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RESUMO 

 

GOMES, Henrique Lima. Biocompatibilidade do polissacarídeo celulósico sintetizado por 

zoogloea sp.: um estudo em bexigas de coelho. 2012. 50f. Dissertação (Mestrado em 

Fisiopatologia e Ciências Cirúrgicas) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012. 
 

 

Atualmente, o material utilizado para o tratamento endoscópico é o Deflux, porém este 

é um material não-biológico. Sabe-se que a substância ideal deve ser atóxica, biocompatível, 

não-migratória, não-antigênica e deve causar o mínimo possível de inflamação no local do 

implante. A bactéria Zoogloea sp. produz um exopolissacarídeo celulósico (CEP) com baixa 

citotoxicidade e alto biocompatibilidade. O objetivo deste estudo é investigar, na bexiga de 

coelho, a biocompatibilidade de implantes de exopolissacarídeo de celulose, produzidos pela 

Zooglea sp. Foram utilizados como modelo experimental, 20 coelhos adultos da raça 

Califórnia, com média de seis meses de idade. Os animais foram divididos em dois grupos, 

sendo o grupo G1, composto por animais mortos três dias após a aplicação do implante (n=9), 

e o grupo G2, composto por animais mortos três meses após a aplicação do implante (n=11). 

Cada animal recebeu, no total, quatro implantes, sendo dois de gel de biopolímero e dois de 

gel Deflux. Foram realizadas as técnicas imunohistoquímicas para marcação de colágeno 

tipos I e III, alfa-actina de músculo liso, PCNA e reação química TUNEL. Nas amostras de 

três dias, os implantes de CEP e deflux, eram estruturalmente homogêneos e livres de células 

inflamatórias ou vasos sanguíneos. Por outro lado, nas amostras de três meses, com exceção 

de algumas áreas, o CEP estava organizado como feixes curtos que eram sugestivos de um 

tecido fibroso. Apesar disso, o implante de CEP corou negativamente para colágenos tipos I e 

III, fibras elásticas, enquanto que o tricrômico de masson, não indicou a presença de 

colágeno. Em contraste as áreas de implante de deflux nas amostras de três meses estavam 

fragmentadas, mas ainda eram homogêneas, e ainda não havia nenhuma célula nem vaso 

sanguíneo em seu interior. As células positivas para PCNA podiam ser claramente percebidas 

dentro dessas ilhotas, dessa forma indicando um processo inflamatório–proliferativo, em 

curso. No grupo sacrificado aos três meses, os implantes de deflux ainda estavam negativos, 

mas em torno das áreas de CEP algumas células positivas para a técnica do TUNEL eram 

perceptíveis. Nos implantes de CEP de três meses, muitos vasos sanguíneos eram 

visualizados, e a sua densidade era de 23.86±5.48. A densidade de microvasos na lâmina 

própria (41.51±11.19) foi significativamente diferente (p<0.001) daquela no implante de CEP. 

Nossos resultados mostraram que o CEP possui pouca imunogenicidade e se integra melhor 

no tecido hospedeiro quando comparado ao deflux. Portanto o CEP deve ser um material 

eficiente em casos em que a incorporação ao tecido é desejada como por exemplo em 

estruturas de suporte na cirurgia de reconstrução. 

 

 

Palavras-chave: Biopolímero. Deflux. Zoogloea sp. Exopolissacarídeo celulósico. 

 



ABSTRACT 

 

 

 

Actually the material used for the endoscopic treatment is the Deflux, however this is 

a non-biological material. It is known that the ideal substance should be non-toxic, 

biocompatible, non-antigenic, non-migratory and must cause the least possible inflammation. 

Zoogloea SP. bacteria produces a cellulosic exopolysaccharide (CEP) with low cytotoxicity 

and high biocompatibility.The aim of this study is to investigate, in rabbit bladder, the 

biocompatibility of CEP implants produced by Zooglea sp.Were used as experimental model, 

20 adult rabbits California race, with an average of six months of age. The animals were 

divided into two groups, being the G1 group, composed of fallen three days after application 

of the implant (n=9), and the Group G2, composed of animals dead three months after the 

application of implant (n=11). Each animal received, in total, four implants, being two of 

biopolymer gel and two of Deflux gel. Imunohistochemistry techniques were performed for 

marking of collagen types I and III, Alpha-smooth muscle actin, PCNA and chemical reaction 

tunnel.In samples of three days, the CEP and deflux implants were structurally homogenous 

and free of inflammatory cells or blood vessels. On the other hand, in samples of three 

months, with the exception of a few areas, the CEP was organized as short beams that were 

suggestive of a fibrous tissue. Despite this, the implant of CEP blushed adversely to collagen 

type I and III, elastic fibers, while the masson, not indicated the presence of collagen. In 

contrast the areas of deflux implant in samples of three months were fragmented, but were 

still homogeneous, and still there was no cell or blood vessel in his heart. PCNA positive cells 

could be clearly seen inside these islets, thus indicating a proliferative-inflammatory process 

ongoing. In three months, group sacrificed that received deflux implants were still negative, 

but around the areas of CEP some cells positive for the technique of TUNEL were seen. In the 

CEP implants carried out three months apart, many blood vessels were viewed, and its density 

was of 23.86 ± 5.48. The microvascular density in the bladder wall (41.51 ± 11.19) was 

significantly different (p 0.001) of that in the CEP implant.Our results showed that the CEP 

has low immunogenicity and integrates better in host tissue when compared to deflux. So 

CEP must be an efficient material in cases where the incorporation to the tissue is desired 

such as support structures in reconstructive surgery. 

