili- De Boer et al., (1994) estudaram, em ratos, a
dade e especificidade. expressao de fatores de crescimento e seus
receptores durante fases especificas da rege-
Os miofibroblastos, conhecidos como célu- neragéo do urotélio, apés lesbes agudas. Os
las reparadoras, estdo morfologicamente em dados mostraram aumento da expressao do
um estagio intermediario entre os fibroblas- TGFR1 e seus receptores nas fases de reepi-
tos e as células do masculo liso. Vérios fato- telizagéo e diferenciacao.
res de crescimento e citocinas estéo relacio-
nados com a diferenciacéo dos fibroblastos, Kim et al., (2001) avaliaram, pela imunois-
sendo o fator transformador de crescimento toquimica, a expressao do TGFR1 e seus re-
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ceptores no carcinoma de células de transi- tal, utilizaram-se dez cdes do género mascu-
¢do (CCT) da bexiga urinaria e observaram lino e dez do género feminino, adultos jo-
aumento da expressdo do TGFR1 e diminui- vens (conforme denticdo), saudaveis, com
¢ao dos receptores. peso variando de 9,1 a 13,5 Kg (10,8 %
1,45). Os animais foram numerados de 1 a
Izadifar et al., (1999) estudaram a expressao 20, sendo os machos identificados de 1 a 10
do TGFR1 e seus receptores no urotélio hu- e as fémeas de 11 a 20. O experimento foi
mano normal e com CCT. Os resultados in- dividido em duas etapas, com 10 animais em
dicaram que no urotélio normal a expressdo cada. A primeira etapa foi iniciada em abril
de TGFR1 e seus receptores aumentam pro-de 2004 e teve seu término em novembro do
porcionalmente a maturacéo e diferenciacdo mesmo ano. Nesta etapa, participaram o0s
do mesmo. Este padrdo foi particularmente caninos do género masculino. A segunda
perdido nos tumores invasivos. A alteracdo etapa, da qual participaram as fémeas, foi
no padrdo de expressao sugere haver uminiciada em maio de 2005 e finalizada em
controle autdcrino para o TGFR1 e seus re- dezembro do mesmo ano. A opg¢éo de reali-
ceptores, o qual é mais pronunciado nos tu- zar o experimento em etapas deveu-se ao
mores mais invasivos. Booth et al., (2002) limite de capacidade das instalacdes e de
observaram a diminuicdo da expressao do pessoal técnico.
TGFR1 nos tumores mais invasivos e parale-
lamente aumento nos menos invasivos e nas Os critérios de inclusdo foram: animais sau-
bexigas normais. Os autores concluiram ha- daveis, com peso corporal entre 10 e 15 kg,
ver associagdo entre a expressao do TGFR1 eadultos jovens, ambos o0s sexos, livres de

a diferenciagéo urotelial. doencgas infectocontagiosas, neoplasias ou
] feridas cuténeas. Os critérios de excluséo
4. MATERIAL E METODOS foram: animais com alteragbes no sistema

urogenital e fmeas gestantes.
4.1. Selecdo da amostra

Apés avaliacdo clinica, os animais pré-
O presente estudo experimental foi aprovado selecionados foram divididos aleatoriamente
pelo Comité de Etica em Experimentacio em duplas do mesmo sexo e encaminhados
Animal do Departamento de Morfologia e para teste de compatibilidade sanguinea, por
Fisiologia Animal da Universidade Federal meio de prova eritrocitaria cruzada (maior e
Rural de Pernambuco (DMFA/UFRPE), se- menor). Confirmada a compatibilidade, os
gundo o protocolo n® 0001/07 (anexo 1). cdes foram submetidos a avaliagdo hemato-

I6gica, urinalise, ultra-sonografia abdominal,
Foram utilizados 20 caninos, sem racga defi- cistografia e testes para Leishmaniose e Er-
nida, provenientes do Centro de Vigilancia lichiose caninas.
Ambiental do Municipio de Recife (CVA),
destinados a eutanasia para controle popula- 4.2. Preparo dos animais
cional pelo programa de erradicacdo de zoo-
noses do Estado de Pernambuco. O experi- Os caes foram acomodados em canis indivi-
mento foi realizado no Hospital Veterinario duais de 1,0 x 1,2m para periodo de adapta-
Harmonia, sito a Estrada do Encanamento — ¢ao de 15 dias, onde receberam agua e racao
585, Bairro de Casa Forte, no Municipio de comercial ad-libitum Sete dias antes da
Recife.

Sseagllnzi?#éisse flé?qaris'[sla%omre);%sgse(;[l\{?énnso Iglrif[ié ! Racdo Special Crock. Royal Canin Industria
P e Comércio. R. Augusto Cirelli, n.270, Descal-

parcial de bexiga homoéloga a fresco. Para | 4o _ sp.
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cirurgia, foram todos desverminadas tra-
tados para ectoparasitas Vinte e quatro
horas antes da cirurgia iniciou-se a imunos-
supressdo, com administracdo de ciclospori-
na A microemulsificadaem uma Gnica dose
diaria de 10 mg/kg por via oral, conforme
preconizado por Jiang e Kobayashi, (1999).
A imunossupresséao foi mantida durante trin-
ta dias apés o procedimento cirargico. Du-
rante a imunossupressdo nao foram mensu-

bexiga e também promover seu esvaziamen-
to durante a cirurgia. O volume da bexiga foi
mensurado com adaptacdo de um equipo de
soro ha sonda uretral e elevacédo do frasco de
soro até que houvesse estabiliza¢do da pres-
sdo do tubo com a presséo interna da bexiga,
0 gue ocorreu a cerca de 1, 2m acima do a-
nimal.

radas as concentragdes sanguineas da ciclos-

porina A.
4.3. Procedimento cirdrgico

Todos os cées foram doadores e receptores,
sendo a intervencdo realizada simultanea-
mente em dois animais do mesmo sexo (fig.
1). Apos tricotomia ampla da regido abdo-
minal ventral, os animais foram submetidos
a pré-medicacdo com cloridrato de acetil-
promazina 1% (0,2 mg/kg) pela via intra-
muscular, vinte minutos antes da inducé&o
anestésica. A inducdo foi feita com tiopental
sodicd a 5% (12,5 mg/kg) por via intrave-
nosa, em cateter na veia cefalica, seguida de
intubacdo orotragueal e manutencdo com
isoflurand vaporizado com oxigénio em
circuito anestésico semi-fechado. Os animais
foram mantidos com infusdo venosa conti-
nua de Ringer Lactat@10ml/kg/h), durante

a cirurgia e pos-operatério imediato. Antes
do procedimento cirdrgico, colocou-se sonda
uretral para mensuracdo do volume basal da

2 Drontal plus®. Bayer S.A. Satde Animal. Rua
Domingos Jorge1000. Sdo Paulo — SP.

% Front Line ®. Merial Satde Animal. Fazenda
Sé&o Francisco. Paulinia — SP.

* Ciclosporina A — Sandimmun neoral Fabri-
cado por Novartis Pharma AG, Suica.

® Acepran®. Univet. IndUstria Veterinaria. R.
Cimaco Barbosa. S&o Paulo — SP.

® Tiopentax®. Cristalia Rod. Itapira-Linddia
Km.14. Itapira SP.

" Isoforine®. Cristélia. Rod. Itapira-Linddia
Km.14. Itapira SP.

8 Ringer com lactato.Fresenius Kabi Brasil Lt-
da. Rodovia 040. Aquiraz. Ceara.
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fresco e simultaneo.

Com a area abdominal preparada de forma
rotineira para celiotomia mediana, proce-
deu-se 0 acesso cirargico retro-umbilical,
nas fémeas, e paraprepucial nos machos,
para a exposicéo vesical. Os procedimentos
foram realizados simultaneamente para mi-
nimizar a exposigao cirurgica e o sofrimen-
to do implante por isquemia. Ap6s coloca-
cdo de afastador auto-estatico e campos
protetores, as bexigas foram expostas por
retroversdo e distendidas com soro fisiolo-
gico para localizacdo precisa do trigono
vesical (fig. 2). Colocaram-se dois reparos,
com fio de nylon 3-0, posicionados imedia-
tamente cranial a insercao de cada ureter e
um terceiro reparo na face ventral do colo
vesical. Os reparos foram usados como re-
feréncia para a cistectomia, que foi realiza-
da 0,5 cm cranial a insercdo dos ureteres,
preservando-se apenas o trigono vesical,

Figura 1 — Cadelas em decubito dorsal, sob anegesi, imediatamente antes do transplante pateiddexiga a

sendo retirado 70 a 80% da bexiga. Apoés a
ligadura das artérias vesicais caudais, as
bexigas foram excisadas e imersas em solu-
céo de Ringer com lactato de sddio, resfria-
do a 5°C, por aproximadamente 10 minu-
tos, para remover resquicios de sangue.
Posteriormente, as mesmas foram suturadas
no coto remanescente do animal receptor
em plano unico, com fio polyglecaprone
25° 4-0 em padr&o continuo simples, envol-
vendo a serosa/adventicia, muscular e sub-
mucosa (fig. 3). Ao término da sutura pro-
cedeu-se a replecdo da bexiga com solugéo
salina para verificar possiveis extravasa-
mentos. Quando necessario, procedeu-se
pontos isolados para conter pequenos extra-
vasamentos.

° Monocryl®. Ethicon. Rodovia Pres. Dutra
Km. 54. S.J. dos Campos SP.

17



i:igura 2 — Aspecto das bexigas expostas (setasjendidas,
e simultaneo.

no momento do transplante parcialedéh a fresco

Figura 3 — Aspecto do enxerto (asterisco) durantera no leito receptor (seta), em transplanteiglade bexiga a
fresco e simultaneo em caes.
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A celiorrafia foi realizada em padrédo Sultan
na linha Alba com fio de nylon monofila-
mentosd® 2-0, reducéo de espaco morto em
padrdo continuo simples, utilizando poly-
glecaprone 25 3-0 e sutura intradérmica
com fio de nylon monofilamentoso 4-0. As
sondas foram fixadas cirurgicamente por
meio de sutura com o0 mesmo fio e mantidas
nos animais por oito dias.

4.4, Pbés-operatério

No pds-operatério imediato, os cées recebe-
ram antibiético sistémico a base de enroflo-
xacind® (5,0 mg/kg) durante dez dias e an-
tiinflamatorio ndo esteroidal a base de ceto-
profend? (1,0 mg/kg), ambos por via oral
em dose Unica diaria, durante quatro dias. A
imunossupressdo com ciclosporina (10
mg/kg) foi mantida diariamente até 30 dias
de pos-operatério. As sondas foram retira-
das aos oito dias de poOs-operatoério, junta-
mente com os pontos de pele.

Os cées foram mantidos em canis individu-
ais durante os 180 dias de observagédo. Apos
este periodo, os mesmos foram doados para
proprietérios pré-selecionados, os quais se
comprometeram a assumir oS animais por
tempo indeterminado. Os dados coletados
foram registrados em fichas individuais e
arquivados para posterior analise.

Durante o periodo de observacdo (180 di-
as), os animais foram submetidos aos se-
guintes exames e correspondente periodici-
dade:

1- Avaliagéo clinica diaria nos primeiros 15

dias e semanal até 180 dias. Os animais e-
ram pesados, observados, palpados (princi-
palmente abdome e linfonodos), ausculta-

9Mononylon®. Ethicon. Rodovia Pres. Dutra
Km. 54. S.J. dos Campos SP.

Y Flotril ®. Shering-Ploough S.A. Est. dos Ban-
deirantes, 3901. Rio de Janeiro RJ.

2 Ketofen®. Merial Satde Animal. Fazenda
Sé&o Francisco. Paulinia — SP.

dos e tinham sua temperatura mensurada.
Exame neurolégico foi efetuado nos primei-
ros 30 dias para avaliar alteracdes proveni-
entes da neurotoxicidade da terapia imunos-
supressiva.

2- Ultra-sonografia abdominal semanal foi

realizada durante 30 dias e quinzenalmente
até 180. Os exames ultra-sonograficos fo-
ram realizados com transdutor convexo de
5,0 mHz e linear de 7,5 mHz. Durante o

exame foi dada énfase a avaliagdo do con-
teudo vesical, formato e volume da bexiga,

sendo posteriormente avaliados 0s rins e
ureteres (fig. 4).

—- VETERINARIA HARMON 1 A

Figura 4 — Ultra-sonografia da bexiga de cao 68 dia
apoés o transplante parcial de bexiga a fresco, de-
monstrando a recuperacgao da morfologia da bexiga.

3- Mensuragédo semanal do volume da bexi-
ga foi realizada durante 30 dias e quinze-
nalmente até 180. Para afericdo do volume
da bexiga utilizou-se sonda com balofiete

e procedeu-se infusdo de solugéo fisiolégica
pela sonda a uma altura de aproximadamen-
te 1,2 m acima do animal, que € a altura de
equilibrio entre a presséo intravesical e do
soro. O volume foi também mensurado por
meio de ultra-sonografia.

4- Cistografia contrastada aos 15, 30 e 120
dias de pdés-operatdrio. As cistografias con-
trastadas foram realizadas com o animal

3 Sonda de Fole§. Syncrofilm. Av. Eng. Luiz
Carlos Berrini, 1645, 120 andar S&o0 Paulo/SP
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sob anestesia geral com tiopental sddico.
Inicialmente, procedia-se cistografia com
contraste negativo e em seguida adminis-
trava-se o contraste positivo. Para adminis-
trar o contraste e impedir seu extravasa-
mento, manteve-se a sonda de Fale®
meio de contraste utilizado foi a solucéo
aquosa a 50% de 3,5 diacetamido - 2,4,6
triiodo benzoato de sodit(fig. 5).

Figura 5 — Cistografia contrastada 120 dias apos
transplante parcial de bexiga a fresco, em caes, de
monstrando a recuperacédo da morfologia da bexiga

5- Hemograma com pesquisa de hematozo-
arios foi realizado semanalmente nos pri-
meiros 30 dias e quinzenalmente até 180
dias.

6- Exame do perfil bioquimico renal (uréia
e creatinina), semanal foi feito nos primei-
ros 30 dias e quinzenalmente até 180 dias.

7- Urindlise semanal foi realiazada nos
primeiros 30 dias e quinzenalmente até 180
dias.

