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RESUMO

COLAGENO ACELULAR E MUCOSA ORAL NA SUBSTITUICAO PARCIAL DA

URETRA: Estudo comparativo em coelhos.

Objetivo: A estenose uretral complexa, frequentemente, requer tecidos
extragenitais para seu adequado tratamento. Estudos recentes tém sugerido,
nestes casos, a utilizagdo de um novo biomaterial 8 base de colageno acelular
derivado da submucosa intestinal suina (SIS). O objetivo deste estudo foi
comparar os resultados da matriz de colageno acelular (SIS) em uma ou quatro

camadas a mucosa oral na substituicdo parcial da uretra em coelhos.

Material e Métodos: Realizou-se um estudo prospectivo e randomizado
utilizando-se 36 coelhos machos da raga North Folk divididos em 3 grupos. Os
animais foram submetidos a resseccéo padronizada da uretra ventral (segmento
de 0,5 x 1 cm) que foi substituido por um enxerto tipo ilha™ de SIS com 1 camada
no Grupo | (G1), SIS com 4 camadas no Grupo Il (G2) e mucosa oral no Grupo lli
(G3). Nenhuma derivacgéao urinaria foi utilizada no pos-operatério. A uretrografia foi
realizada no pré-operatorio e antes do sacrificio. Os enxertos obtidos a partir da
uretra regenerada foram avaliados 12 semanas ap0s o implante por meio de
exames histolégicos de rotina. A retracdo do enxerto foi caracterizada
objetivamente pelo calculo matematico da area e pela analise computadorizada

utilizando-se o software Scion Image®. A quantificacdo do colageno foi obtida
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pela analise da coloracéo pelo Picrosirius red sob luz polarizada que permitiu a

diferenciacao das fibras de colageno tipos | e Ill.

Resultados: A uretrografia confirmou a manutengcdo de um calibre uretral
adequado sem sinais de estenose. Fistulas uretrais foram diagnosticadas por
meio de exame radiolégico em 8,3% dos casos nos diferentes grupos (1 animal
por grupo). A analise da area do enxerto pés-sacrificio pelos métodos matematico
e computadorizado foi significativamente menor no grupo Ill. A retragdo do
enxerto avaliada por analise computadorizada foi significativamente menor no
Grupo 2 em relacdo aos demais grupos (p <0.05). A intensidade da reagéao
inflamatoéria crénica, neovascularizagdo, fibrose e regeneragéo epitelial foi
semelhante entre os trés grupos (p>0.05). A analise do indice de colageno tipo

[1I:1 foi significativamente maior nos animais do grupo Il.

Conclusées: A area do enxerto analisada por computador, assim como pelo
método matematico, foi menor no grupo Ill (mucosa oral) que apresentou um alto
percentual de retragcdo. Os parametros histoldégicos foram semelhantes entre os
trés grupos avaliados. O colageno tipo Il foi mais prevalente em todos os grupos
e o indice de colageno tipo Ill:I foi maior no grupo Il. Com relagdo ao SIS, apesar
de ndo terem sido demonstradas diferencas nos achados histolégicos e
radiolégicos, observamos uma maior retragcéo e fibrose no SIS em camada unica

quando comparado ao SIS com quatro camadas.
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SUMMARY

ACELLULAR COLLAGEN AND BUCCAL MUCOSA IN THE PARTIAL

SUBSTITUTION OF URETHRA: COMPARATIVE STUDY IN RABBITS

Objective: Several urethral conditions often require nongenital tissues for
reconstruction. One collagen-based biomaterial that has recently emerged is small
intestinal submucosa (SIS). The aim of our study was to compare the results
between SIS and oral mucosa membrane in the partial substitution of the urethra

in rabbits.