 

 

 

Keywords: Bipolymer. Deflux, Zoogloea sp. Cellulosic exopolysaccharide. 
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INTRODUÇÃO 

  

 

O refluxo vesicoureteral (RVU) é uma anomalia urológica congênita frequente, 

caracterizada pela transferência retrógrada de urina da bexiga para os rins. Na presença do 

RVU, a pressão hidrostática transmitida pela bexiga eleva a pressão pélvica renal. (1) 

Embora inúmeros estudos tenham mostrado que o refluxo pode causar cicatriz renal na 

presença de infecções no trato urinário, a questão do refluxo vesicoureteral ser ou não um 

causador de danos renais não está completamente resolvida. (1) 

O RVU é uma doença comumente encontrada por cirurgiões pediátricos, acometendo 

de 1% a 2% das crianças. (2, 3) Atualmente há um crescente aumento da taxa de detecção 

devido ao aumento de acompanhamento pré-natal. O sintoma mais comum é a infecção do 

trato urinário. O mecanismo está relacionado com o refluxo da urina infectada com 

inflamação intersticial e lesão renal. (3) A urina também pode causar lesão renal por 

processos mecânicos e mecanismos imunológicos. Desenvolvimento embriológico anormal 

com subsequente displasia renal é outra forma de complicação. (4)  

Opções atuais de tratamento para esta doença incluem a profilaxia (a longo prazo) com 

antibióticos para prevenir a pielonefrite e aguardar a resolução espontânea. No entanto, o 

refluxo de alto grau tem uma baixa taxa de resolução espontânea e somado a isso, a falta de 

comprometimento do paciente quanto aos medicamentos, pode se tornar um fator 

complicador para a resolução do problema. (5,6) Outra opção é o reimplante cirúrgico de 

ureteres, que pode ser feito tanto pela abordagem aberta ou laparoscópica. Embora tenha uma 

alta taxa de sucesso, a abordagem laparoscópica é invasiva e tecnicamente dispendiosa. (7) 

A incidência de refluxo em rins transplantados varia de 3% a 50% (3), e varia 

consideravelmente devido a diferenças no método utilizado para detectar o RVU, além da 

técnica utilizada para aplicação do implante, e da qualidade da parede da bexiga (4). Não há 

evidências concretas de que o RVU cause pielonefrite e sepse após o transplante renal, porém 

é considerado um fator de risco. (8)  

Nos últimos anos, a injeção endoscópica transuretral subureteral (Sting) se tornou uma 

terapia de primeira linha para pacientes com RVU, devido a sua grande porcentagem de 

sucesso, além de acarretar pouca ou nenhuma complicação pós-operatória. (9) 

Os debates sobre o agente de preenchimento (bulking) ideal para a terapia endoscópica 

em pacientes com RVU permanecem controversos. (10,11) Um grande desafio a ser 
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solucionado é encontrar um produto que dê segurança ao tratamento e ao mesmo tempo 

possua, em longo prazo, a eficácia desejada. 

Contudo, deve-se considerar que os agentes de preenchimento ideais podem diferir 

dependendo do que se proponha com suas aplicações. 

Sabe-se que a substância ideal deve ser atóxica, biocompatível, não-migratória, não-

antigênica e deve causar o mínimo possível de inflamação no local do implante. Muitos 

agentes de preenchimento foram usados para tratar o refluxo, incluindo aplicação de 

colágeno, politetrafluoroetileno (PTFE ou Teflon), microimplantes de silicone, álcool 

polivinil (PVA), colágeno bovino conservado com glutaraldeído, condrócitos autólogos, 

hidroxiapatita de cálcio, polidimetilsiloxano, materiais autólogos injetáveis, gordura autóloga  

e dextranômero/ácido hialurônico (Deflux). (12, 13)  

Embora o PTFE tivesse tido uma elevada taxa de sucesso a longo prazo, o seu uso foi 

abandonado devido ao receio de migração das partículas. Todas as outras substâncias citadas 

anteriormente, não mostraram uma taxa significativa de sucesso e, portanto, não estão mais 

em uso. (13) 

Atualmente, o material utilizado mundialmente para o tratamento endoscópico é 

Deflux. 

O Deflux tem se mostrado uma alternativa minimamente invasiva bastante eficaz para 

o tratamento de RVU.  Resultados indicam variação entre 70 e 90% de taxas de sucesso na 

resolução do RVU após uma a três injeções endoscópicas de Deflux. (14-17) 

O Deflux é o material de preenchimento mais estudado e com efeitos mais conhecidos 

a curto prazo, se tornando nos dias atuais, o material mais utilizado para o tratamento do 

RVU. Ele é composto por microesferas de dextranomeros (Dx) e ácido hialurônico (HA) não-

animal, misturados, formando um gel consistente. Ambos os componentes são feitos de 

moléculas de polissacarídeos. (13) 

O Deflux é amplamente utilizado para diafragmas acústicos, cicatrização de feridas, 

quadro tecido cartilaginoso, substrato para cultura de células e principalmente nos tratamentos 

de refluxo vesicoureteral e incontinência urinária. No entanto, cada seringa com 1 mL  de 

Deflux, custa em média mil dólares, o que torna sua aplicação muito dispendiosa. 

Apesar da relatada alta taxa de sucesso, após a correção endoscópica do RVU com a 

utilização do Deflux, há um déficit de literatura baseada em evidências a longo prazo. No 

entanto, os dados escassos disponíveis demonstraram claramente que há uma alta taxa de 

recorrência a longo prazo após a injeção do Deflux, o que exige uma observação rigorosa das 

conseqüências deste procedimento. (13) 
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O aumento da bexiga urinária, utilizando diferentes métodos de construção da camada 

muscular e urotelial, tem sido investigado com fins de introduzir modalidades mais adequadas 

para enterocistoplastia. 