8- Bidpsia da interface enxerto-bexiga foi
colhida aos 60 e 120 dias de pos-operatorio.
A biopsia foi realizada por meio de celio-
tomia, com remocdo de um segmento, de
cerca de 2,0 x 0,5 cm, da interface do im-
plante com a bexiga remanescente (fig. 6).

pos operatério. Observar o detalhe do fragmenta)(se

4 Telebrix®. Guerbet Produtos Radiolégicos
Ltda. R. André Rocha, 3000. Rio de Janeiro RJ.

Figura 6 — Aspecto d cirurgia para retirada dgnfirento da bexigpara avaliac@o histopatoldgica, aos 60 die
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4.5. Avaliacao histolégica

Foram retirados fragmentos de cerca de 2,0
X 0,5 cm na interface do implante com a
bexiga remanescente nos tempos pos-
implante de 60 e 120 dias. Os fragmentos
foram analisados macroscopicamente, le-
vando-se em consideragdo a presenca de
necrose, espessura da parede, fibrose e pre-
senca de fio de sutura. Apos a colheita, as
amostras foram fixadas em formalina tam-
ponada a 10% e acondicionadas em frascos
individuais. No laboratério de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal Rural
de Pernambuco, as amostras foram inclui-
das em parafina, secionadas na espessura de
5um e coradas pela hematoxilina-eosina
(HE).

Na avaliacdo microscopica da bexiga rema-

nescente, interface e bexiga implantada fo-

ram considerados os eventos de reacgao te-

cidual decorrente do implante nos trés seg-

mentos, onde foram avaliados:

* Reacgdo da tinica mucosa e submucosa ao
implante;

» Reacdo da tinica muscular ao implante;

* Reacéo da tunica serosa/adventicia ao im-
plante.

4.6. Avaliacao imunoistoquimica

As amostras, jA emblocadas em parafina,
foram cortadas em 3um e estendidas em
laminas de vidro previamente limpas e de-
sengorduradas, preparadas com adesivo a
base de 3-aminopropyltriethoxy-silano. To-
das as amostras foram submetidas a estudo

imunoistoquimico por meio do método da
Estreptovidina-biotina-peroxidase com o0s
seguintes anticorpos: Fator transformador
de crescimento Rl (TGFR1l) e actina-
musculo-liso (AML) (quadro 1).

Os cortes foram desparafinados em dois
banhos de xilol, o primeiro a 60° C por 30
minutos, e o segundo, a temperatura ambi-
ente por 20 minutos. A seguir, 0s cortes
foram reidratados em cadeia decrescente de
etanol, a partir de trés passagens em etanol
absoluto, seguidos por etanol 95%, 85% e
80%, durante 5 minutos cada. Posterior-
mente, procedeu-se a remog¢do do pigmento
formdlico com as secg¢Bes submetidas a so-
lucdo de hidréxido de aménio a 10% em
etanol a 95% durante 10 minutos. Os prepa-
rados foram lavados em agua corrente por
10 minutos e em duas passagens de agua
destilada por 5 minutos cada.

As seccOes teciduais foram submetidas, a
seguir, aos tratamentos para recuperagdo
antigénica (quadro 1). Na sequéncia, proce-
deu-se ao bloqueio da peroxidase enddgena,
no qual os cortes foram incubados em pero-
xido de hidrogénio a 10% com metanol
(2:1, v/v), em duas trocas de 5 minutos.
Apoés estes passos, todos os procedimentos
foram precedidos de lavagens em solucéo
tampéo de PBS com pH 7,4.

Os anticorpos primarios foram diluidos e
incubados conforme indicacéo do fabrican-
te, como demonstra o quadro 1.

Quadro 1. Tipos de anticorpos primarios, diluicdo de trabathamtamento e tempo de incubacéo, na ava-
liagdo imunoistoquimica de bexiga de cdes subneetiddo-transplante parcial de bexiga.

Anticorpo Clone Diluicdo de Trabalho Tratamento Incubacéo
a-Actina-musculo- . Citrato/pH ,
liso 1A4 1:150 6,0/Steamer/30’ 60

P Pepsina 1%/pH ,
TGFR1 Sc-146 1:150 1.8/Estufa 37°C/ 30" 60
Fonte: Dako
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Apbs duas lavagens em solucdes tampao de
PBS (pH 7,4), foram feitas as incubacobes
dos cortes com anticorpo secundario bioti-
nado polivalente, anti-cabra/coelho/camun-
dongo, a temperatura ambiente (T.A.) por
30 minutos. Em seguida, foi feita a adigao
do complexo streptoavidina-biotina por 30
minutos a T.A.. A reacao foi revelada pela
utilizacdo da solugcdo cromogena contendo
0,03mg de diamino-benzidina (3,2’- diami-
no-benzidina) diluida em 100ml de PBS
acrescida de 0,6ml de 4gua oxigenada a
10% por 5 minutos.

Posteriormente, os cortes foram lavados em
agua corrente por 10 minutos, passados du-
as vezes em agua destilada, sendo em se-
guida contra-corados com hematoxilina de
Mayer por 45 segundos. Apds nova lava-
gem, seguiram 0s passos de desidratacao,
diafanizacdo e montagem das laminas em
ENTELAM.

Foram analizados os padrdes de marcacao
imunoistoquimica e a distribuicdo dos anti-

genos actina-musculo-liso (AML) e TGFR31

a microscopia de luz. Os achados foram

anotados individualmente. Posteriormente a
leitura de cada uma das laminas, foram es-
tabelecidos os padrbes de marcacdo para
cada antigeno pesquisado, bem como sua
localizacdo especifica. Os padrbes de mar-
cacao foram descritos, conforme intensida-
de, da seguinte maneira: marcacdo fraca
(+), marcacdo moderada (++) e marcagao
forte (+++).

4.7. Analise estatistica

Os dados das variaveis foram resumidos
por medidas de tendéncia central (média e
mediana), dispersdo (desvio padréo) e valo-
res minimo e maximo. Para cada variavel
mensurada, foi construido um grafico carte-
siano para mostrar, ao longo do tempo, a
variacdo da média das medidas obtidas nos
animais. Foram realizadas comparacoes
pareadas das médias correspondentes ao
sétimo, trigésimo e centésimo octogésimo

dia. Essas comparacdes pareadas foram rea-
lizadas com o teste t de Student.

Para os valores do volume da bexiga foi

ajustado um modelo de regresséo linear pa-
ra descrever a variagdo das médias, em fun-
¢do do tempo. No ajuste do modelo de re-
gressao linear foi empregado o método que
leva em consideracdo a possivel correlagéo
das observacoes.

Em todos os testes foi adotado o nivel de
significancia de 5%. A andlise dos dados
foi realizada com o “software” Stata 9.2.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Amostras

Os cées oriundos do Centro de Vigilancia
Ambiental do municipio de Recife apresen-
taram uniformidade de peso e idade, porém
muitos animais foram excluidos durante
triagem por apresentarem doencas infecto-
contagiosas, hemoparasitas, alteracdes re-
nais, demodicose e tumoracgbes (especial-
mente tumor venéreo transmissivel). Os
testes para leishmaniose e erlichiose canina
foram negativos em todos os animais avali-
ados para o experimento. A maioria dos
cdes (13) do experimento apresentou cris-
tais de célcio na urina durante o processo de
sele¢do, mas apenas quatro desenvolveram
urolitiase durante o poés-operatério, com
formacgéo de crostas calcificadas aderidas a
mucosa margeando a linha de sutura. Se-
gundo Gitlin et al, (1999) € comum o apa-
recimento de célculos no poés-operatério de
cirurgias reconstrutoras da bexiga urinaria,
devido ao processo inflamatério e muitas
vezes pela presenca do material de sutura
no limen da bexiga, em contato direto com
a urina. No presente estudo teve-se o cuida-
do de nao incluir a mucosa ha sutura, 0 que
sugere ter sido o processo inflamatoério o
causador da sedimentacao.

Todos os animais tiveram ganho de peso
durante o periodo de confinamento, de-

22



monstrando sua completa adaptacdo ao no-
vo meio. Decorridos os 180 dias do expe-
rimento, os animais foram encaminhados
para a adocéo, tendo sido todos (fémeas e
machos) castrados para evitar a reproducao.

Trés animais morreram durante o periodo
experimental, dos quais dois eram do géne-
ro masculino e um do feminino. Dois apre-

sentaram erlichiose na forma aguda e mor-
reram aos 60 e 82 dias de pds-operatorio,
respectivamente. O aparecimento da doen-

¢a, nestes animais, pode ter sido favorecido
pela imunossupressdo. O diagnéstico para
erlichiose foi estabelecido por meio de e-
xame clinico, hemograma e presenca do
parasito em esfregago sanguineo.

O terceiro caso de 6bito foi devido a rejei-

¢cdo do implante e ocorreu 50 dias ap0s a
cirurgia. Outro cdo também apresentou si-
nais de rejeicdo, mas sobreviveu apoés a reti-
rada do enxerto (fig. 7).

um céo.
5.2. Procedimento cirdrgico

A abordagem cirGrgica permitiu exposicéo

adequada da bexiga com visualizacao direta
do trigono vesical, tanto nas fémeas quanto
nos machos. Nos machos, a presenca do
prepucio préximo a incisdo, exigiu maior

cuidado com a assepsia, 0 que foi conse-
guido com a colocacéo de compressas junto

Figura 7 — secto do enxerto rejeitado e retireidargicamente, apds 50 dias do transplante padeidexiga, em

aos afastadores. Os afastadores auto-
estaticos foram especialmente Uteis devido

a pressao que 0S Mesmos exerceram na pa-
rede muscular, 0 que ampliou o acesso ci-

rargico.

A colocacao dos fios de reparo proximo ao

local de incisdo da bexiga facilitou a tragédo
e sustentacao do coto apds a incisdo, como
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sugerido por Stone et al., (1996). A ligadura
das artérias vesicais caudais antes da inci-
sdo na bexiga minimizou a hemorragia e, ao
final da sutura ndo se observava mais san-
gramento. Apesar disso, a maioria dos ani-
mais apresentou hematiria nos primeiros
cinco dias de pds-operatério, o0 que com-
prova que vasos, como a artéria vesical cra-
nial, continuaram sangrando. Segundo Lo-
bato, (1998) a bexiga recebe suprimento
sanguineo pelas artérias vesicais craniais
(ramos da artéria umbilical) e caudais (ra-
mos da artéria urogenital).

Durante a sutura do enxerto foram necessa-
rios dois pontos iniciais de sutura, proximo

as artérias vesicais caudais, para manter o
enxerto em posicdo adequada e facilitar a
orientacdo anatdbmica. Apesar da opgao por
uma sutura em Unica camada, ocorreu ex-
travasamento pela sutura, em apenas quatro
animais durante a replecdo imediata com

ta) e aspecto macroscopico da mesma (asterisco).

solucéo salina, os quais foram contidos com
0 emprego de pontos isolados simples. Es-
tes resultados diferem dos de Liebermann-
Meffert, (2000), que afirmou ser essencial
dupla sutura do enxerto e 0 uso do omento
maior em cirurgias reconstrutoras da bexiga
para minimizar vazamentos imediatos. Para
Stone et al., (1996) a dupla camada de sutu-
ra proporciona maior resisténcia, embora
diminua o limen da bexiga. Apesar de nao
ter se fixado o omento sobre a linha de su-
tura do enxerto, todos os animais apresenta-
ram aderéncia do omento a bexiga aos 60
dias de poés-operatério (fig. 8Estes acha-
dos decorreram do processo inflamatério na
regido do implante e do tropismo natural do
omento pelos focos inflamatérios. Suther-
land et al., (1996) observaram a aderéncia
de varios orgdos abdominais, quando testa-
ram matriz acelular em bexiga de ratos.

M

thi IR TR Wik
r aderéncia do omentmrerto (se-
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O fio utilizado, poliglecrapone 25, foi de
facil manuseio e apresentou resisténcia sa-
tisfatoria, tendo em vista ndo ter havido
rupturas durante e apds as suturas. Devido a
sua caracteristica monofilamentar, o mesmo
deslizou livremente no tecido vesical, o que
facilitou a confeccdo de uma sutura com
tensdo constante. Notou-se, porém, que o
fio possui “memoria”, o que exige uma
quantidade maior de semings para evitar
que o nod se desfaca. O fio poliglecrapone
25 € considerado por Schauffert et al.,
(2000) o ideal para suturas da bexiga, pois
apresenta tensao de n6 adequada, é monofi-
lamentar e ndo estimula a formagéo de cal-
culos.

A fixacdo da sonda de Foley com o balo-

nente e sutura, foi eficiente nas fémeas, mas
0s machos mostraram desconforto constan-
te e dois animais conseguiram retirar a son-
da, mesmo com a utilizagdo do colar eliza-

betano. Apesar disso, ndo houve extrava-
samento da urina na cavidade abdominal
destes animais. Segundo Smith et al.,
(1995) a sonda de Foley permite uma via
patente para a eliminacdo da urina e pode
ser util também em pacientes obstruidos por
neoplasia vesical.

Todos os animais tiveram evolucao satisfa-
téria da cicatrizagdo da ferida cirdrgica,
tendo sido retirados os pontos no oitavo dia
de pés-operatorio.

Um céo foi submetido a uma segunda ci-
rurgia aos 48 dias, pois um fragmento des-
prendido da mucosa vesical do enxerto o-
bliterou a uretra, causando retencao urina-
ria. ApOs a retirada cirdrgica do material, o
mesmo voltou a urinar normalmente. Os
cdes do género masculino sdo conhecidos
pela facilidade em desenvolver quadro obs-
trutivo devido a anatomia da uretra, que
sofre estreitamento na base do 0sso peniano
(Nelson e Couto, 2001). No momento da
cirurgia deste animal, observou-se espes-
samento das paredes do 6rgdo e aderéncia

do omento ao mesmo. Uma cadela expulsou
a mucosa necrosada do implante durante a
miccdo, porém nenhuma das fémeas apre-
sentou desconforto proveniente de obstru-
céo (fig. 9). As fémeas tém menor probabi-
lidade de obstru¢cdo que os machos por pos-
suirem a uretra mais curta e larga.

Figura 9 — Aspecto da mucosa necrosada do enxerto,
expelida por uma cadela, 50 dias apés transplante
parcial de bexiga a fresco.

Durante o procedimento cirdrgico para reti-
rada de fragmento para avaliacdo histologi-
ca aos 60 dias, confirmou-se a presenca de
material livre no limen da bexiga ou parci-
almente aderido a mucosa da mesma, em
guatro animais (fig. 10). O exame histopa-
toldgico revelou tratar-se do urotélio des-
prendido do enxerto. Esta alteracéo pode ter
sido proveniente da vascularizacao insufici-
ente. Baiotto, (2001) observou a mesma
alteracdo quando utilizou colon descenden-
te autélogo na reconstrucdo da bexiga em
cadelas e considerou ser decorrente da ne-
crose parcial do enxerto.

Segundo Fries et al., (1991) e Rigaud e
Norman, (2004) as anastomoses do trigono
vesical, estdo sujeitas, ainda, a outras com-
plicacbes como as fistulas, urolitiases, au-
séncia de dilatacdo, contracdo do enxerto,
neoplasias, producdo de muco e problemas
metabdlicos provenientes da absor¢do pelo
tecido implantado.
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Figura 10 Aspecto interno da bexiga de cao tranmﬂm aos 60 dias de pos-operatdrio, duranteaisia para rea-

lizagdo de bidpsia. Observacédo de processo deseedeomucosa do implante e migracdo de urotélicasmesma

(seta).