Material and Methods: A prospective and randomized study was performed
using 36 North Folk male rabbits divided into 3 equal groups. The animals were
submitted to a ventral urethral defect (resection of 0,5 x 1 cm segment of the
urethra) that was replaced by a patch graft of 1 layer SIS in group | (G1), 4 layers
SIS in Group Il (G2) and buccal mucosa in Group lll (G3). No urethral catheter
was left behind. Urethrography was performed pre-operatively and before
sacrificing. The grafts of regenerated urethras were harvested at 12 weeks after
implantation. The urethra was excised and evaluated by Hematoxylin and eosin
stained sections. The patch retraction was objectively measured using
mathematic calculation and Scion Image® computer analysis. The quantification of
collagen was obtained by Picrosirius red analysis under polarized light. This

technique allowed the differentiation of collagen fibers types | and .
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Results: Urethrograms confirmed the maintenance of a wide urethral caliber
without any signs of strictures. Urethral fistulae was diagnosed by radiology in
8,3% of all groups (1 animal each group). Average graft shrinkage evaluated by
computer analysis was significantly lower in G2 (p<0.05). The intensity of chronic
inflammation, neovascularization, fibrosis and epithelium regeneration was similar
among the three groups (p>0.05). The analysis of type lll:l collagen index was

higher in the animals of group II.

Conclusions: The patch area analyzed by computer or mathematic method was
smaller in group Il (buccal mucosa) which showed a high percentage of retraction.
Histological parameters were similar among the three groups. Type Il collagen
was prevalent in all groups, and type lll:I collagen index was higher in group II.
Regarding SIS, in spite of not being found differences in radiological and
histological findings, we observed a higher retraction and fibrosis in SIS with one

layer when compared to SIS with four layers.
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A cirurgia reconstrutiva da uretra representa um dos maiores desafios da
urologia moderna ' estando indicada tanto na corregdo de problemas congénitos,
como hipospadias e epispadias, como no tratamento de lesdes estendticas
secundarias da uretra 2. Na maioria dos casos, a estenose ocorre devido ao
estreitamento do lumen ou pela perda da distensibilidade da parede uretral. Sua
etiopatogenia pode estar relacionada a instrumentacdo endoscopica e
manipulagéo uretral, ou ainda ser decorrente de lesdes traumaticas . As uretrites
bacterianas e as lesdes ulcerativas como a tuberculose e a sifilis, também podem
produzir estenose da uretra . Nestes casos, o tratamento endoscopico pela
uretrotomia interna € controverso, com risco de formacéo de fistulas urinarias e
altos indices de recidivas .

As cirurgias reparadoras da uretra apresentaram significativa melhora nos
seus resultados estéticos e funcionais ao longo dos anos, devido ao
desenvolvimento de novas técnicas e a utilizacdo de biomateriais que
contribuiram para o aumento das taxas de sucesso 2. Numerosas técnicas tém
sido propostas para o tratamento cirurgico das estenoses da uretra, incluindo a
excisdo cirurgica completa do segmento acometido ou sua substituicdo por
materiais autologos ou sintéticos 46789,

Atualmente sdo descritas mais de 200 técnicas para reconstrugéo uretral
sendo que, a maioria delas, utiliza enxertos autélogos de pele peniana ou retalhos
pediculados de prepucio '®''2"3 Quando o tecido doador local é escasso ou
inexistente, o emprego de enxertos de mucosa oral ou vesical, dura mater
liofilizada, veia safena, tunica vaginalis, mucosa intestinal, peritdbnio ou enxertos
parciais ou totais de pele tém sido utilizados, tanto em ensaios clinicos quanto

experimentais 5,14,15,16,17,18,19,20,21 ,22,23,24,25,26.
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A partir da ultima década houve um aumento significativo na pesquisa por
novos materiais capazes de proporcionar adequada regeneracdo da uretra®’.
Diferentes materiais foram ou estdo sendo propostos como possiveis substitutos
uretrais. Estes podem ser classificados como biodegradaveis ou sintéticos de
acordo com sua capacidade de integracdo ao tecido hospedeiro, autdlogos ou
heterélogos em funcéo da area doadora, ou ainda como enxertos ou retalhos de
acordo com sua vascularizagéo %%,

O termo retalho refere-se a qualquer tecido utilizado para reconstrugéo ou
tratamento de uma lesdo, que mantenha parte ou todo o seu suprimento
sanguineo de origem, mesmo apos sua remogao ou transferéncia para uma nova
regido. Ja os enxertos, por sua vez, constituem fragmentos de tecido removidos
da area doadora sem preservagao do pediculo vascular. Neste ultimo caso, sua
viabilidade dependera do contato com o leito receptor bem como da adequada
vascularizacdo do tecido hospedeiro. Estes fatores irdo promover a
neovascularizagao permitindo assim a adequada nurtricado do implante 2.