A regeneração da parede da bexiga ocorre através de uma seqüência temporal de 

infiltração celular, crescimento de vasos sanguíneos e diferenciação in situ da mucosa, do 

estroma e do parênquima. (18) 

Uma biocompatibilidade apropriada e uma boa resistência mecânica são fundamentais 

para um modelo de agente de preenchimento. Além disso, este agente deve ser capaz de 

estimular a adesão entre as células, a proliferação celular e fornecer um design tridimensional 

às estrutural. (19)  

Em trabalho publicado em 2012, Kajbafzadeh et al., utilizaram a parede da bexiga 

como um bioreator natural, preservando o urotélio e a camada muscular adjacentes ao agente 

de preenchimento. Este agente de preenchimento por sua vez, preservando o tecido e se 

portando como um arcabouço complementar para a parede da bexiga. Após seis semanas de 

aplicação do agente de preenchimento, exames histopatológicos revelaram uma reação 

inflamatória grave nas bexigas dos coelhos estudados. Além disso, foi observado um aumento 

significativo de vasos após as seis semanas. (18) 

Muitos microorganismos têm a habilidade de sintetizar polissacarídeos extracelulares. 

(20)  

Celulose pode ser produzida por Acetobacter xylinum e, possivelmente, por uma série 

de outras espécies bacterianas, principalmente gram-negativas. Nesta bactéria, a celulose é um 

exopolissacarídeo que é excretado para o meio, onde rapidamente se agrega como 

microfibrilas. (21) 

Celulose bacteriana tem alta cristalinidade, alto grau de polimerização, alta resistência 

à tração e alta hidrofilia, o que a distingue de outras formas de celulose.  

Zoogloea sp. (cepa "Pernambuco"), quando cultivada em melaço de açúcar, produz um 

polissacarídeo complexo. (22) 

Patterson et al. mostraram que os principais monossacarídeos encontrados na 

exopolissacarídeo celulósico (CEP) produzida pela Zoogloea sp. são a glicose (87,6%), xilose 

(8,6%), ribose (1,7%), manose (0,8%), arabinose (0,4%), galactose (0,1%) e ácido 

glucurônico (0,8%) (20) 

 A primeira aplicação clínica de membranas de biocelulose produzidos por 

microorganismo Zoogloea sp., em estado bruto, foi feito na Universidade Federal Rural de 

Pernambuco (UFRPE) para o tratamento de feridas em cães. Os resultados sugerem um 
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controle do crescimento de infecção e diminuição do tempo de cicatrização, quando 

comparado com o tratamento convencional (anti-séptico e pomada cicatrizante). (23,24) 

Estudos de biocompatibilidade e citotoxidade da celulose microbiana produzida por 

Zoogloea sp. foram feitos anteriormente, sendo autorizados para a pesquisa experimental com 

fins de aplicação clínica. (25-28) 

 No presente estudo, foram utilizados coelhos como modelos experimentais, devido à 

dificuldade em se reproduzir a técnica na bexiga de ratos ou camundongos, já que estes 

possuem uma bexiga de tamanho bem mais reduzido. Tal fato impossibilitaria saber 

precisamente se uma área implantada por Deflux não estaria invadindo a área de implante de 

biopolímero. (1) 

 Em estudo realizado em 2000, Gosling et al descreveram a correlação entre a estrutura 

e a função da bexiga urinária de coelhos, onde sugeriram que a resposta fisiológica vesical do 

coelho, após obstrução parcial da bexiga, é similar à apresentada pelo humano, ratificando as 

vantagens de se utilizar o coelho como modelo experimental. (29) 

Embora haja diferenças no tamanho, na estrutura e em determinados tipos e subtipos 

de receptores entre a bexiga do coelho e do humano, tem se utilizado a bexiga de coelho in 

vitro, para estudos funcionais e farmacológicos a respeito da contração muscular lisa e da 

permeabilidade urotelial, como um modelo alternativo à bexiga humana para a realização de 

investigações morfológicas. (30-33) 
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1 OBJETIVO 

 

  

O objetivo deste estudo é investigar, na bexiga de coelho, a biocompatibilidade de 

implantes de exopolissacarídeo de celulose, produzidos pela Zooglea sp. comparad com os 

efeitos do Deflux. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Este trabalho foi desenvolvido na Unidade de Pesquisa Urogenital da Faculdade de 

Ciências Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Por ter suas etapas iniciais 

desenvolvidas na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), este trabalho foi submetido e 

à Comissão de Ética em Experimentação animal do Centro de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) e aprovado sob processo nº 

23076.012767 / 2008-69 em 22/10/2008. 

 

 

2.1 Gel do biopolímero 

 

 

A produção do gel do biopolímero foi realizada no Laboratório de Biopolímeros da 

UFPE. O gel foi processado a partir de um exopolissacarídeo obtido por síntese a partir do 

melaço de cana-de-açúcar. A fermentação foi possibilitada pela presença da bactéria Zooglea 

sp. Posteriormente, através do processo de hidratação do exopolissacarídeo, o gel foi obtido, 

analisado e disponibilizado para o desenvolvimento da pesquisa. 

Este material foi estocado em seringas plásticas acondicionadas em envelopes grau 

cirúrgico, anteriormente selados e esterilizados. 