Houve crescimento celular da bexiga rema-
nescente invadindo o tecido enxertado,

mostrando que o implante atuou como

substrato para a migracéo do tecido vesical.
Resultados semelhantes foram obtidos por
Teixeira, (2002). Kambic et al., (1992) em

estudos com pericardio bovino na recons-
trucdo da vesicula urindria de dez caes,
também observaram que o enxerto propor-
cionou um reservatério estrutural para a

urina, serviu como base para a reepiteliza-
¢do e permitiu 0 aumento da capacidade
volumétrica & medida que foi substituido.

Estes achados reforcam a idéia de que os
materiais utilizados nas cistoplastias de au-
mento devem ser capazes de permitir que o
tecido receptor regenere como um tecido
funcional, com todas as suas caracteristicas
morfolégicas (Sutherland et al., 1996; El-

bahnasy et al., 1998). No entanto, nas técni-
cas de anastomose ao trigono vesical, cita-
das por Salle et al., (1990) e Pereira et al.,

(2002), ndo ocorre migracao do tecido vesi-
cal para o implante, o que favorece o apare-
cimento de complica¢cdes pelo contato con-
tinuo da urina com o epitélio do enxerto.
Nikula et al., (1989) acreditaram ser este
contato o responsavel pelo aparecimento de
neoplasias vesicais em pacientes submeti-
dos a enterocistoplastias.

Piser et al., (1987) relataram em modelo
experimental a absor¢éo transmural de ions
pelo segmento gastrico e intestinal apds
anatomose ao trigono vesical. As diferencas
histolégicas e funcionais entre o tecido im-
plantado e a bexiga sdo consideradas como
as causas principais das complicacbes das
enterocistoplastias e gastrocistoplastias (Lo-
ran et al., 1999). Segundo Lima, (1995) as
complicagbes com as cirurgias de anasto-
mose ao trigono vesical variam de 3 a 44%.
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5.3. Aspectos clinicos
5.3.1. Avaliacéo clinica no pGs-operatério

Durante todo o pés-operatorio, 16 animais
(80%) apresentaram normotermia, mucosas
normocoradas e auséncia de alteracdo nos
linfonodos palpaveis. Quatro animais (20%)
tiveram complicacbes como rejeicdo (2) e
erlichiose canina (2) e trés deles vieram a
obito.

Todos os cdes do experimento apresentaram
hematdria e polacitria nos primeiros dias
de pos-operatério, as quais regrediram to-
talmente aos cinco e 30 dias respectivamen-
te. A polacidria € um sinal clinico encon-
trado nas afeccbes vesicais inflamatorias, e
seu desaparecimento significa melhora do
quadro inflamatério (Nelson e Couto,
2001).

Em experimentos semelhantes para cisto-
plastia de aumento, tem-se optado por reali-
zar defeitos menores na bexiga, retirando
30 a 35% do tecido vesical, para evitar o
comprometimento do 6rgdo pela contracéo
do implante. No presente trabalho a remo-
¢ao de 70 a 80% da bexiga mostrou-se fac-
tivel do ponto de vista da recuperagdo ci-
rdrgica, pois a capacidade de replecéo e de
contracdo foram mantidas apds o transplan-
te. As capacidades de replecéo e de contra-
¢ao vesical foram confirmadas por meio da
ultra-sonografia (USG) abdominal, com a
mensuracdo do volume da bexiga antes e
ap6s a micgdo. Isso comprova a teoria de
gque a manutencdo do trigono vesical evita
danos a inervacdo autonémica do colo da
bexiga, a qual é responsavel pelo mecanis-
mo de continéncia (Lane, 2003; Silverman
e Long, 2000), pela sensacéo de distenséo e
capacidade de esvaziamento vesical (Cos-
tello et al., 2000). Apds a retirada da sonda
no oitavo dia de poés-operatério, como re-
comendado por Stone et al., (1996), todos
0s animais ja apresentavam capacidade de
contencdo urinaria e miccdo espontanea.

7

Este resultado é importante para evitar

complicagcbes como a incontinéncia urinaria
e infec¢des, que sdo muito comuns nos a-
nimais portadores de bexiga neurogénica
(Hoelzler e Liedbetter, 2004).

Trés machos apresentaram estranguria e
disuria causados pela obstrucéo parcial da
uretra, apos 45 dias da cirurgia. O fato de-
correu do desprendimento da mucosa do
enxerto, que pode ter sido proveniente da
necrose isquémica. Baiotto, (2001) obser-

vou a mesma alteragdo quando utilizou cé-
lon descendente autélogo na reconstrucéo
da bexiga em cadelas e considerou ser de-
corrente da necrose parcial do enxerto. Em
contrapartida, a retirada prévia da mucosa
pode predispor a processo inflamatdrio

mais acentuado e diminui¢cdo do tecido in-

testinal enxertado, como citado por Koc-

kum et al., (1999).

5.4. Aspectos imunoldgicos
5.4.1. Toxicidade do imunossupressor

Episddios de vomitos, hematoemese e per-
da de apetite ocorreram em trés cdes na
primeira semana de pos-operatério, porém,
com a terapia sintomatica com antieméticos
e protetores de mucosas, houve remissao
dos sinais. Ndo houve, portanto, a necessi-
dade de descontinuar a terapia imunossu-
pressora. Outros problemas abdominais
comuns em pacientes sob imunossupressao,
como intussuscepcao, diarréia recorrente e
megaesbfago ndo foram observados no es-
tudo (Vicenti et al., 2002). Isto comprova
gue a dosagem utilizada foi bem tolerada
pelos animais, embora dois deles tenham
adquirido erlichiose durante o pos-
operatdrio. Yamataka et al. (2000) também
obtiveram éxito quando utilizaram tacroli-
mus na imunossupressdo de ratos submeti-
dos a transplante de bexiga.

Os agentes imunossupressores sdo conheci-
dos como potencialmente toxicos, chegando
alguns, a predispor os pacientes ao cancer
(Kahan, et al, 2003; Pascual, 2003). As alte-
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racdes provocadas por estes farmacos vao
desde disturbios digestivos até sinais de
comprometimento neurologico. As nefropa-

tias merecem atencdo especial, pois a ci-
closporina A pode causar vasoconstricao
das arteriolas pré-glomerulares levando a
hipoperfusdo glomerular (Morris, 1995).

Todos os cées apresentaram aumento signi-
ficativo de creatinina sérica durante o tem-
po de administracdo da ciclosporina, con-
forme ja foi descrito na literatura (Pirch et
al., 1997; Jiang et al., 1999). Este aumento
nos parametros bioquimicos renais foi tem-
porario, tendo os mesmos voltado a norma-
lidade apds o encerramento da terapia imu-
nossupressora.

Um cdo apresentou eritema na regido ab-
dominal ventral com regressao deste sinal
sem terapia especifica, mas infec¢des bacte-
rianas localizadas (piodermites) ndo ocorre-
ram durante o pds-operatorio. No presente
estudo nao ocorreram alteracdes neuroldgi-
cas, como desequilibrio, excitacdo ou con-
vulsBes, em nenhum dos animais. Altera-
¢Bes neuroldgicas sdo comuns em humanos,
gquando submetidos a imunossupressao pela
ciclosporina A (Morris, 1995). A alternativa
de utilizar Tacrolimus (FK506) em substitu-
icdo a ciclosporina A pode minimizar os
efeitos colaterais, tendo em vista ser esta
droga 10 a 100 vezes mais potente e menos
téxica que a ciclosporina (Vicenti e Kirc-
kiman, 1998). Manobra util para aumentar a
tolerancia do receptor aos alantigenos do
doador é a infusdo prévia de medula 6ssea
do doador (Mathew et al., 2003). O meca-
nismo desta acdo ndo é ainda conhecido,
mas pode permitir a diminuicdo da dosa-
gem dos imunossupressores.

Dois caes apresentaram infeccdo Rdi-

chia canis diagnosticada em esfregaco
sanguineo aos 55 e 62 dias apos a cirurgia e
foram tratados com doxiciclina oral
(10mg/kg/dia). Ambos vieram a Obito com
alteracBes significativas em todos os para-
metros hematoldgicos analisados. A infec-

¢do provavelmente, ocorreu em virtude do
efeito imunossupressor acentuado nestes
animais.

5.4.2. Rejeicdo ao transplante

Dois animais (10%) mostraram sinais ca-
racteristicos de rejeicdo aguda ao implante,
entre 35 e 50 dias de pds-operatorio. Um
cdo morreu aos 50 dias de pds-operatorio e
0 outro teve seu implante retirado 52 dias
apos a cirurgia. Este ultimo apresentou po-
lacitria e incontinéncia urinaria permanen-
te, com volume vesical claramente diminu-
ido e aumento na presséo intravesical. O
mesmo desenvolveu hidronefrose e insufi-
ciéncia renal, mas se recuperou e passou a
ter uma vida clinicamente normal.

No periodo da rejeicdo, ambos apresenta-
ram hematdria recorrente, polacilria-
disuria, febre, anemia, anorexia e caquexia.
No exame histolégico da interface do tecido
transplantado-receptor destes animais, foi
observado infiltrado inflamat6rio mononu-
clear linfoplasmocitario difuso, bem como
areas de necrose na mucosa e na camada
muscular. Segundo Topa, (2004) estes a-
chados histopatolégicos sdo comuns nos
casos de rejeicao aguda.

Para Teixeira e Rezende, (2004) um trans-
plante pode estimular os varios mecanismos
de imunidade celular e humoral, especificos
e nado-especificos. A rejeicdo aguda esta
associada a resposta imunomediada de célu-
las T do receptor contra o enxerto, mas a
rejeicdo ndo deve ser vista apenas como um
fendbmeno reacional imediato, mas como
um processo gradual (Tizard, 2002; Toppa,
2004). Para Mathews et al., (1994) a destru-
icdo tecidual associada com a rejeicdo do
transplante decorre da acdo de macrofagos
ativados e células T citotoxicas.

Nos dois animais que apresentaram rejeigédo
observou-se leucocitose acentuada, mas
apenas o cdo que veio a O6bito teve linfoci-

tose associada. O aumento sanguineo de
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linfécitos é proporcional ao grau de rejeicao
aos implantes. O exame bioquimico e a uri-
nalise destes animais mostraram alteracdes
significativamente maiores que 0s exames
dos demais céaes.

O processo de rejeicdo ocorrido nos dois
cdes do experimento demonstrou que oS
protocolos de teste de compatibilidade e de
imunossupressao precisam de mais estudos.
A este fato, soma-se a observagéo histolo6-
gica de reacdo imune na maioria dos ani-
mais do estudo, caracterizado por presenca
de infiltrado inflamatério mononuclear lin-
fomacrofdgico, como citado por Toppa,
(2004).

Tais achados sugerem a necessidade de i-
munossupressao por tempo mais longo que
trinta dias. A consideracdo de controlar as
concentracdes sanguineas de ciclosporina e
associa-la a outros farmacos imunossupres-
sores, como indicado por Vicenti et al.,
(2002), pode também ser (til no controle da
rejeicao.

No presente estudo néo foi realizado teste
para determinar a compatibilidade sangui-
nea linfocitaria em caes (DLA), a qual é
importante na selecdo dos possiveis doado-
res (Pereira, 2004). Estudos especificos pa-
ra determinar a presenca dos complexos de
histocompatibilidade principal (HCM) na
vesicula urinaria dos caes precisam ser ain-
da realizados.

A possibilidade futura de utilizacdo da en-
genharia de tecidos para reconstrucdo do
tecido vesical, como citado por Oberpening
et al., (1999) e Hou et al., (2006), eliminaria
as complicacBes ora causadas pela rejeicdo
aos alo-antigenos. Recentemente Atala et
al., (2006) relataram sucesso na confeccdo
de bexiga para um humano a partir de célu-
las do préprio paciente.

5.5. Exames laboratoriais

operatorio

no pos-

5.5.1. Hemogramas

Os eritrogramas da maioria dos animais
(80%) apresentaram alteracGes discretas
durante o tempo de observacédo (180 dias).
A contagem total de hemacias e o hemato-
crito mantiveram-se constantes e dentro dos
niveis fisiolégicos para a espécie, em 16
animais do experimento, nos quais nao
houve intercorréncias apds a cirurgia. Em
guatro cades, que tiveram complicacbes no
pés-operatério, observaram-se alteracdes
significativas nos indices hematimétricos.
As tabelas 1 e 2 apresentam as meédias e
desvio padrdo dos valores das hemacias e
hematdcrito dos 16 animais sem intercor-
réncias apods a cirurgia. Os Gréficos 1 e 2
apresentam a variacao dos valores individu-
ais de hemécia e hematdcrito dos animais
com intercorréncias apos a cirurgia (linhas
coloridas) e a variacdo da média dos ani-
mais sem intercorréncias (linha cheia preta)

29



Tabela 1 Médias, medianas, desvio padrao e valores minanméximos da contagem total das hema-
cias (x16/pl), dos 16 animais sem intercorréncias, apésuagia de alo-transplante parcial de bexiga em
cées.

Tempo (dias) Média Desvio padrédo Minimo Mediana Maximo
0 5,5 0,4 51 54 6,4
7 5,6 0,3 52 5,6 6,4
15 5,1 0,5 4,8 4,9 6,5
22 5,6 0,4 5,0 5,5 6,4
30 5,8 0,3 51 6,0 6,3
45 57 0,3 5.2 57 6,5
60 5,5 0,4 4,4 5,6 6,1
75 54 0,4 4,8 5,3 6,2
90 5,0 0,4 4,4 4,7 5,8
105 5,0 0,5 4,4 5,0 6,0
120 6,0 0,6 5,0 6,0 6,8
135 5,8 0,6 4,4 6,0 6,7
150 6,1 0,5 53 6,0 6,7
165 5,5 0,4 52 5.2 6,4
180 6,0 0,5 53 6,0 6,8

Gréfico 1. Variacdo dos valores individuais de hemacias i1pdos animais com intercorréncias (li-
nhas coloridas) e da média dos animais sem intérzias (linha preta cheia) apds a cirurgia de alo-
transplante parcial de bexiga em caes.
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Tabela 2.Médias, medianas, desvio padréo e valores mingmoéximos do hematécrito (%) dos 16
animais sem intercorréncias, apos a cirurgia déraisplante parcial de bexiga em caes.

Tempo (dias) Média Desvio padrao Minimo Mediana Maximo
0 42,6 2,2 39,0 42,5 46,0
7 43,2 2,3 39,0 44,0 46,0
15 41,6 3,0 32,0 42,0 44,0
22 43,2 2,0 40,0 44,0 47,0
30 44,4 1,9 41,0 44,0 48,0
45 44,2 3.2 39,0 43,5 49,0
60 43,0 2,9 36,0 44,5 46,0
75 42,4 2,3 40,0 42,0 46,0
90 42,5 3.2 36,0 43,0 48,0
105 40,3 2,9 36,0 40,5 47,0
120 43,7 2,5 40,0 45,0 46,0
135 42,8 2,4 36,0 43,0 46,0
150 39,9 10,5 4,0 42,0 46,0
165 42,4 2,3 40,0 42,0 47,0
180 44,8 2,8 41,0 45,0 49,0

Grafico 2. Variacao dos valores individuais do hematocrity @4s animais com intercorréncias (linhas
coloridas) e da média dos animais sem intercorér{tinha preta cheia), apds a cirurgia de alo-
transplante parcial de bexiga em caes.
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Os leucacitos totais, linfécitos, monaocitos e
plaguetas dos 16 animais sem intercorréncia
ap6s a cirurgia, apresentaram comporta-
mento semelhante. Nestes animais, ocorreu
diminuicdo absoluta dos leucécitos durante
a imunossupressao, porém se manteve den-
tro de niveis fisioldgicos. A diminuicdo dos
leucdcitos totais foi reflexo da linfopenia
relativa e absoluta que todos os animais
mostraram durante o tempo de imunossu-
pressdo. Segundo Kahan et al., (2003) a
ciclosporina é uma droga imunossupressora
capaz de diminuir a producédo de linfécitos
pelo bloqueio dos mesmos durante a fase

GO ou G1 do ciclo celular. Apés o término
da imunossupressao, aos trinta dias de pos-
operatdrio, houve um retorno gradual aos
niveis leucocitarios considerados normais
para a espécie (tabelas e gréficos 3, 4, 5 e
6). Os resultados do teste t de Student para
amostras pareadas mostram que a média
dos leucdcitos aos 30 dias foi significati-
vamente menor que no momento inicial
(p =0,011) e final (p = 0,006). Entretanto, a
diferenca das médias entre 0s momentos
inicial e final ndo foi estatisticamente signi-
ficante (p = 0,762).

Tabela 3.Médias, medianas, desvio padrédo e valores minémméximos dos leucdcitos totais (%0)
dos 16 animais sem intercorréncias, apos a cirdey@o-transplante parcial de bexiga em cées.

Tempo (dias) Média Desvio padrao Minimo Mediana Maximo
0 15,0 1,7 12,0 15,2 17,6
7 11,4 4,6 4,4 13,2 16,6
15 11,5 4,6 5,3 14,0 16,9
22 11,8 4,1 54 14,1 15,6
30 11,5 4,2 4,8 12,9 16,0
45 15,0 0,9 12,5 15,5 16,0
60 15,4 1,2 13,0 15,5 16,7
75 15,1 1,4 12,4 15,9 16,7
90 13,4 2,0 11,3 13,0 17,5
105 14,4 1,2 11,9 14,3 15,9
120 13,9 1,2 11,8 14,3 16,0
135 14,4 1,3 11,8 14,2 16,9
150 14,9 1,1 12,9 14,9 17,0
165 15,5 1,0 12,5 16,0 16,0
180 14,8 1,2 13,0 14,2 17,0
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Gréfico 3. Variacdo dos valores individuais dos leucécitaaiso(x10/ul), dos animais com intercorrén-
cias (linhas coloridas) e da média dos animaisig@@rcorréncias (linha preta cheia) apds a cirudgia

alo-transplante parcial de bexiga em cées.
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A tabela 4 apresenta as médias e desvio pa-
dréo dos valores dos linfécitos dos 16 ani-
mais sem intercorréncias apoés a cirurgia. Os
resultados do teste t de Student para amos-
tras pareadas mostram que a média dos lin-
fécitos aos 30 dias foi significativamente
menor que no momento inicial (p < 0,001)
e final (p <0,001). Entretanto, a diferenca
de médias entre os momentos inicial e final
ndo foi estatisticamente significante
(p =0,794).

O gréfico 4 mostra a variagcdo dos valores

individuais de linfocitos dos animais com
intercorréncias (linhas coloridas) e a varia-
¢do da média dos animais sem intercorrén-
cias (linha cheia preta). Observa-se ainda,
neste grafico, que um animal (linha verde
com losangos) apresentou aumento dos lin-
fécitos durante o periodo de imunossupres-
sdo. Este comportamento provavelmente
ocorreu em consequéncia do processo de
rejeicdo aguda, pois os linfocitos T sédo con-
siderados os principais agentes desencade-
antes deste fenbmeno (Tizard, 2002 ; Perei-
ra, 2004).
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Tabela 4.Médias, medianas, desvio padréo e valores mingmoéximos dos linfcitos (x$Qul) dos 16
animais sem intercorréncias, apos a cirurgia déraisplante parcial de bexiga em caes.

Tempo (dias) Média Desvio padrao Minimo Mediana Méaximo
0 1,71 0,25 1,09 1,73 2,14
7 0,92 0,24 0,58 0,87 1,54
15 0,86 0,12 0,74 0,84 1,23
22 0,87 0,22 0,64 0,82 1,67
30 1,02 0,34 0,70 0,85 1,84
45 2,19 0,48 1,04 2,20 2,71
60 2,09 0,29 1,27 2,17 2,60
75 1,98 0,29 1,33 2,03 2,50
90 1,67 0,25 1,27 1,64 2,10
105 1,55 0,28 1,27 1,51 2,35
120 1,81 0,24 1,50 1,78 2,48
135 1,66 0,21 1,27 1,66 2,00
150 1,59 0,22 1,32 1,50 2,05
165 1,54 0,94 0,22 2,02 2,56
180 1,75 0,50 1,42 1,42 2,65

Grafico 4. Variagao dos valores individuais dos linfocitos @gmimais com intercorréncias (linhas colo-
ridas) e da média dos animais sem intercorrénti@sa(preta cheia) apés a cirurgia de alo-trangplan
parcial de bexiga em cées.
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A tabela 5 apresenta as médias e desvios média dos animais sem intercorréncias (li-
padrbes dos valores dos mondcitos dos 16 nha cheia preta). Neste gréfico, pode-se ob-
animais sem intercorréncias. O grafico 5 servar o aumento exacerbado dos mondci-
mostra a variacdo dos valores individuais tos, provavelmente provocado pela reacao
dos mondcitos dos animais com intercor-  de rejeicao.

réncias (linhas coloridas) e a variacao da

Tabela 5.Médias, medianas, desvio padréao e valores mingméaximos dos mondcitos dos 16 animais
sem intercorréncias, ap6s a cirurgia de alo-tramsplparcial de bexiga em caes.

Tempo (dias) Média Desvio padrao Minimo Mediana Maximo
0 62,6 74,2 0,0 15,0 213,0
7 343,6 139,6 134,0 292,0 666,0
15 411,8 210,7 216,0 276,0 765,0
22 381,0 187,2 134,0 292,0 666,0
30 4123 336,8 134,0 258,0 1500,0
45 4446 122,2 260,0 468,0 756,0
60 4147 156,2 260,0 334,0 765,0
75 308,1 202,3 112,0 242,0 666,0
90 438,4 141,8 123,0 471,0 700,0
105 715,0 410,0 165,0 593,0 1278,0
120 426,0 126,8 123,0 443,0 725,0
135 510,2 209,0 112,0 524,0 869,0
150 457,9 163,0 265,0 438,5 725,0
165 356,2 172,5 112,0 312,0 666,0
180 492,8 135,3 260,0 468,0 714,0

Gréfico 5. Variacao dos valores individuais dos mondcitos @ltimais com intercorréncias (linhas colo-
ridas) e da média dos animais sem intercorrénliide (preta cheia) apos a cirurgia de alo-trangplan

parcial de bexiga em cées.
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Os valores das plaquetas permaneceu abaixoque a média das plaquetas aos 30 dias foi
do limite minimo durante o periodo de imu- significativamente menor que momento ini-
nossupressao e retornou a sua normalidadecial (p < 0,001) e final (p < 0,001). Entretan-
apo6s o término do mesmo. Segundo Lasmar to, a diferenca das médias entre 0s momen-
e Lasmar, (2003) a ciclosporina, dentre ou- tos inicial e final ndo foi estatisticamente
tros imunossupressores, causa trombocito- significante (p = 0,494). O grafico 6 mostra
penia por inibir a atividade da medula éssea. a variacao dos valores individuais de plaque-
A tabela 6 mostra as médias e desvio padrdo tas dos animais com intercorréncias (linhas
dos valores das plaguetas dos 16 animais coloridas) e a variagdo da média dos animais
sem intercorréncias. Os resultados do teste t sem intercorréncias (linha cheia preta).

de Student para amostras pareadas mostram

Tabela 6. Médias, medianas, desvio padrdo e valores minenogiximos das plaquetas (/mL) dos 16
animais sem intercorréncias, ap0s a cirurgia déraisplante parcial de bexiga em caes.

Tempo (dias) Média Desvio padréao Minimo Mediana Méaximo
0 288063 41094 230000 280000 355000
7 160563 36520 60000 158000 221000
15 164313 22393 130000 160000 221000
22 167375 27058 130000 158000 224000
30 187750 26195 140000 185000 224000
45 212375 23830 179000 213500 258000
60 259188 36402 217000 261500 326000
75 224313 47616 145000 234000 330000
90 259688 37171 210000 257000 330000
105 244000 24612 190000 244500 280000
120 275000 46583 230000 270000 355000
135 232438 39122 179000 220000 330000
150 312125 58010 223000 310000 465000
165 196438 52998 140000 190000 310000
180 298500 30380 230000 310000 320000
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Gréfico 6. Variacdo dos valores individuais dos plaquetas)fhos animais com intercorréncias (linhas
coloridas) e da média dos animais sem intercomér{inha preta cheia) ap6s a cirurgia de alo-

transplante parcial de bexiga em cées.
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Dois cées tiveram graves alteracdes hema-
tolégicas mesmo durante o periodo de imu-
nossupressao no pdés-operatorio. Estes ani-
mais apresentaram quadro clinico de rejei-
¢ao ao transplante, tendo um deles morrido
aos 50 dias de pds-operatdrio em decorrén-
cia da rejeicdo. O outro cdo sobreviveu, po-
rém teve seu implante retirado aos 52 dias
de pdés-operatdridestes animaigpresenta-
ram leucocitose total, linfocitose e monoci-
tose relativa e absoluta, trombocitopenia e
anemia progressiva (graficos de 1 a 6). A
recuperacdo do quadro hematologico do
animal sobrevivente, apds a retirada do im-
plante, comprovou que a causa das altera-
¢Oes observadas neste animal foram decor-
rentes do processo de rejeicdo. Tais achados
sdo caracteristicos da rejeicao aguda, como
citado por Toppa, (2004).

O processo de rejeicdo ao transplante de-
monstra que o teste de compatibilidade por
meio da reacdo cruzada nao foi suficiente
para evitar a rejeicdo aguda em dois ani-

mais. Este achado sugere a necessidade de
estudos mais aprofundados dos complexos
de histocompatibilidade maior (HCM) da
bexiga. Pode-se, ainda, conjeturar a falha na
imunossupressdo como fator coadjuvante
no aparecimento da rejeicao, levando-se em
conta que o tempo resumido de imunossu-
presséo possa ter favorecido esse processo.

Dois cées tiveram erlichiose diagnosticada

em esfregaco sanguineo e vieram a oObito
aos 60 e 82 dias, respectivamente. Estes
cdes apresentaram pancitopenia e aplasia
medular ndo responsiva a tratamento clini-

co, como citado por Codner et al., (1986)

(graficos 1 a 6). Suspeita-se que o apareci-
mento da erlichiose na forma aguda e grave
destes animais tenha sido influenciado pela
imunossupressdo  instituida no  pos-

operatorio, j& que todos os animais eram

negativos para hematozoéarios antes da ci-
rurgia.
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5.5.2. Perfil Bioquimico

Durante a administracdo da ciclosporina,
todos os animais tiveram aumento das con-
centracOes de uréia e creatinina sérica. A
tabela 7 mostra as médias e desvio padrdo
dos valores da creatinina dos 16 animais
sem intercorréncias apos a cirurgia. Os re-
sultados do teste t de Student para amostras
pareadas mostram que a média da creatini-
na aos 30 dias foi significativamente maior
que nos momento iniciais. (p <0,001) e
final (p <0,001). Também, a diferenca de
meédias entre 0s momentos inicial e final foi
estatisticamente significante (p = 0,003). O
gréfico 7 mostra a variacado dos valores in-
dividuais dos animais com intercorréncias
(linhas coloridas) e a variacdo da média dos
animais sem intercorréncias (linha cheia
preta). A tabela 8 apresenta as médias e
desvios padrdes dos valores da uréia dos 16
animais sem intercorréncias. Os resultados
do teste t de Student para amostras pareadas
mostram que a média da uréia aos 30 dias
foi significativamente maior que nos mo-
mentos iniciais (p <0,001) e final (p=
0,004). O grafico 8 mostra a variacdo dos
valores individuais da uréia dos animais
com intercorréncias (linhas coloridas) e a
variacdo da média dos animais sem inter-
corréncias (linha cheia preta). Entretanto, a
diferenca de médias entre 0s momentos ini-
cial e final ndo foi estatisticamente signifi-
cante (p = 0,053). Essa alteracdo reforca a
informacdo de que a ciclosporina A € um
imunossupressor nefrotdxico e pode alterar
substancialmente o perfil renal dos pacien-
tes (Morris, 1995; Pirch et al., 1997; Jiang e
Kobayashi, 1999). Os achados bioquimicos
sugerem que as alteracbes ocorridas nas
concentracdes plasmaticas de creatinina e
uréia foram provocadas pela imunossupres-
sdo, pois todos o0s animais sobreviventes
mantiveram niveis fisiolégicos das mesmas
ap6s o encerramento da terapia imunossu-
pressora.

O retorno das concentracbes plasmaticas de

uréia e creatinina a normalidade sugerem

gue o transplante de bexiga permitiu o de-

senvolvimento de um reservatorio de baixa

pressdo, mantendo o mecanismo das valvu-
las ureterovesicais patentes, as quais prote-
gem os rins de refluxo e infeccdo ascenden-
te, impedindo que haja comprometimento

da funcédo renal, conforme observado por

Costello et al., (2000). Segundo Ueno et al.,

(2001) outra vantagem desse procedimento
€ a manutencao da continéncia urinaria pela
preservacao da fungcdo motora do trigono.

Embora alguns (3) caninos machos tenham
mostrado episédios de obstrucdo pela mu-
cosa desprendida do implante, ndo houve
diferenca significativa entre machos e fé-
meas com relacao aos niveis de uréia e cre-
atinina séricas. Essa observacao demonstra
gue a intensidade e tempo de ocorréncia das
obstru¢cbes ndo foram suficientes para pro-
vocar alteracdo na valvula vesico-ureteral e
o retorno da urina a pelve renal.