 

 

2.2 Gel do Deflux 

 

 

A obtenção do gel do Deflux foi possibilitada no Brasil pelo representante comercial 

da empresa Q-MED.  

 

 

2.3 População do estudo 

 

 Foram utilizados como modelo experimental, 20 coelhos adultos da raça Califórnia, 

com média de seis meses de idade. Na totalidade do experimento, foram utilizados nove 
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animais no grupo G1 e onze animais no grupo G2. Para assegurar a que não possuíam 

qualquer doença, os animais foram submetidos a exame clínico veterinário e colocados em 

quarentena no biotério do Núcleo de Cirurgia Experimental (NCE) da UFPE.  

Os coelhos foram mantidos em gaiolas em ambiente com temperatura média de 23°C, 

com ciclos de 12 horas claro / 12 horas escuro (controlados por um temporizador) e com 

alimentação ad libitum, de acordo com as exigências do Código de Ética Experimental e as 

leis de proteção aos animais. 

 

 

2.4 Divisão dos grupos 

 

 

Os animais foram divididos em dois grupos, sendo o grupo G1, composto por animais 

mortos três dias após a aplicação do implante (n=9), e o grupo G2, composto por animais 

mortos três meses após a aplicação do implante (n=11). 

 

 

2.5 Procedimento cirúrgico 

 

 

Para a realização do procedimento cirúrgico, os animais foram anestesiados por 

administração via intramuscular de 1mL de ketamina 25% 50mg, adicionado de 1 mL de 

xilazina a 2%. Dessa solução, foi injetado 0.2mL por 100g de peso corporal do animal. 

Durante todo o procedimento cirúrgico foi administrado oxigênio (0.5 ml/minuto) através de 

máscara. Na etapa pós operatória, foram administradas três gotas via oral de dipirona sódica, 

para a analgesia. As amostras foram coletadas através de incisão abdominal mediana 

longitudinal.  

No procedimento cirúrgico era realizada uma incisão abdominal de 10cm de 

comprimento, para que fosse possível a exteriorização da bexiga. Logo em seguida era feita a 

identificação do plexo venoso central (vaso longitudinal que divide anatomicamente a bexiga 

em duas partes iguais), possibilitando um delineamento anatômico da bexiga em dois 

segmentos, direito e esquerdo.  
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2.6 Aplicação do implante 

 

 

Para facilitar a realização dos implantes e identificá-los após a morte dos animais, foi 

estabelecido então, que - tomando como referência o plexo venoso central - os implantes do 

gel de biopolímero seriam feitos no lado esquerdo da bexiga (círculos verde, na figura), e os 

implantes do gel de Deflux seriam feitos do lado direito da bexiga (círculos amarelos, na 

figura). Dessa maneira, cada animal recebeu, no total, quatro implantes, sendo dois de gel de 

biopolímero e dois de gel Deflux. 

 Os implantes foram injetados paralelamente na horizontal e como marcadores dessas 

regiões, foram colocados fios de prolene 4-0 (círculos pretos, na figura).  

 No fim do procedimento cirúrgico, cada animal possuía um total de quatro implantes 

(dois de biopolímero e dois de Deflux). 

 

 

 

Figura 1: Esquema da padronização das áreas de implante dos géis de Biopolímero e 

Deflux. No Centro, em vermelho, representação do plexo venoso central.  Os círculos 

amarelos representam os locais de implante do Deflux. Em verde, os locais de implante do 

Biopolímero. Os pontos em negro representam segmentos de fios de sutura, deixados como 

marcadores para a posição dos implantes. 
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Figura 2: Aplicação do implante na bexiga do coelho. Em branco, à esquerda do plexo venoso 

central, o gel. 

 

2.7 Morte dos animais 

 

 

A morte dos animais do grupo G1 foi realizada três dias após a aplicação dos 

implantes do gel de biopolímero e do Deflux. Ao passo que os animais do grupo G2, foram 

mortos 90 dias após a aplicação dos respectivos implantes.  

Os coelhos foram mortos por administração intracardíaca de Thiopentax sódico, 

produzido pelo laboratório Cristália-BR. 

 

 

2.8 Procedimentos histológicos 

 

 

2.8.1 Histoquímica 
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As amostras foram fixadas em formaldeído 5% com 1% de glicerina. Durante o 

processamento histológico, as amostras foram submetidas a banhos crescentes de etanol para 

desidratação do tecido, clarificadas em xilol e só então, eram emblocadas em parafina para 

análises em microscopia óptica. Utilizando um micrótomo Olympus CUT 4060, foram feitos 

cortes de 5 µm de espessura.  

Foram utilizadas lâminas de vidro previamente silanizadas, para verificar a adesão do 

material. 

Para assegurar a integridade dos tecidos, foi realizada a coloração de hematoxilina e 

eosina (HE). Em seguida foram realizadas as técnicas histológicas Weigert com prévia 

oxidação, para identificar as fibras do sistema elástico, Picro-sirius Red e Tricrômico de 

Masson para análise das fibras colágenas. 

 

 

2.8.2 Imunohistoquímica 

 

 

Em uma etapa subseqüente foi realizada a técnica de imunohistoquímica utilizando o 

anticorpo Monoclonal Mouse anti-Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) 1:700 

(Invitrogen cat. nº 13-3900). Este anticorpo é um imunomarcador indicado para se estudar 

células em proliferação em tecidos normais. Foi utilizado ainda, os anticorpos Mouse 

monoclonal to Collagen III 1:300 (abcam cat. nº ab6310), Mouse monoclonal to Collagen I 

1:100 (abcam cat nº ab90395) e Mouse anti-actin smooth muscle (invitrogen cat. nº 

080106). 

Os cortes foram desparafinados por três banhos sucessivos de xilol, por cinco 

minutos cada, em seguida foram realizados banhos decrescentes de etanol (álcool absoluto, 

álcool 90%, álcool 80% e álcool 70%) por três minutos cada e, posteriormente, lavados em 

água destilada por um minuto, e, logo em seguida, lavados com tampão fosfato salino (PBS) 

por dez minutos. As lâminas foram incubadas em tampão TRIS-EDTA, para a etapa de 

recuperação antigênica por calor, em estufa a 60ºC (overnight). As lâminas foram então, 

retiradas da estufa, lavadas em três banhos de PBS, por dois minutos cada e mergulhadas no 

inibidor de peroxidase endógena por dez minutos (20 mL de peróxido de hidrogênio e 180 

mL de metanol). Os cortes foram novamente lavados em três banhos de PBS e 

posteriormente foi realizado bloqueio dos sítios inespecíficos utilizando solução de soro de 
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cabra (histostastain – Pluss Kit Zymed 2nd generation LAB-SA detection system- reagent 

A). 

Os anticorpos primários (Monoclonal Mouse anti-PCNA e Mouse monoclonal to 

Collagen III) foram incubados por uma hora a 37ºC. Em seguida foram feitos três banhos de 

PBS de 2 minutos cada. As lâminas foram, então, incubadas com o anticorpo secundário 

(histostastain – Plus Kit Zymed 2nd generation LAB-SA detection system- reagent B) por 20 

minutos em temperatura ambiente em câmera úmida. Após lavagem com PBS (três banhos 

de 2 minutos cada) o material foi incubado com HRP- Streptavidin (histostastain – Plus Kit 

Zymed 2nd generation LAB-SA detection system- reagent C) por 10 minutos e novamente 

lavados com PBS (três banhos de 2 minutos cada). 

Foram realizados controles negativos substituindo o anticorpo primário por PBS/BSA 

1%. A revelação foi feita com solução de 3,3, diamino-benzidina tetrahidrocloridro (DAB) 

(Zymed Laboratórios, numero do catálogo 002014 Carlsbad, CA, E.U.A.) a 0,1% em H2O2, 

lavados em água destilada, desidratado em uma série crescente de etanol, diafanizados em 

xilol e montados com Ethelan. 

 

  

2.8.3 Reação química 

 

 

Para a marcação de células em processo de apoptose, foi utilizado o kit de reação 

química Click-iT TUNEL Alexa Fluor Imaging Assay (invitrogen cat nº C10245). 

Nesta etapa os cortes foram novamente desparafinados por três banhos sucessivos de 

xilol, por cinco minutos cada, em seguida foram realizados banhos decrescentes de etanol 

(álcool absoluto, álcool 90%, álcool 80% e álcool 70%) por três minutos cada e, 

posteriormente, lavados em água destilada por um minuto, e logo em seguida, lavado com 

tampão fosfato salino (PBS) por dez minutos. As lâminas foram incubadas na enzima 

tripsina, para a etapa de recuperação por digestão enzimática, em estufa a 60ºC por 20 

minutos. Em seguida, as lâminas foram retiradas da estufa, lavadas em três banhos de PBS, 

por dois minutos cada. Uma lâmina foi separada para controle positivo, recebendo somente 

esta a DNase I por 30 minutos em temperatura ambiente (realizando a quebra do DNA para 

fornecer uma reação positiva do TUNEL). Logo após, todas as lâminas receberam a solução 

TdT (overnight em temperatura ambiente), determinando a etapa final da apoptose. No pós-
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overnight os cortes foram lavados em três banhos de PBS/BSA 3% e em seguida foi 

pipetada a solução de reação Click-iT (por 30 minutos em temperatura ambiente, protegido 

da luz) onde o fluorocromo, se ligou na reação Tdt, acendendo a reação. 

Os cortes receberam mais um banho de PBS/BSA 3%, e em seguida foi pipetado o 

Hoechst (por 30 minutos em temperatura ambiente, protegido da luz) para a marcação de 

todos os núcleos do tecido, facilitando a identificação do que era ou não marcação positiva. 

Ao final, os cortes foram lavados em dois banhos de PBS e as lâminas foram 

montadas com N-propil-galato e selada com esmalte incolor comercial. 

 

 

2.9 Análise do material 

 

 

As lâminas foram analisadas em microscopia de luz através do microscópio Olympus 

X51 (Tóquio, Japão), que possui uma câmera digital (Olympus DP70, Tóquio, Japão) 

diretamente acoplada, para a captação das imagens.  

As imagens foram capturadas com a resolução de 2040 X 1536 pixels em formato 

TIFF, com aumentos que variaram de 40X a 400X. 

 

2.10 Densidade vascular 

 

 

Essa densidade foi avaliada de acordo com um método previamente descrito para a 

quantificação da densidade e desenvolvimento de microvasos em implantes in vivo (Melero-

Martin et al., 2007). Assim, imagens de cortes da parede da bexiga corados pelo HE foram 

capturados com aumento de 200X e as imagens foram carregadas no software image J versão 

1.45 (national institute of health, dethesda, MD, EUA). Uma região contígua de implante foi 

então circundada e a sua área foi medida em seguida usando o plugin (cell counter) do image 

J, todos os vasos contendo hemácias na luz foram contadas na região circundada. A densidade 

de microvasos foi então determinada dividindo-se o número de vasos pela área de implante, e 

o resultado final foi expresso como número de microvasos por mm2. Em amostras de regiões 

normais da parede da bexiga, a densidade de microvasos foi avaliada na lâmina própria, que 

foi definida como o tecido conjuntivo frouxo entre membrana basal urotelial e a borda interna 
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da camada do detrusor. A densidade foi calculada como acima descrito, excetuando o fato de 

que o número de vasos era dividido pela área (mm2) de uma região contígua de lâmina 

própria. Para cada animal, a densidade de microvasos foi calculada em cinco diferentes 

regiões circundadas e desses valores uma densidade média individual foi obtida.  