O perfil bioquimico renal de quatro animais
apresentou variacdo significativa, quando
comparado aos demais (gréficos 7 e 8). Es-
tes animais foram acometidos de erlichiose
(2) e rejeicao (2). O cao que teve o implante
retirado aos 52 dias de pés-operatério, de-
vido a rejeicdo, apresentou as maiores alte-
racdes, com um pico maximo de 12 mg/dl
de creatinina e 125 mg/dl de uréia 21 dias
apos a cirurgia. As concentracdes plasmati-
cas de uréia e creatinina deste animal de-
cresceram gradativamente ap0s a retirada
do implante e atingiram a normalidade 180
dias ap0s a cirurgia. Neste animal, ocorreu
dilatacéo ureteral e hidronefrose, com recu-
peracdo clinica aos 4 meses de pos-
operatdrio. Mesmo apls sua recuperacao
clinica, este cdo permaneceu com azotemia,
polaciuria e cistite recorrente devido as pe-
guenas dimensdes de sua bexiga. Gucer e
Ozkardis, (1992), também, observaram au-
mento acentuado nas concentracdes séricas
de creatinina e Uréia em cdes com bexigas
pequenas apods utilizacdo de vesicula biliar
para reconstrucdo das mesmas.
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Tabela 7.Médias, medianas, desvio padréo e valores minammaximos da creatinina sérica (mg/dl)
dos 16 animais sem intercorréncias, ap0s a cirdey@o-transplante parcial de bexiga em cées.

Tempo (dias) Média Desvio padrédo Minimo Mediana Maximo
0 0,6 0,1 0,6 0,6 0,8
7 2,2 0,6 1,2 2,3 3,3
15 2,4 0,6 1,2 2,4 3,5
22 2,5 0,7 1,5 2,5 4,5
30 2,3 0,6 1,5 2,3 3,7
45 2,0 0,5 1,3 1,8 3.2
60 1,7 0,8 0,7 1,5 34
75 1,4 0,5 0,7 1,3 2,2
90 1,4 0,5 0,6 1,3 2,5
105 1,1 0,3 0,6 1,2 15
120 1,0 0,3 0,7 0,9 1,6
135 0,9 0,3 0,5 0,8 1,7
150 0,8 0,3 0,6 0,7 1,3
165 0,8 0,2 0,5 0,8 1,2
180 0,8 0,1 0,6 0,8 1,1

Grafico 7. Variagao dos valores individuais da creatiningcaémg/dl) dos animais com intercorréncias
apos a cirurgia de alo-transplante parcial de lzesig cdes (linhas coloridas) e da média dos anseais
intercorréncias (linha preta cheia).

12 1 Animais com
intercorréncias
—— 1
—i— 3
10 4
—h— 12
8 -
©
=
=
-
g °
| .
O
4_
2 -
0 -

T T T T T T T T T T T T T T T
0 7 1522 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180
Tempo (dias)

39



Tabela 8.Médias, medianas, desvio padréo e valores mingmoéximos da uréia (mg/dl) dos 16 ani-
mais sem intercorréncias, apos a cirurgia de alwsplante parcial de bexiga em cées.

Tempo (dias) Média Desvio padrédo Minimo Mediana Maximo
0 36,5 6,3 23,0 37,0 45,0
7 64,9 17,5 43,0 63,0 98,0
15 57,5 18,3 9,0 55,0 87,0
22 55,3 111 40,0 57,5 78,0
30 49,4 8,8 36,0 47,5 67,0
45 50,1 14,7 34,0 45,0 89,0
60 47,4 15,3 32,0 43,0 86,0
75 45,0 12,0 28,0 43,0 78,0
90 40,9 6,9 31,0 40,5 54,0
105 41,4 5,6 30,0 42,5 52,0
120 37,9 4,9 30,0 39,0 45,0
135 41,8 8,0 32,0 40,5 65,0
150 44,4 8,5 30,0 43,0 65,0
165 42,6 8,1 32,0 41,0 59,0
180 41,8 6,8 32,0 41,0 56,0

Grafico 8. Variagdo dos valores individuais uréia (mg/dl) dosnais com intercorréncias (linhas colori-
das) e da média dos animais sem intercorréncrdsa(fireta cheia) apds a cirurgia de alo-transplzate
cial de bexiga em caes.
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5.5.3. Urinalise

Onze caes (55%) mostraram cristais de cal-
cio na urina nas primeiras trés semanas,
embora apenas quatro deles tenham desen-
volvido litiase, macroscopicamente visivel
durante as cirurgias para biépsia. Segundo
Kropp et al., (1999) a litiase vesical é um
achado comum quando se faz a reconstru-
¢ao da bexiga e cristalaria com presenca de
depésito de sais podem ocorrer precoce-
mente apos cirurgias reparadoras da bexiga
(Kockum et al., 1999). Para Cubillana et al.,
(1998) o pH urindrio alcalino, a infeccao
recorrente e o residuo pds-miccional, assim
como, o contato da urina com o material de
sutura podem ser os fatores mais importan-
tes na etiologia da litiase vesical poés-
cirurgica.

Todos os cdes apresentaram hematdria e
polacidria no pdés-operatoério, as quais re-
grediram totalmente aos cinco e 30 dias,
respectivamente. A hematuria e polaciuria
sdo comuns no poés-operatorio imediato de
cirurgias da bexiga urinaria (Oliveira et al,
1999). Para Nelson e Couto, (2001) a pola-
citria € um sinal clinico encontrado nas a-
feccdes vesicais inflamatérias, onde ha hi-
peratividade da musculatura detrusora.

ad

Figura 11 — Aspecto da béxiga transplat
rial para avaliagdo histopatolégica

Os quatro caes (20%) que apresentaram
complicagbes no poés-operatorio, tiveram
maiores alteracdes na urinalise, a qual foi
proporcional ao grau de comprometimento
sistémico. Além da hematuria e proteindria,
observou-se presenca de células epiteliais e
cilindros granulosos na urina destes ani-
mais. Segundo Meyer et al, (1995) a pre-
senca de cilindros granulosos € indicativo
de lesdo renal avancada e sugere progndsti-
co reservado.

5.6. Volume da bexiga

Houve decréscimo acentuado (aproxima-
damente 50%) do volume vesical no pri-
meiro exame, aos sete dias, em todos os
animais operados, a partir de quando se ini-
ciou uma curva de aumento gradativo. O
retorno ao volume inicial ocorreu por volta
do 120° dia ap6s a cirurgia (fig. 11). A tabe-
la 9 apresenta as médias e desvio padréo do
volume vesical dos 16 animais sem inter-
corréncias. O grafico 9 mostra a variacao
dos valores individuais do volume vesical
dos animais com intercorréncias (linhas co-
loridas) e a variacdo da média dos animais
sem intercorréncias (linha cheia preta).

a a0slE3 de pés-operatério, durante a cirurgia petieada de mate-
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Tabela 9.Médias, medianas, desvio padrao e valores minammaximos do volume da bexiga (mL) dos
16 animais sem intercorréncias, ap6s a cirurgal@¢ransplante parcial de bexiga em cées.

Tempo (dias) Média Desvio padrao Minimo Mediana Maximo
0 109,8 12,8 90,0 106,5 132,0
7 54,9 10,6 34,0 55,0 67,0
15 61,6 10,6 45,0 64,0 76,0
22 68,1 11,3 54,0 66,0 89,0
30 77,3 9,3 59,0 76,0 90,0
45 78,0 12,0 58,0 79,0 96,0
60 87,0 12,4 55,0 87,0 103,0
75 93,1 14,6 70,0 87,5 120,0
90 96,1 16,2 74,0 91,5 121,0
105 104,8 15,3 67,0 107,0 127,0
120 109,9 12,2 87,0 111,0 132,0
135 114,2 12,6 91,0 113,5 133,0
150 112,8 13,0 90,0 112,5 134,0
165 117,21 12,9 90,0 117,0 135,0
180 115,6 13,4 90,0 119,0 134,0

Grafico 9. Variacao dos valores individuais do volume da g&XmL) dos animais com intercorréncias
(linhas coloridas) e da média dos animais semaateZncias (linha preta cheia) apés a cirurgialde a
transplante parcial de bexiga em cées.
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O processo de estabilizacdo do volume no
135° dia de pds-operatdrio demonstrou que
a bexiga de todos os animais atingiu sua
capacidade maxima de crescimento neste
tempo. Em alguns animais o volume final
da bexiga foi maior que o inicial. Este re-
sultado mostra que ocorreu regeneracao
suficiente para devolver a capacidade de
armazenamento da vesicula urinaria. Pie-
chota et al., (1995) e Crandis et al., (1998)
preconizaram que as cirurgias reconstruti-
vas da vesicula urinaria devem promover
um reservatoério de baixa pressdo, com ca-
pacidade de continéncia, mic¢cdo espontanea
e baixo residuo pés-miccdo. O padrdo de
aumento do volume vesical esta de acordo
com os achados histologicos, nos quais se
observou um processo continuo de cresci-
mento tecidual em todas as camadas da be-
xiga nos tempos estudados.

O aumento da capacidade volumétrica se-

guiu uma tendéncia consistentemente cres-
cente desde o sétimo ao centésimo trigési-
mo quinto dia de observacao. A partir deste
momento, até o final do estudo, permane-
ceu estavel (grafico 10). O comportamento
do volume médio entre o dia 7 e o dia 135
foi avaliado pela seguinte equacéo de re-
gressao linear:

Volume (médio) = 60,9 +
0,44(Tempo- 7), 7dias< Tempe< 135 dias

De acordo com essa equacgdo, no periodo
compreendido entre 0 sétimo e o centésimo
trigésimo quinto dia de observacgdo, a taxa
de variacdo diaria do volume foi igual a
0,44mL, como pode ser observado no grafi-
co 10 (representado pela linha preta longa)
e, apos isso, houve a estabilizacdo do volu-
me (linha preta curta). Essa taxa foi signifi-
cativamente diferente de zero (p < 0,001).

Grafico 10. Variagdo dos valores médios do volume da bexidg (fns 16 animais sem intercorréncias
apos a cirurgia de alo-transplante parcial de lzegig cées, durante o periodo de observacéo.
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No presente estudo, wlume maximo e
residual das bexigas voltou aos niveis fisio-
l6gicos no periodo estudado (grafico 10).
Estes resultados s&o semelhantes aos cita-
dos por Kropp et al., (1996) ap6s o empre-
go de membrana anidnica em bexiga de
caes da raca Beagle e por Lai et al., (2005)
em experimento com coelhos.

Neste experimento, embora ndo tenha havi-
do grupo controle, o animal que teve seu
implante retirado por rejeicAo manteve o
volume da bexiga baixo até o final do peri-
odo experimental (grafico 9).

Isso sugere que, nos 16 animais sem com-
plicagdes no pds-operatério, ndo ocorreu
dilatacdo da bexiga e sim um aumento real
da mesma, pelo crescimento gradual do seu
tecido.

A curva de crescimento do volume da bexi-
ga teve um padrdo semelhante entre todos
0s animais do experimento, exceto nos qua-
tro que tiveram complicacdeSste compor-
tamento padronizado indica que apesar de
ter havido diferenca clinica e histolégica
entre machos e fémeas, onde os machos
tiveram episodios obstrutivos e processo
inflamatorio mais acentuado, ndo houve
alteracdo no padrdo de crescimento do vo-
lume vesical entre os géneros.

O acompanhamento individual do cresci-
mento do volume da bexiga pode ser obser-
vado no grafico 11, o qual demonstra a se-
melhanca entre o padrdo de crescimento
vesical dos 16 animais sem intercorréncia.

Gréfico 11. Variacdo individual do volume da bexiga (mL) dds c&es submetidos ao alo-transplante
parcial de bexiga em cédes. Os animais de nume8p4 e 12 tiveram complicagcdes no pds-operatorio.
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5.7. Avaliacdo por meio de imagem
5.7.1. Cistografia simples e contrastada

A cistografia com contraste positivo foi
mais eficiente que a com contraste negati-
Vo, pois permitiu melhor visualiza¢&o intra-
vesical. Nenhuma das duas técnicas possi-
bilitou identificar a presenga de sedimento
na bexiga, embora tenham sido visualizadas
crostas intravesicais em quatro caes no
momento da bidpsia para avaliagéo histolo-
gica. Biller, (1990) afirmou ser a USG e
nao a cistografia o exame de eleicdo para o
diagndstico de sedimentos e célculos vesi-
cais. Segundo Cote et al., (2002) e Henry,
(2003) os exames radiograficos sao eficazes
na deteccdo de irregularidades da parede
vesical, na avaliacdo do posicionamento da
bexiga dentro do abdome e para identificar
solucdo de continuidade, pelo extravasa-
mento do contraste. Apesar de ter havido
presenca de hematuria e infecgdo urinéria
em alguns animais no pdés-operatorio, isto
néo parece ter ocorrido em decorréncia ure-
trocistografia contrastada como citado por
Barsanti, (1998).

A cistografia aos quinze dias de pos-
operatério mostrou a bexiga diminuida de
tamanho e disforme na regido fundica. As
paredes se mostraram espessadas e irregula-
res, denotando processo inflamatério. Em
todos os animais observou-se imagem de
maior radiodensidade, cranial a regiao fan-
dica da bexiga, compativel com aderéncia.
Durante a cirurgia para retirada de fragmen-
to para a histopatologia aos 60 dias, p6de-se
observar que o tecido aderido era 0 omento.
Ocorreu, ainda, a presenca de contraste na
regido de aderéncia aos 15 dias, demons-
trando haver solucdo de continuidade na
linha de sutura, mas nao foi observado li-
quido livre na cavidade abdominal (fig. 12).
Isto mostra que o volume extravasado foi
contido pelo omento. Cinco machos apre-
sentaram deslocamento caudal da bexiga e
dilatacdo da uretra prostatica aos 15 dias.
Isto ocorreu, provavelmente devido ao pro-

cesso de obstrucdo provocada pelo desco-
lamento da mucosa do implante. A maioria
dos animais (13) apresentava area de este-
nose no local da sutura, dando a cupula ve-
sical um aspecto de diverticulo.

Figura 12 — Cistografia contrastada realizada aos 15
dias de pos-operatério apds transplante parcial de
bexiga em caes, onde se observa o pequeno tamanho
da bexiga neste momento e a impregnacgdo do con-
traste a aderéncia na regiao fundica da mesma.(seta

Aos 30 dias, o volume vesical aumentou
significativamente e ndo mais se observou a
estenose no local da sutura. O formato das
bexigas, neste momento, se aproximava da
normalidade. A causa da estenose tempora-
ria pode ter ocorrido pela presenca do fio,
que foi utilizado em padréo de sutura conti-
nuo, semelhante ao que ocorre quando se
faz a anastomose do esodfago (Prado Filho et
al., 1999).

No exame aos 120 dias, as bexigas apresen-
taram formato, volume e paredes dentro da
normalidade. A bexiga e suas estruturas
adjacentes apresentaram anatomia fisiol4gi-
ca, porém persistia a aderéncia ao fundo da
mesma. Resultados consonantes foram cita-
dos por Kropp et al., (1996) e Lepper et al.,
(2002) quando avaliaram o crescimento da
bexiga de cées e coelhos.
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5.7.2. Ultra-sonografia (USG)

Os exames de USG foram realizados sem
dificuldades e permitiram a visualizacdo
satisfatoria da bexiga quanto ao seu forma-
to, aspecto da parede e conteudo vesical. A
avaliacdo do volume por meio da USG,
também, foi de facil execucdo e ndo houve
diferenca significativa quando comparado
aos valores obtidos com a mensuracao dire-
ta do mesmo.

Segundo Gallatti et al., (2004) e Essman,
(2005) a USG € um método sensivel de di-
agnostico por imagem para o exame da ve-
sicula urinéria e permite a avaliagdo da ana-
tomia interna e externa do 6rgdo sem o uso
de contraste, devido ao seu conteudo fluidi-
co e a localizacao superficial.

A infusd@o do soro durante 0 exame permitiu
uma avaliacdo adequada da celularidade do
contetdo vesical. A maioria dos animais
(15) apresentou sedimento (celularidade) no
primeiro exame pos-operatdrio, o que coin-
cidiu com a hematuria ocorrida neste perio-
do. Para Gallati et al., (2004) o exame ultra-
sonografico é o de eleicdo para deteccao de
sedimento e altera¢cbes na parede da bexiga.

Nos primeiros quatro exames ultra-
sonogréficos observou-se um estreitamento
no local da sutura, mostrando na regido
fundica da bexiga uma imagem de anexo.
Isto, provavelmente, se deveu a presenca de
sutura continua, pois o fio ndo permitiu a
distensdo na interface do implante com a
bexiga remanescente. Este achado desapa-
receu em torno de 45 dias, que corresponde
ao tempo de perda de tensdo de né do fio.

Nos exames ultra-sonograficos apos 45 dias
observou-se a formacdo de uma estrutura
ecogénica no lumen da bexiga na maioria
dos animais (17). A mesma tinha aspecto
membranoso com movimentacéo livre na
urina e pontos de aderéncia na mucosa. Al-
guns animais expeliram espontaneamente a
estrutura, mas trés machos tiveram episodio

obstrutivo e um deles necessitou de cirurgia
para retirar o material da uretra. Apds a
avaliacdo histologica, observou-se que se
tratava do urotélio do transplante, o qual
necrosou e desprendeu-se dentro do limen
vesical.

A parede da vesicula urinaria apresentou,
no periodo de 7 a 21 dias, imagem ultra-
sonografica de espessamento, irregularida-
de na mucosa e maior ecogenicidade, sem,
contudo, perder a integridade. Os pontos
mais alterados foram a interface e o tecido
implantado. As alteracbes na parede dimi-
nuiram gradualmente em intensidade, atin-
gindo a normalidade aos 60 dias de poés-
operatorio. Estes achados sdo semelhantes
as alteracBes ultra-sonograficas observadas
em pacientes com processo inflamatorio da
vesicula urinaria (Voros, 1993). Nos exa-
mes posteriores a 75 dias de pds-operatério,
0S animais sem intercorréncias, apresenta-
ram bexiga com paredes regulares e forma-
to anatdmico normal, sendo consideradas
normais para a espécie.

Quatro caes apresentaram calculos vesicais
observaveis nos exames ultra-sonogréficos.
Os mesmos foram confirmados e retirados
durante a cirurgia para obtencdo de frag-
mento para bidpsia, aos 60 dias de poés-
operatorio, ndo havendo caso de recidiva
até o término do experimento.

Nos quatro animais com complicagdes, ob-

servou-se processo inflamatoério acentuado
da parede vesical, incapacidade de disten-
sdo completa da bexiga e presenca de liqui-
do livre na cavidade abdominal. Destes,

sobreviveu um c&o, um veio a 6bito devido

a rejeicdo, e dois em decorréncia da erlichi-
ose.

5.8. Avaliacao Histopatoldgica
Devido as diferengas histoldgicas observa-
das entre 0s géneros nos tempos estudados,

optou-se pela descricdo dos achados histo-
patoldgicos por sexo. Os dois casos de re-
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jeicdo ao implante foram descritos em sepa-
rado.

5.8.1. Machos — 60 dias

Na avaliagdo histoldégica da interface do
implante com a bexiga remanescente obser-
vou-se, na mucosa, epitélio hiperplésico,
sem a presenca de células globosas tipicas
de epitélio polimérfico de transicdo. Notou-
se, também, intensa proliferacéo
fibroblastica (Fig. 13a). Em algumas areas
da mucosa 0s vasos estavam congestos,
com focos inflamatérios linfoplasmocitarios
discretos difusos e perivascular (fig. 13b).
Na lamina propria, verificou-se infiltrado
inflamatério mononuclear linfoplasmocita-
rio com arranjo vascular tipico de tecido de
granulacdo, areas de hemorragia e depoésitos
de hemossiderina (Fig. 13c e 13d). Na
adventicia da bexiga, visualizou-se a
presenca de fio encapsulado com areas
adjacentes de fibrose e infiltrado inflamat6-
rio (Fig. 13e). Os achados histopatoldgicos
caracterizam processo inicial de rejeigdo do
transplante, o qual provavelmente decorreu
da retirada da imunossupressao. Segundo
Toppa, (2004) a presenca de infiltrado de
células mononucleadas como linfocitos e
plasmécitos, e da hemorragia na avaliacdo
histopatologica de tecidos transplantados, €
tipica da rejeicdo aguda. A persisténcia da
inflamacéo na linha de sutura sugere que o0s
eventos obstrutivos, ocorridos com os ma-
chos, foram determinantes no retardo da
reparacgdo tecidual. Entretanto, observaram-
se regeneracado tecidual parcial na interface
do enxerto, caracterizadas por proliferacdo
fibroblastica, angiogénese e surgimento de
fibras musculares lisas (Fig. 13f).

Baiotto et al., (2001) em experimento com
bexiga conservada em glicerina observaram
a auséncia de reepitelizacdo da bexiga en-
xertada aos 60 dias. Os mesmos autores
encontraram, ainda, granulomas na linha de
sutura e mineralizacdo do tecido, ora sob
forma de granulacbes, ora de pladassul-
tados semelhantes foram obtidos por Da-

leck et al., (1992) e Inatomi et al., (1980).
No presente estudo optou-se pela utilizacdo
do transplante a fresco, realizando apenas,
durante 10 minutos, lavagem do implante
com solucdo de ringer lactato resfriada a
5°C, para retirada de resquicios de urina e
sangue do doador. Tal procedimento pro-
porcionou melhores resultados quando
comparados aos implantes conservados em
glicerina, que tiveram maiores complica-
¢bes como fistulas, formacédo de crostas,
neoplasias e contracdo do implante (Atala,
2004; Zinni et al.,, 2004). Isto, provavel-
mente, ocorreu devido as alteracdes tecidu-
ais provocadas pelo processo de conserva-
¢do, mesmo considerando a reducéo da an-
tigenicidade proporcionada pelo mesmo.
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Figura 13. Fotomicrografias de alo-enxerto de bexayde cdo 60 dias apds o transplante parcial de
bexiga.

Figura 13a — Mucosa com epitélio hiperplasico jsetamina prépria de tecido conjuntivo com inéitio
inflamatdrio (asterisco). Aumento 100X.

Figura 13b — Mucosa com epitélio hiperplasico (sdfamina propria de tecido conjuntivo espessada
contendo vasos congestos (cabega de seta) e difmretinflamatdrio (seta larga). Aumento 100X.

Figura 13c — Detalhe da lamina prépria da figuraNetar presenca de vasos (seta) entremeados por
infiltrado inflamatério e pigmento de hemossiderfoabeca de seta). Aumento 400X.

Figura 13d - Detalhe da mucosa com infiltrado imf6rio linfoplasmocitario (asterisco). Aumento
400X.

Figura 13e - Adventicia com presenca de fio endageuseta). Aumento 100X.

Figura 13f — Reacao fibroblastica e formacao deafibmusculares lisas proximo a vasos neoformados
(seta). Aumento 100X.
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5.8.2. Machos — 120 dias

Verificou-se epitélio de transicdo com es-
pessamento da lamina prépria contendo va-
sos remanescentes do tecido de granulacdo
(fig. 14a e 14b). Notou-se, também, presen-
¢a de infiltrado inflamatério subepitelial
moderado constituido por plasmdcitos e
linfocitos, além da formacdo de nddulos
linféides (fig. 14a). Na interface do leito
receptor com o enxerto, observou-se rege-
neracdo no urotélio e infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitario discreto a moderado na
lamina propria/submucosa. Hiperplasia e
hipertrofia muscular (fig. 14c) também fo-
ram observadas. Na serosa, visualizou-se
espessamento do tecido conjuntivo, conten-
do infiltrado inflamatério linfoplasmocita-
rio classificado como discreto a moderado
na submucosa (fig. 14d). Em um cao, além
da semelhanca do que foi descrito anteri-
ormente para as trés camadas da bexiga,
verificou-se, na lamina prépria, processo de
metaplasia dssea e presenca de células fusi-
formes semelhantes a miofibroblastos.

No tecido implantado remanescente, o epi-
télio apresentou areas de regeneracéao carac-
terizadas por estratificacdo. Na lamina pro-
pria verificou-se espessamento e vasos san-
guineos, sugerindo reparo. Visualizou-se,
também, infiltrado inflamatério linfoplas-
mocitario de moderado a intenso, com loca-
lizacdo subepitelial e perivascular. Agrega-
dos linféides organizados estavam presen-
tes nesta regido. As tanicas muscular e se-
rosa possuiam arranjo tipico, podendo, des-
ta forma, ser caracterizadas como regenera-
das e funcionais.

Apesar da presenca de infiltrado linfoplas-
mocitario moderado na lamina propria, foi
possivel observar reestruturacdo morfologi-
ca das camadas da bexiga. Estes achados
demonstram que houve regeneracdo da be-
xiga no seu aspecto morfofuncional, o que
decorreu em funcéo do crescimento do te-
cido da bexiga remanescente em direcdo da
regido fandica da mesma. O enxerto foi re-

absorvido ao longo do processo de regene-
racdo e houve formacéo de novo tecido ve-

sical, porém este processo nao havia se en-
cerrado aos 120 dias. Magunna, (1999) ob-

servou completa reabsorcdo do material

com regeneracdo total do tecido vesical,

guando utilizou membrana acelular em be-

xiga de um cédo acometido de neoplasia ve-
sical.

Os achados histopatolégicos da bexiga dos
machos mostraram a presenga de processo
inflamatério crénico e alteracbes compati-
veis com rejeicdo. Apesar disso e da dife-
renca observada entre os géneros, houve
recuperacdo da capacidade volumétrica da
bexiga e retorno da atividade fisiol6gica do
orgao
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Figura 14- Fotomicrografia de alo-enxerto de bexigae cdo 120 dias apds o transplante parcial de
bexiga.

Figura 14a — Mucosa contendo vasos congestos, estames do tecido de granulacao, e infiltrado lin-
foplasmocitario intenso bem com formacgdes nodulanésdes (seta).

Figura 14b— Detalhe da fotomicrografia anterior emaior aumento. Notar projecdo de epitélio
estratificado para lamina propria (estrela), vasogyestos (V) e intenso infiltrado linfoplasmoditaem
permeio.

Figura 14c — Area de transic&o entre lamina prdptiznica muscular. Observar feixes de fibras mascu
res (seta) e tecido conjuntivo com discreto irddw inflamatoério abaixo do urotélio (estrela).

Figura 14d — Detalhe de fotomicrografia anteriod®rse observa urotélio tipico (estrela), fibroluast
(seta) e vasos remanescente do tecido de granwdaté&egressao (V).
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5.8.3. FEmeas — 60 dias

Neste tempo observou-se mucosa constitui-
da por epitélio polimérfico de transicdo, ora
caracterizado por estratificagdo, ora ndo, e
areas de descontinuidade (fig. 15a) e infil-
trado linfoplasmocitario. Na lamina propria,
verificou-se proliferacdo vascular e fibro-
blastica tipica de tecido de granulagdo, bem
como congestdo vascular (fig. 15b). Na ca-
mada mais profunda, além da intensa proli-
feracdo fibroblastica, algumas destas célu-
las possuiam orientacdo regular sugerindo
diferenciacdo muscular (fig. 15c).

Na tUnica muscular, visibilizaram-se feixes
contendo de permeio tecido conjuntivo e
discreto infiltrado inflamatério linfoplas-
mocitario (fig. 15d). Alguns feixes de mus-
culo liso apresentavam vacuolizacdo e ne-
crose. Em areas mais profundas desta tuni-
ca, os feixes eram mais espessos, entretanto
0 comportamento do tecido conjuntivo foi o
mesmo. Nesta regido, observou-se forma-
¢do muscular a partir de células do conjun-
tivo. A serosa/adventicia do enxerto estava
espessada proximo a interface devido a pro-
liferacdo fibroblastica, e apresentava discre-
to infiltrado inflamatdrio linfoplasmocité-
rio, tecido de granulacéo e vasos congestos
(fig. 15b). Em alguns animais, onde se vi-
sualizaram &areas focais de necrose, foram
observadas areas de calcificagao distrofica e
metaplasia 6ssea (fig. 15e e 15f).

O processo de regeneracdo foi mais avan-
¢ado do que o observado nos machos no
mesmo periodo. Isto péde ser evidenciado
pela menor quantidade de processo inflama-
tério e presenca de epitélio, embora descon-
tinuo, na maior parte da mucosa. Na tanica
muscular, verificaram-se extensas areas
com caracteristicas morfoldgicas de regene-
racdo, apesar de terem sido encontradas a-
reas com necrose de feixes musculares. A
diferenca dos resultados entre os géneros
pode ter decorrido dos eventos obstrutivos
nos machos, quando do descolamento da
mucosa necrética do implante. Os proces-

sos obstrutivos, ocorridos apds o 40° dia de

pés-operatério, causaram distensdo acentu-
ada da bexiga e consequentemente diminui-
¢do do aporte sanguineo e retardamento no
processo de reparacao tecidual. Estes even-
tos perduraram até o momento da cirurgia

para biopsia, aos 60 dias apds a cirurgia.