 

 

2.11 Análise estatística 

 

 

As médias de variáveis contínuas foram comparadas usando o test t bicaudal enquanto 

que scores foram comparados usando o teste de wilcoxon para duas amostras. Todos os 

resultados numéricos são expressos como média±desvio padrão e a significância estatística foi 

considerada quando p<0.05 

O score inflamatório foi avaliado semiquantitativamente de acordo com um sistema de 

score, como previamente descrito (Irani J. et al. 1997). 

 

2.12 Análise semiquantitativa 

 

 

 Para a análise semiquantitativa, foi utilizado um sistema de classificação (34), com os 

seguintes scores: 

 

0- Ausência de infiltrado inflamatório 

1- Infiltrados inflamatórios dispersos no estroma (sem nódulos linfáticos) 

2- Nódulos linfáticos não confluentes 

3- Grandes áreas inflamatórias com confluência de infiltrados inflamatórios 
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3 RESULTADOS 

 

 

Após as injeções na parede da bexiga, tanto os implantes de CEP quanto de deflux 

estavam tipicamente localizadas entre o epitélio e a borda interna do detrusor, numa região 

que é em sua maior parte ocupada pela lâmina própria. 

Nas amostras de G1, os implantes de CEP e deflux, foram estruturalmente 

homogêneos e livres de células inflamatórias ou vasos sanguíneos (figs. 3 e 4). Por outro lado, 

nas amostras de G2, com exceção de algumas áreas, o CEP estava organizado como feixes 

curtos que eram sugestivos de um tecido fibroso (fig. 6). Apesar disso, o implante de CEP 

corou negativamente para colágenos tipos I e III (figs.15 a 22), fibras elásticas, enquanto que 

o tricrômico de masson, não indicou a presença de colágeno (figs. 13 e 14). Em contraste, o 

tecido vesical normal adjacente era positivo para todos esses métodos de marcação. Os 

implantes de CEP estavam invadidos por células semelhantes a fibroblasto, que eram 

negativos para imunohistoquíca de alfa-actina de músculo liso (fig. 23 a 26). Alguns poucos 

infiltrados inflamatórios foram observados nas áreas de CEP, especialmente em torno de 

vasos (figs. 7 e 8). Em contraste as áreas de implante de deflux nas amostras do grupo G2 

estavam fragmentadas, mas ainda eram homogêneas, e ainda não havia nenhuma célula nem 

vaso sanguíneo em seu interior (figs. 11 e 12). Havia um discreto infiltrado inflamatório em 

torno dos implantes de deflux. Ele tinha um score inflamatório médio de 1.89, que não era 

significativamente diferente daquele do implante de CEP (2.33) (tabela 1). 

O remodelamento e a integração tecidual dos implantes também foram avaliados por 

meio de marcadores de proliferação celular e apoptose. Nos cortes de implantes de G1, a 

marcação pelo PCNA estava principalmente restrita ao epitélio normal, especialmente em sua 

camada basal (fig. 9 e 10), que é o padrão esperado para esse tipo de tecido. Por outro lado, 

nenhuma marcação foi detectada dentro ou em torno do implante. Cortes do grupo G2 

mostraram as características morfológicas gerais, como já descritas (fig. 11 e 12). Dessa 

forma o implante está bem invadido por células semelhantes a fibroblasto e vasos sanguíneos 

enquanto que o CEP não remodelado restante era visto como ilhotas de um material 

homogênio, circundadas por células inflamatórias. As células positivas para PCNA podiam 

ser claramente percebidas dentro dessas ilhotas, dessa forma indicando um processo 

inflamatório– proliferativo, em curso. Entretanto, no implante de CEP remodelado, embora 

este possua muitas células e vasos sanguíneos, havia pouca ou nenhuma reatividade para o 

anticorpo para anti-PCNA.  Três dias após os implantes, a marcação pelo túnel não detectou 
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células apoptóticas em torno dos materiais de CEP e deflux, assim como em áreas normais da 

parede da bexiga (figs. 27, 28 e 31). No grupo G2, os implantes de deflux ainda estavam 

negativos, mas em torno das áreas de CEP algumas células positivas para a técnica do 

TUNEL eram perceptíveis (figs. 29 e 30). 

Para avaliar a neovascularização nos diferentes materiais injetados, a densidade de 

microvasos foi determinada por meio da contagem de vasos sanguíneos em cortes dos 

implantes. Em animais sacrificados três dias após as injeções, os implantes de CEP e deflux 

estavam essencialmente inalterados e não possuíam nenhum vaso sanguíneo (Fig. 3 e 4). Três 

meses após as injeções, os implantes de deflux estavam ainda pouco alterados e nenhum vaso 

era detectado no material injetado (fig. 8). Nos implantes de CEP de três meses, entretanto, 

muitos vasos sanguíneos eram visualizados (fig. 7), e a sua densidade era de 23.86±5.48. 