Houve reepitelizacdo do tecido transplanta-
do nos espécimes examinados no periodo
de 60 dias, porém em alguns pontos obser-
vava-se a formacéo de epitélio com camada
Unica e, em outros, urotélio normal. Esta
transformacéo rapida do tecido epitelial pa-
rece ocorrer com o intuito de impermeabili-
zar 0 Orgdo para evitar extravasamento de
urina. Isto € compativel com o que ocorre
na bexiga sadia, cujo urotélio prolifera mui-
to lentamente, mas quando lesionado, pode
acelerar a sua regeneracdo. Os mecanismos
gue controlam a reepitelizacdo sdo desco-
nhecidos. Nos ratos, a alteragdo na veloci-
dade de reepitelizacdo tem correlacdo com
fatores de crescimento confinados ao uroté-
lio, tal como TGP, (fator de crescimento
transformadof,) (De Boer et al., 1994).
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Figura 15- Fotomicrografia de alo-enxerto de bexigae cadela 60 dias apds o transplante parcial de
bexiga.

Figura 15a — Observar o epitélio polimdrfico densigdo (estrela), lamina propria com aglomerades li
foides (seta) e vasos congestos. Aumento 100x.

Figura 15b — Observar urotélio (estrala brancataNvasos congestos (V) remanescentes do tecido de
granulacao circundado por fibroblastos (seta)itradio linfoplamocitario. Aumento 400x.

Figura 15c - Detalhe de fibras musculares lisaslftastos) em corte longitudinal (seta) cercadaupms
matriz de tecido conjuntivo em camada mais profudalbexiga. Aumento 400x.

Figura 15d - Detalhe de fibras musculares lisaglffastos) em corte transversal (seta) cercadamar u
matriz de tecido conjuntivo em camada mais profudalbexiga. Aumento 400x.

Figura 15e — Lamina prépria da bexiga (LP). Notaispnca de metaplasia 6ssea (MPQO). Aumento 100x.
Figura 15f — Detalhe da metaplasia 6ssea. Obsemeanbrana osteogénica (MO), osteoblatos ativos a-
poiados sobre matriz 6ssea jovem (seta branca)eAtm#00x.
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5.8.4. Fémeas — 120 dias

No tecido vesical formado, e na area refe-
rente ao resquicio do implante de bexiga, a
mucosa exibia epitélio polimérfico de tran-
sicdo (fig. 16a e 16b). Lamina proépria, tani-
cas muscular e serosa/adventicia mostraram
caracteristicas de normalidade (fig. 16c). A
musculatura da “neobexiga” foi formada
inicialmente por fasciculos préximos ao
[imen, passando posteriormente por um
processo de maturacdo e invadindo outras
camadas do o6rgao (fig. 16d). Havia ainda
presenca de feixe de fibras nervosas entre
os feixes de fibras musculares lisas (fig. 16e
e 16f). Esse mecanismo difere da embrio-
génese, no qual o musculo se desenvolve a
partir da camada externa da parede da bexi-
ga (Sutherland et al., 1996).

Entretanto, na regido do implante foi visua-
lizado discreto infiltrado linfoplasmocitario
na lamina proépria. Na tunica muscular fo-
ram observadas fibras musculares em for-
macdo e sem arranjo definido, além de pro-
liferacao fibrobl4stica no tecido conjuntivo
entre as fibras musculares. A serosa e/ou
adventicia possuiam aspecto morfologico
de normalidade.

Estes resultados indicam que a bexiga das
fémeas apresentou processo de regeneracao
tecidual aos 120 dias, semelhante ao ocorri-
do com os machos no mesmo tempo. Neste
momento, o 6rgdo encontrava-se funcional
com capacidade de contencdo e esvazia-
mento normais. O mecanismo de reparacdo
tecidual, no qual o implante atuou como
substrato para que os fibroblastos, urotélio e
musculo liso crescessem, foi determinante
para o0 aumento gradativo de bexiga, con-
firmado pelos exames de USG e de afericdo
de volume. Estes achados sdo semelhantes
aos relatados por Sutherland et al., (1996) e
Kambic et al., (1992) quando utilizaram
membrana acelular e pericardio, respecti-
vamente, em cistoplastia de aumento, nas
quais realizaram a retirada de 30 e 50% do
tecido vesical respectivamente. Kropp et

al., (1996) em outro estudo com matriz de
submucosa acelular, em cades, observaram
gue, histologicamente, o tecido da “neobe-
xiga” apresentou todas as caracteristicas do
receptor. Neste estudo em todas as regifes
estudadas, as trés camadas (mucosa coberta
pelo epitélio de transicdo, musculo liso e
serosa) estavam presentes e com preserva-
¢do de arquitetura e organizacdo celular.
Apesar dos resultados promissores com
membrana acelular em animais, a utilizacao
desta técnica apresenta restricbes devido a
complicagbes como: incrustacéo, contracao
do implante, formacé&o de calculos e fistulas
na interface do implante com a bexiga (Ata-
la, 2004; Zini, 2004; Atala e Koch, 2005 ).
Ayyildiz et al., (2006) em experimento com
coelhos, encontraram ainda perda da elasti-
cidade do tecido implantado, espessamento
da parede da bexiga e regeneracéo irregular
do musculo detrusor, como complicacdo da
membrana acelular. Isto fortalece a neces-
sidade de novas alternativas para cistoplas-
tias de aumento, tais como a engenharia de
tecido e transplante de bexiga.

As cirurgias reconstrutoras da bexiga visam
promover um reservatério complacente de
baixa pressdo e, como estratégia, tenta-se
induzir a bexiga remanescente a regenerar
como um tecido funcional com todas as ca-
racteristicas morfolégicas (Sutherland et al.,
1996; Nuininga et al., 2004). Lepper et al.,
(2002) em estudo com membrana aniénica
observaram que apds trés meses, o material
foi totalmente absorvido e substituido por
tecido funcional. Nos estudos com mem-
brana acelular, geralmente sdo substituidos
segmentos de tecido vesical que néo ultra-
passam 30% a 50% do seu total. No presen-
te trabalho, foram retirados entre 70 e 80%
da bexiga, preservando apenas o trigono
vesical e, mesmo assim, o0 crescimento teci-
dual e retorno de 100% do volume vesical
ocorreram no periodo de observacado de 180
dias. Trabalhos utilizando membrana acelu-
lar na reconstrucdo de segmentos maiores
da bexiga urinaria precisam ser realizados,
para que se possam estabelecer parametros
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de comparacdo com o presente estudo. Lai tudado (180 dias), o que demonstra a infe-
et al.,, (2005) utilizando vérios tipos de rioridade do método quando comparado ao
membrana acelular na reconstituicdo da be- transplante de bexiga a fresco.

xiga de coelhos, obtiveram retorno do vo-

lume entre 41 e 76% ao final do tempo es-

Figura 16 - Fotomicrografia de alo-enxerto de bexig de cadela 120 dias apos o transplante parcial
de bexiga.

Figura 16a— Bexiga com estrutura histoldgica tipidatar presenca de urotélio (estrela branca),nami
prépria (demarcacdo com linha pontilhada azul) chsareto infiltrado inflamatério e tinica muscular
(demarcacao com linha pontilhada amarela).

Figura 16b — Detalhe da mucosa da bexiga com wdigico (estrela). Observar lamina propria com
fibroblastos (seta) e vasos cercados por disciatero de linfocitos e plasmdcitos.

Figura 16c — Detalhe do limite da tinica serogehdipontilhada) com a tdnica muscular. Notar tanica
serosa com sua estruturacao histolégica tipica.

Figura 16d — Detalhe de neurdnio motor gangliomeeovado entre as fibras musculares da bexiga.
Figura 16e — Tunica muscular da bexiga. Notar feem orientacao longitudinal (seta) e transveesl (
trela).

Figura 16f — Nucleo de midcito liso em corte londinal (seta amarela) e transversal (seta preta-D

Ihe de um feixe de fibras nervosas entre os faigefiforas musculares lisas (FN).
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5.8.5. Rejeicdo Tecidual da Bexiga

Dentre os 20 animais selecionados, apenas
dois apresentaram sinais clinicos caracteris-
ticos de rejeicdo aguda. Destes, um sobre-
viveu apos a retirada de todo implante e o
outro veio a Obito em virtude da rejeicao.
Na bexiga remanescente do animal sobrevi-
vente, foi observado epitélio vestigial e na
lamina prépria/submucosa reacéo inflama-
téria moderada, caracterizada por infiltrado
constituido, predominantemente, por poli-
morfonucleares, neutroéfilos e linfocitos. Na
tunica muscular visualizaram-se extensas
areas de hemorragia, infiltrado inflamatorio
focal, vacuolizacdo difusa e necrose de fi-
bras musculares. Na interface entre bexiga
remanescente e implante, a reacao de rejei-
¢ao se caracterizou por auséncia de epitélio,
necrose e reacado inflamatéria intensa com
infiltrado polimorfonuclear, na lamina pré-
pria/submucosa. Na tunica muscular estava
presente infiltragcdo neutrofilica, vasos con-
gestos e hemorragia intensa.

Aos 60 dias, a reacdo de rejeicdo provocou
necrose do epitélio e areas de calcificacdo
na lamina propria do implante. A reacao
inflamatoria na lamina propria/submucosa e
perivascular foi constituida por células mo-
nonucleares, principalmente linfécitos,
plasmocitos e macrofagos. Na tunica sero-
sa/adventicia, além da reacdo inflamatéria,
se observaram areas hemorragicas e depési-
tos de fibrina.

A rejeicdo a bexiga transplantada foi seme-
Ihante ao que se observa nos casos de rejei-
¢do aguda em oOrgdos parenquimatosos, co-
mo citado por Toppa, (2004). Segundo o
mesmo autor, Nos eventos que caracterizam
a rejeicdo renal, em humanos, além das al-
teragOes descritas anteriormente, observa-se
destruicdo do endotélio vascular com obli-
teracdo dos vasos. Este mecanismo é res-
ponsavel pela necrose isquémica do 6rgao
transplantado.

5.9. Imunoistoquimica

Devido as diferencas histolégicas observa-

das entre os géneros, optou-se pela descri-
¢do dos achados imunoistoquimicos por

sexo, nos tempos estudados.

5.9.1. Machos 60 dias

No epitélio de revestimento ndo foi obser-
vado, a expressao do fator transformador de
crescimentd3; (TGF3;). Segundo Izadifar,
(1999) e Booth et al., (2002) o urotélio
normal é positivo para o T@rFque é um
dos responsaveis pela diferenciacdo final
deste tipo de epitélio uma vez que a expres-
sdo mais intensa é verificada nas camadas
superficiais. Porém, essa expressdo € su-
primida no processo de transformacdo ma-
ligna (Kim et al., 2001). Portanto, a ausén-
cia de marcacdo para o0 anticorpo anti-
TGH3;1 no epitélio de revestimento dos ca-
sos deste experimento pode estar relaciona-
da ao processo de reparo epitelial (Robert
set al.,, 1990; Massague, 1999; Howard,
2005). Dados semelhantes foram encontra-
dos por De Boer et al., (1994) quando estu-
dou o TGBB; na reparacéo tecidual de bexi-
ga de ratos.

Verificou-se expressdo moderada do BGF
nos fibroblastos da lamina propria da mu-
cosa, na qual estava presente o epitélio de
revestimento (fig. 17a). Por outro lado, em
areas onde este epitélio esteve ausente, e
visualizou-se a presenca de células inflama-
torias, bem como areas de edema, ndo se
detectou a expressdo para o anticorpo anti-
TGH3;. Ja foi demonstrado em outros traba-
Ihos que a presenca do processo inflamato-
rio € um fator que impede a sintese do
TGF3;, (Desmouliere et al., 1993; Sobral,
2000). No tecido conjuntivo entre as fibras
musculares e na serosa, a intensidade da
expressao para T@Fvariou de fraca a in-
tensa, sendo observado o aumento da inten-
sidade da marcacdo no sentido mucosa
/serosa adventicia (fig. 17b) (tabela 10 em
anexo).
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No tecido conjuntivo da camada mucosa,
serosa e entre as fibras musculares nédo se
observou marcacdo da actina de musculo
liso (AML). Apenas, verificou-se marcacao
positiva nas células da musculatura lisa da
parede da bexiga e de vasos, que sao reco-
nhecidamente positivos para este anticorpo
e sdo utilizados como controle interno posi-
tivo para AML (tabela 14 em anexo).

Pode-se considerar, também, que a auséncia
de marcacdo para AML neste periodo se
deu em decorréncia da atividade da reacéo
inflamatéria como descrita para o anticorpo
anti-TGH3;, uma vez que este fator de cres-
cimento é reconhecidamente um modulador
da diferenciacdo miofibroblastica e é inibi-
do por citocinas mediadas durante o proces-
so inflamatério. Sabe-se que o interfefon
provoca uma reducdo na sintese de mRNA
da AML, interferindo na diferenciacdo de
subtipos de fibroblastos. Todos esses even-
tos sdo descritos na literatura, entretanto, a
via de sinalizacdo ainda nao foi identificada
(Sobral et al., 2004). A reacgéo inflamatoria
pode ser o fator responséavel pelo retardo do
processo de reparo do tecido transplantado,
e suporta a idéia de aumentar o tempo de
imunossupressao para que a resposta teci-
dual seja minimizada. Em contrapartida,
guando da sintese do TGFem bexiga
humana, ocorre um incremento da sintese
de AML resultando na formacéao de respos-
ta hipertréfica e fibrose, o que provoca mu-
dancas significantes nas propriedades fisio-
l6gicas deste 6rgdo (Howard et al., 2005), o
que poderia, em parte, ser responsavel pelo
insucesso dos transplantes.

5.9.2. Machos - 120 dias

O TGP, foi negativo para o epitélio. No
tecido conjuntivo da lamina propria do en-
xerto observou-se forte expressao para este
fator de crescimento. No tecido conjuntivo
da submucosa e serosa, a expressao do
TGHB, foi moderada. Na bexiga remanes-
cente, a reacdo foi mais intensa nos fibro-
blastos em todas as camadas (fig. 17c e

17d). Por outro lado, nas areas de tecido
conjuntivo da “neobexiga” onde havia e-

dema e células inflamatorias a reacdo foi
fraca (tabela 11 em anexo).

A expresséo para AML foi negativa em to-
do tecido conjuntivo, sendo positiva no
controle interno constituido pela parede de
musculo e vasos. Entretanto, em um animal,
observou-se reacdo focal fraca no epitélio
de revestimento, enquanto, em outro, veri-
ficou-se expressédo fraca nos miofibroblas-
tos da lamina propria e submucosa (tabela
15 em anexo). O processo de reparo mais
tardio nos machos, quando comparado com
as fémeas, justifica a semelhanga entre os
achados imunoistoquimicos entre os inter-
valos de tempo de 60 e 120 dias, para este
género. A manutenc¢do do processo inflama-
tério pode ter provocado a diminuicdo da
expressao ou auséncia da marcacao dos an-
tigenos estudados.

5.9.3. Fémeas - 60 dias

No epitélio de revestimento ndo foi obser-
vada a expressdo T@# semelhante ao
género masculino. Verificou-se expressao
moderada do mesmo em toda extensdo de
tecido conjuntivo na lamina prépria, sub-
mucosa e serosa (fig. 17a). A marcacao foi
intensa em fibroblastos préximos a fibras
musculares. Entretanto, nos animais onde se
observou ocorréncia de infiltrado inflama-
torio e area de necrose na lamina prépria, a
marcacéo foi fraca (tabela 15 em anexo).
Em areas de bexiga com infiltrado inflama-
tério constituido por linfécitos e macréfa-
gos, o TNf (Fator de necrose tumora)

ou interferony produzidos por estas células
competem com o0s receptores de PGF
Esta competicdo inibe a diferenciacéo pro-
movida por este fator de crescimento nas
células de conjuntivo, epitélio e musculo
(Booth et al., 2002) (tabela 12 em anexo).

A expressao de AML variou de fraca a in-

tensa (fig. 18a) no epitélio em todos os a-
nimais. E inesperada a expressao desta pro-
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teina (AML) em células epiteliais, uma vez
que ndo participa do citoesqueleto de tais
células. Tal expressao sO tem sido observa-
da em células epiteliais neoplasicas
(Desmouliére et al., 1993). Porém, a ausén-
cia de marcacdo para o TRHRevela um
estagio de imaturacdo das células. Raras
células fusiformes e musculares foram mar-
cadas quando se detectou infiltrado infla-
matério contendo macréfagos e linfcitos
(fig. 18b). Por outro lado, a expressdo para
AML oscilou de fraca a moderada na lami-
na prépria justaepitelial referente a deteccao
de miofibroblastos e células rabddéides (rab-
domioblastos) (fig. 18c). De maneira geral
a expressao para AML foi positiva no con-
trole interno (tabela 16 em anexo).

5.9.4. Fémeas -120 dias

A expressao para T@Ffoi intensa no epi-
télio e moderada no tecido conjuntivo na
lamina prépria, submucosa e serosa (fig.
17e). Nos locais onde ainda persistia o infil-
trado inflamatério ndo se detectou a expres-
sdo do TGB;. Um fato relevante a ser con-
siderado é que neste género aos 120 dias ja
se observava a diferenciacéo final das célu-
las epiteliais, uma vez que as mesmas fo-
ram positivas para este fator de crescimento
(tabela 13 em anexao), como encontrado por
Booth et al., (2002).

A expressdo de AML foi moderada no epi-
télio (fig. 18c). Tal expresséao reforga a su-
gestdo de desenvolvimento celular avanca-
do, uma vez que a diminui¢cdo da intensida-
de da marcacao para AML, quando compa-
rado com o periodo de 60 dias, indica pro-
cesso de maturacdo do musculo na amostra
estudada. Pode-se sugerir que, num periodo
observacional maior, talvez ocorresse au-
séncia de marcacédo para 0 antigeno pesqui-
sado. Contudo, constatou-se que onde havia
expressdo de AML no epitélio ndo se detec-
tava marcacgdo para este filamento do cito-
esqueleto em fibroblastos e miofibroblastos
(fig. 18d). Este achado esta provavelmente
associado a presenca de processo inflamaté-

rio. Por outro lado, a area onde o epitélio
era negativo para AML observava-se a
marcacdo em miofibroblastos diferenciados
(tabela 17 em anexo)
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Figura 17 - Avaliacdo imunoistoquimica de corte hislégico de alo-enxerto de bexiga em caes para
expressdo da proteina Fator transformador de cresciento g1 (TGFB1), nos tempos de 60 e 120
dias.

Figura 17a — Observar a expressdo para o anti@mpd GF31 na porcao da lamina prépria, bem como
auséncia de marcacgédo na porgéo epitelial em maciso80 dias (100x).

Figura 17b — Detalhe da figura anterior (400x).

Figura 17c — Observar auséncia de marcacédo d@T 66 tecido epitelial de fémeas aos 60 dias (100x).
Figura 17d — Observar marcacéao do BGEmM tecido conjuntivo de todas as camadas dadexigdire-
¢cdo epitélio/serosa, em fémeas aos 60 dias (400x).

Figura 17e — Expressédo para o anticorpo antiffIata por¢éo da lamina prépria, bem como auséncia de
marcacao na porcao epitelial em machos aos 12q108x).

Figura 17f — Detalhe da figura anterior (400x).

Figura 17g - Marcacao positiva para o anticorp@B8p1 em tecido epitelial e conjuntivo de fémeas
aos 120 dias (200x).

Figura 17h - Auséncia de marcacdo do BGBos 120 dias nas regides onde observa-se idfilliafo-
plasmocitario (200x).
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Figura 18 - Avaliacdo imunoistoquimica de corte hisldgico de alo-enxerto de bexiga em cédes para
expressédo da proteina Actina musculo liso (AML), r@tempos de 60 e 120 dias.

Figura 18a — Observar coloragéo acastanhada rastoa das células epiteliais, considerada moderada
aos 60 dias (200x).

Figura 18b — Células fusiformes positivas para Albihs 60 dias (200x).

Figura 18c — Epitélio exibindo marcacdo positivaderada para o anticorpo anti-AML, aos 60 dias
(200x).

Figura 18d — Marcagdo em miofibroblastos diferethwgana lamina propria, aos 120 dias (200x)
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6. CONCLUSOES mente indicagdo para cirurgias de

da bexiga urinéria.
Nas condicbes em que foi realizado o pre-
sente estudo e da analise dos resultados ob-
tidos, pode-se concluir que:

1- O alo-transplante parcial de bexiga em
cées é viavel, promove retorno da capaci-
dade de armazenamento, contengcéo e esva-
Ziamento espontaneo da vesicula urinaria.

2- O alo-transplante parcial de bexiga a
fresco propicia a recuperacao da morfologia
da vesicula urinaria, porém o processo de
regeneracgao tecidual ndo é completado até
120 dias.

3- O tecido transplantado atua como subs-
trato para a migracdo do tecido vesical,
permitindo o crescimento da bexiga e au-
mento gradual da capacidade volumétrica
do 6rgéo.

4- A expressao imunoistoquimica da prote-
ina TGFR1 estad envolvida no processo de
diferenciacéo do urotélio e AML no proces-
so de reparo do tecido conjuntivo.

5- Os protocolos de sele¢do dos doadores-
receptores, bem como o protocolo de imu-
nossupressao precisam ser mais bem estu-
dados.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante das observacdes deste estudo pros-
pectivo, pode-se inferir que:

O transplante parcial de bexiga podera vir a
ser uma alternativa para a cirurgia de au-
mento da bexiga urinaria em caes. Porém,
dificuldades como a necessidade de anas-
tomose vascular e o controle da rejeicdo do
transplante precisam ser mais bem estuda-
dos. O sucesso no controle de tais dificul-
dades reforcaria a idéia de se realizar estu-
dos clinicos em humanos, tendo em vista
que, na espécie humana, existe frequente-

aumento
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9. ANEXO

Tabela 10.Avaliacdo imunoistoquimica para Fator de Cresctm@mnansformadopl (TGH3;) em caes
do género masculino, submetidos a alo-transplant@g de bexiga a fresco, aos 60 dias de pés-
operatério.

60 dias Fator de Crescimento Transforma@ar

Macho Neobexiga Interface Implante

Animal Mucosa Serosa Mucosa Serosa Mucosa Serosa

Epi Lam Musc Conj Epi Lam Musc Conj Epi Lam Musc Conj

1 - - - - - ++ ++ ++ - ++ ++ ++
2 = ++ = = = = = ++ = = ++
3 - ++ - ++ - - - ++ - - ++
4 > > = ++ = > > = = > > >
5 - - - - - - -+ + - - +
6 - - - - - - - ++ - - + ++
7 - ++ - - - ++ - ++ - ++ - ++
8 = ++ = ++ = ++ = ++ = ++ = ++
9 = ++ = ++ = ++ = = = ++ - -
10 - - - - - - - - - - - -

Tabela 11 Avaliagdo imunoistoquimica para Fator de Cresnimdransformadopl (TGFH3;) em cées
do género masculino, submetidos a alo-transplartgg de bexiga a fresco, aos 120 dias de pos-
operatorio.

120 dias Fator de Crescimento Transforma@ar

Macho Neobexiga Interface Implante

Animal Mucosa Serosa Mucosa Serosa Mucosa Serosa

Epi Lam Musc Conj Epi Lam Musc Conj Epi Lam Musc Conj

1 - - - - - - - - - - - -
2 - +++ - +++ - - - ++ - - - +
3 - - - - - - - -] - - - -
4 - - - - - - - - - - - -
5 > +++ = = = +++ > > > +++ = =
6 = ++ = = = ++ = = 5 ++ o o
7 - ++ - ++ - ++ - ++ = ++ = ++
8 - ++ - ++ - ++ - ++ 5 ++ = ++
9 - ++ - ++ = +++ = ++ = ++ = ++
10 - ++ - ++ - ++ - ++ = ++ = ++
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Tabela 12.Avaliacdo imunoistoquimica para Fator de Cresctm@mnansformadopl (TGH3;) em caes
do género feminino, submetidos a alo-transplanteigdade bexiga a fresco, aos 60 dias de pos-
operatorio.

60 dias Fator de Crescimento Transforma@ar

Fémeas Neobexiga Interface Implante

Animal Mucosa Serosa Mucosa Serosa Mucosa Serosa

Epi Lam Musc Conj Epi Lam Musc Conj Epi Lam Musc Conj

11 - = = +++ = = = +++ = = = +++
12 - - ++ ++ - - ++ ++ - - ++ ++
13 - - - +++ - - - +++ - - - +++
14 = = ++ ++ = = ++ ++ = = ++ ++
15 - - - ++ = = = ++ = = = ++
16 - - - ++ = = = ++ = = = ++
17 = ++ = ++ = ++ = ++ = ++ = ++
18 - - - + - - - + - = = +
19 - ++ ++ ++ - ++ ++ ++ - ++ ++ ++
20 = + = + = + = + = + = +

Tabela 13 Avaliacdo imunoistoquimica para Fator de Cresnimd@ransformadopl (TGH3,) em caes
do género feminino, submetidos a alo-transplanteigdade bexiga a fresco, aos 120 dias de pés-
operatorio.

120 dias Fator de Crescimento Transforma@ar

Fémeas Neobexiga Interface Implante

Animal Mucosa Serosa Mucosa Serosa Mucosa Serosa

Epi Lam Musc Conj Epi Lam Musc Conj Epi Lam Musc Conj

11 = + ++ ++ = + ++ ++ = + ++ ++
12 Rej. Rej. Rej. Rej. Rej. Rej. Rej. Rej. Rej.. Rej. Re. Rej.
13 - + - ++ - + - ++ - + - ++
14 - - - - - - - - - - - -
15 +++  ++ = = +++  ++ = = +++  ++ = =
16 - - - + - - - + - 5 5 +
17 - + = ++ = + = ++ = + = ++
18 - - - + - - - + - = = +
19 - - + + - - + + - = + +
20 = + = + = + = + = + = +
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Tabela 14.Avaliacdo imunoistoquimica para Actina-muscul@-l{gML) em cées do género masculino,
submetidos a alo-transplante parcial de bexigastfr, aos 60 dias de pds-operatorio.

60 dias ACTINA-MUSCULO-LISO (AML)

Machos Neobexiga Interface Implante

Animal Mucosa Serosa Mucosa Serosa Mucosa Serosa

Epi Lam Musc Conj Epi Lam Musc Conj Epi Lam Musc Conj

1 - o ++ o = = ++ = o o ++ 3
2 - = ++ = = = ++ = o o ++ 5
3 - o ++ o 5 5 ++ 5 = = ++ =
4 - o ++ o = = ++ = o o ++ 3
5 - o ++ o = = ++ = o o ++ 3
6 - o ++ o 5 5 ++ 5 = = ++ =
7 - - +++ - - - +++ - = = +++ =
8 - - +++ - - - +++ - = = +++ =
9 - - +++ ++ = = +++ ++ = = +++ ++
10 - - +++ = = = +++ = o o +4++ 5

Tabela 15.Avaliagao imunoistoquimica para Actina-muscul@-{géML) em cées do género masculino,
submetidos a alo-transplante parcial de bexigastdr, aos 120 dias de pds-operatério.

120 dias ACTINA-MUSCULO-LISO (AML)
Machos Neobexiga Interface Implante
Animal Mucosa Serosa Mucosa Serosa Mucosa Serosa
Epi Lam Musc Conj Epi Lam Musc Conj Epi Lam Musc Conj
1
2 + - ++ + - ++ + - ++
3
4
5 - - +++ - - - +++ - - +++ - -
6 - - +++ - - - +++ - - +++ - -
7 = = +++ = = = +++ = = +++ = =
8 - - +++ - - - +++ - - +++ - -
9 - - +++ - - - +++ - - +++ - -
10 = + +++ + = + +++ + = + +++ +
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Tabela 16.Avaliacdo imunoistoquimica para Actina-muscul@-l{&ML) em caes do género feminino,
submetidos a alo-transplante parcial de bexigastfr, aos 60 dias de pds-operatoério.

60 dias ACTINA-MUSCULO-LISO (AML)

Fémeas Neobexiga Interface Implante

Animal Mucosa Serosa Mucosa Serosa Mucosa Serosa

Epi Lam Musc Conj Epi Lam Musc Conj Epi Lam Musc Conj

11 - - +++ o o = +++ o 3 o +++ o
12 +++ - ++ - +++ - ++ - +++ - ++ -
13 + = = + + = = + + = = +
14 - - - - - - - - - - - -
15 + + = = + + = = + + = =
16 +++ = ++ ++ 4+ = ++ ++ 4+ = ++ ++
17 +++ = ++ ++ 4+ = ++ ++ 4+ = ++ ++
18 > + > = = + = = > + > =
19 +++ - ++ ++ +++ - ++ ++ +++ - ++ ++
20 + = > = + > = = + = = =

Tabela 17.Avaliacdo imunoistoquimica para Actina-muscul@-l{&ML) em caes do género feminino,
submetidos a alo-transplante parcial de bexigastdr, aos 120 dias de pés-operatério.

120 dias ACTINA-MUSCULO-LISO (AML)
Fémeas Neobexiga Interface Implante
Animal Mucosa Serosa Mucosa Serosa Mucosa Serosa
Epi Lam Musc Conj Epi Lam Musc Conj Epi Lam Musc Conj
11 - + +++ + - + +++ + - + +++ +

ER- ER- ER- ER- ER- ER- ER- ER- ER- ER- ER- ER-

2 ). uc. uc. uUc. UC. UC. UC. UC. LC. LC. LC. LC.
13 ++ ++ - - ++ ++ - - ++ ++ - =
14 ++ - - - ++ - - - ++ - - -
15 s - - - s - - - s - - -
16 - - - +++ - - - +++ - 5 5 +++
17 e+ - - - e+ - - - e+ - - -
18 - & - - - & - - - + - -
19 HH+ A+ A R
20 + . . . + . . . + - - -
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