Como os implantes de CEP eram adjacentes a lâmina própria, nós também avaliamos a 

densidade de microvasos nessa região, mas em amostras obtidas de áreas normais da parede 

da bexiga. Esses resultados mostraram que a densidade de microvasos na lâmina própria 

(41.51±11.19) era significativamente diferente (p<0.001) daquela no implante de CEP. Isso 

também indica que embora não houvesse vasos sanguíneos no CEP três dias após sua injeção, 

aos três meses a densidade de microvasos nesse implante já representava aproximadamente 

60% da densidade da lâmina própria adjacente. 

 

 

3.1 Avaliação histológica geral 

 

 

G1 

 

 

Observa-se que nos casos analisados três dias após a aplicação do implante tanto o gel 

de Deflux quanto o gel de biopolímero, continuam inertes em meio ao tecido adjacente. Não 

há presença de infiltrados celulares ou de fibras da matriz extracelular no interior dos géis. 

(Figs. 3 e 4) 
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Figura 3. G1: Deflux, coloração HE. Aumento de 200X 

 

 

Figura 4. G1: Biopolímero, coloração HE. Aumento de 100X 

 

 

 

 

 

 

G2 
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Nos casos analisados três meses após a aplicação dos implantes, observa-se que o 

Deflux permanece inerte, envolvido pelo tecido adjacente, porém sem sofrer alterações 

importantes em relação ao caso de três dias. (Fig. 5) 

Quanto ao gel de biopolímero, nota-se uma grande integração deste com o tecido, 

onde se vê a infiltração de células no interior do resíduo do polímero. Nota-se ainda, 

infiltrados linfocitários.  (Fig. 6) 

 

 

 

Figura 5. G2: Deflux, coloração HE. Aumento de 200X 

 

 

 

Figura 6. G2: Biopolímero, coloração HE. Aumento de 200X 
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3.2 Infiltrado linfocitário 

 

 

G1 

 

 

Não se observa a presença de infiltrados inflamatórios nos grupos analisados três dias 

após a aplicação dos géis. 

 

 

G2 

 

 

Observa-se a presença de grandes áreas de infiltrado inflamatório ao redor do implante 

do gel do biopolímero no grupo com três meses (Fig. 7). No grupo Deflux (Fig. 8) essas áreas 

de infiltrado inflamatório se apresentam em menor quantidade. (Tabela 1) 

 

 

 

Figura 7. G2: Deflux, coloração HE. Aumento de 100X 
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Figura 8. G2: Biopolímero, coloração HE. Aumento de 40X 

 

 

Tabela 1. G2: Score infiltrado inflamatório  

 SCORE 

Biopolímero 2.3 

Deflux 1.8 

 

 

3.3 Proliferação celular 

 

G1 

 

 

Corroborando os resultados anteriores, percebe-se na marcação imunohistoquímica 

anti-PCNA, que nos casos avaliados três dias após a aplicação dos implantes, não há 

proliferação de células no interior dos géis. (Figs. 9 e 10) 
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Figura 9. G1: Deflux, imunomarcação para PCNA. Aumento de 200X 

 

 

 

Figura 10. G1: Biopolímero, imunomarcação para PCNA. Aumento de 200X 

 

 

G2 

 

 

Porém, quando comparamos os casos do grupo G2 - após a implantação dos polímeros 

- percebemos que há significativa proliferação celular no interior do biopolímero, enquanto 

que o gel Deflux, continua inerte no tecido adjacente. (Figs. 11 e 12) 
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Figura 11. G2: Deflux, imunomarcação para PCNA. Aumento de 200X 

 

 

 

Figura 12. G2: Biopolímero, imunomarcação para PCNA. Aumento de 200X 
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3.4 Masson 

 

Figura 13. G2: Deflux,coloração Tricrômico de masson. Aumento de 200X 

 

 

Figura 14. G2: Biopolímero, coloração Tricrômico de masson. Aumento de 200X 

 

 

3.5 Colágeno III 

 

 

 Tanto no grupo G1 quanto no grupo G2, não há imunomarcação de fibras colágenas 

do tipo III no interior dos implantes. (Figs. 15, 16, 17 e 18) 

G1  
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Figura 15. G1: Deflux, imunomarcação para colágeno tipo III. Aumento de 200X 

 

 

Figura 16. G1: biopolímero, imunomarcação para colágeno tipo III. Aumento de 200X 
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G2 

 

 

 

Figura 17. G2: Deflux, imunomarcação para Colágeno tipo III. Aumento de 200X 

 

 

Figura 18. G2: Biopolímero, imunomarcação para Colágeno tipo III. Aumento de 200X 

 

 

3.6 Colágeno I 

 

 Assim como ocorre na imunomarção para fibras colágenas do tipo I no interior dos 

implantes, não se observa diferença entre os grupos G1 e G2 (Figs. 19, 20, 21 e 22) 
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G1 

 

 

 

Figura 19. G1: Deflux, imunomarcação para Colágeno tipo I. Aumento de 40X 

 

 

 

Figura 20. G1: Biopolímero, imunomarcação para Colágeno tipo I. Aumento de 100X 
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G2 

 

 

 

Figura 21. G2: Deflux, imunomarcação para Colágeno tipo I. Aumento de 200X 

 

 

 

Figura 22. G2: Biopolímero, imunomarcação para Colágeno tipo I. Aumento de 100X 
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3.7 Alfa-actina 

 

 

G1 

 

 

 

Figura 23. G1: Deflux, imunomarcação para alfa-actina. Aumento de 100X 

 

 

 

Figura 24. G1: Biopolímero, imunomarcação para alfa-actina. Aumento de 200X 
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G2 

 

 

 

Figura 25. G2: Deflux, imunomarcação para alfa-actina. Aumento de 200X 

 

 

Figura 26. G2: Biopolímero, imunomarcação para alfa-actina. Aumento de 200X 
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3.8 Apoptose 

 

 

G1 

 

 

 

Figura 27. G1: Deflux, reação química TUNEL(verde), e dapi (azul) para a visualização de 

todos os núcleos. Aumento de 400X 

 

 

 

 

Figura 28. G1: Biopolímero, reação química TUNEL(verde), e dapi (azul) para a visualização 

de todos os núcleos. Aumento de 200X 
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G2 

 

 

 

Figura 29. G2: Deflux, reação química TUNEL(verde), e dapi (azul) para a visualização de 

todos os núcleos. Aumento de 400X 

 

 

 

Figura 30. G2: Biopolímero, reação química TUNEL(verde), e dapi (azul) para a visualização 

de todos os núcleos. Aumento de 200X 
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Figura 31. Area de tecido normal, reação química TUNEL(verde), e dapi (azul) para a 

visualização de todos os núcleos. Imagem captada utilizando o DIC, para visualização do 

material de fundo. Aumento de 200X 
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4 DISCUSSÃO 

 

Nos casos do grupo G1 (estudados três dias após a injeção) tanto do CEP 

(exopolissacarídeo produzido a partir da cana-de-açúcar) quanto do deflux (material de 

preenchimento mais utilizado atualmente), nota-se que não há alterações no tecido da bexiga. 

Além disso, é evidente que não há diferenças histológicas entre esses dois grupos após os três 

dias de aplicação. 

O grupo G2, por sua vez, revelou um padrão histológico extremamente diferente, ao se 

comparar os casos após a aplicação do CEP e do deflux.  O deflux neste grupo permanece 

praticamente inalterado, e inerte, quando comparado com o grupo de G1, cumprindo sua 

função como agente de preenchimento, já que permaneceu no local implantado, expandindo a 

parede vesical. 

Como não houve alterações importantes no interior do implante do deflux, o estudo se 

caracterizou por apresentar, em sua maioria, dados qualitativos referentes às alterações 

ocorridas durante a integração do CEP ao tecido da bexiga, bem como sua evolução, desde o 

ponto inicial (G1) até os três meses após a injeção (G2). 

No grupo G2, de três meses, o implante apresentava invasão celular, além de 

neoformação de vasos, e o biopolímero em si havia sofrido um remodelamento. Essa última 

alteração pode ser atribuída a uma pequena secreção da matriz extracelular, e/ou a um certo 

grau de degradação do biopolímero. Essa segunda alternativa se apóia no fato de que o CEP 

possui resíduos como os de xilose e ácido glicurônico (20), os quais podem ser degradados 

por glicosidases do tecido hospedeiro. Porém, até os três meses, não há tempo para que haja 

formação de fibras tanto do sistema elástico como colágenas no interior do tecido, mas 

acredita-se que a neoformação dessas fibras seja observada ao se estudar grupos com maior 

tempo após a injeção dos polímeros.   

Os resultados com o anticorpo anti-PCNA mostraram que, no grupo de três dias, não 

há marcação dentro ou em torno do implante de CEP, o que é consistente com o fato de que 

não há ainda, nesse grupo, reação inflamatória importante. Os resultados com o grupo de três 

meses, no entanto, sugerem que a integração do CEP no tecido vesical já atingiu um certo 

grau de estabilidade, pois no implante remodelado praticamente não havia reatividade para o 

anticorpo anti-PCNA, enquanto que poucas células estavam em apoptose (quando marcadas 

pela reação química TUNEL). Esses dados sugerem que, no CEP remodelado, o qual 

consistiu a maior parte do implante aos três meses, as reações celulares estão estabilizadas, 
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como na fase mais tardia de um processo cicatricial, e, portanto não deverão mais haver 

grandes alterações nesse material. 

 Já que o grupo G2, que recebeu o CEP apresentou uma invasão celular, bem como de 

matriz extracelular, esses dados sugerem que houve uma melhor incorporação do biomaterial 

ao tecido hospedeiro. Isso certamente facilitará para uma melhor estabilização do polímero, o 

que acarretará ainda, na diminuição do risco de migração do material para outros órgãos.  

Deve-se levar em consideração, que nos princípios considerados básicos para a 

engenharia tecidual, o material de preenchimento deve induzir a formação de um novo tecido 

com matriz extracelular e formação de novos vasos estabilizados no local implantado. 

 Se neste processo de remodelamento, o implante for substituído integralmente pelo 

tecido normal da bexiga (tanto matriz extracelular quanto formação de novos vasos), se 

considerará então, o CEP, um agente de preenchimento ideal para a utilização em casos 

clínicos.  
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5 CONCLUSÃO 

 

 

Nossos resultados mostraram que o CEP possui pouca imunogenicidade e se integra 

melhor no tecido hospedeiro quando comparado ao deflux. Portanto o CEP deve ser um 

material eficiente em casos em que a incorporação ao tecido é desejada como por exemplo em 

estruturas de suporte na cirurgia de reconstrução. O CEP pode ser também um agente de 

preenchimento eficiente se o seu remodelamento a longo prazo não resultar em redução de 

volume. Embora o presente estudo não tenha observado dados de longo prazo nossos 

resultados mostraram uma estabilização da proliferação celular e da apoptose, no grupo de 

três meses, o que sugere que o implante de CEP não mais sofrerá um remodelamento 

significativo. 
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ANEXO – Aprovação do presente trabalho no Comitê de ética do Centro de Ciências 

Biológicas da UFPE. 

 

 

 