O material ideal deve ser biocompativel, apresentar resisténcia mecanica a
tracdo e as infecgdes, além de ser de facil manuseio favorecendo assim o

3031 Além disso, ndo pode conter pélos ou poros que

implante cirurgico
favorecam incrustacdes calcareas ou bacterianas, devendo ainda ser de facil
obtencdo para ndo aumentar a morbidade cirurgica. Deve também apresentar
elasticidade semelhante a da uretra para evitar o turbilhonamento durante o fluxo
de urina em seu interior %2.

Diferentes tipos de tecidos sintéticos como o silicone, teflon, dacron,

moldes de acrilico e polietleno, esponjas de polivinii ou gelatina,

politetrafluoretileno (Gore-tex®) e sylastic ja foram utilizados em cirurgias




Introducao 27

reconstrutivas da uretra. As vantagens destes materiais estariam relacionadas a
facilidade na sua obtencdo, sem a necessidade de cicatrizes adicionais com
consequente diminuicdo do tempo cirurgico, além de permitir a confecgdo de

28 Entretanto, estudos clinicos e

proteses em varios formatos e tamanhos
experimentais utilizando estes materiais demonstraram taxas de sucesso
relativamente baixas devido a ocorréncia de reag¢des imunolégicas do tipo corpo

32,33,34,35,36,37,38,39,40,41

estranho acarretando erosoées, fistulas, estenoses, infec¢des

e incrustagdes #2434,

Gilbaugh *°, em 1969, foi o primeiro autor a relatar uso de tubos de silicone
como proétese uretral em um estudo experimental em caes. Entretanto, na maioria
dos casos, o0 autor observou a ocorréncia de fistulas, estenoses ou extruséo pela
luz uretral. Robinette 46, em 1973, relatou obstrugdes devido a incrustacdo
calculosa em 21% das préteses de silicone utilizadas no tratamento de gatos com

t 4", em 1976, foi o primeiro autor a utilizar

estenoses uretrais extensas. Vincen
implantes de silicone na substituicdo da uretra peniana em humanos com bons
resultados.

O fato de o silicone ser um material nao absorvivel impede que o mesmo
seja incorporado pelo organismo, aumentando assim as chances de extrusdo .

Alguns autores, na tentativa de evitar complicagdes com a utilizagdo do silicone,

43,48’ ou

propuseram sua associagdo com outros materiais, tais como o dacron

ainda seu implante prévio no subcutaneo *°. Este fato resultaria na epitelizacédo do

implante decorrente da proliferagdo tecidual entre os poros do silicone. No
49

entanto, seus resultados foram controversos *°, razdo pela qual tais

procedimentos foram abandonados.
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Outros materiais como o politetrafluoroetileno (PTFE) também foram
implantados na uretra como enxertos tubulares ou em ilha. Anwar 42, utilizando
este material em forma de ilha na uretra de caes, observou fibrose e estenose na
regido da anastomose sem epitelizacao da protese. Choi 50, em 1989, utilizou o
PTFE em seres humanos na substituicdo parcial da uretra e, apds seis meses de
segmento, observou extrusdo da prétese pela luz uretral.

Kelami 20 e colaboradores, comparando a malha de teflon com a
duramater humana liofilizada na substituicdo uretral, observaram que a esta
ultima foi completamente absorvida e substituida por um tecido cicatricial, ao
contrario do material sintético, minimizando as taxas de complicag¢des.

Estes achados demonstram que os materiais inabsorviveis, por ndo serem
incorporados ao tecido uretral receptor, apresentam maior risco de extrusdo ao
longo do tempo quando comparados aos enxertos autélogos 28.

A utilizacao de tecidos autblogos extra-genitais ndo usuais como o periténio
associado a fascia abdominal também foram propostos 51 . Neste caso, os
autores observaram que, ao final do primeiro més, o peritbnio havia sido
substituido por epitélio uretral, porém em 30% dos coelhos, houve formacgéo de
fistulas urinarias.

O emprego de enxertos tubulares de tunica vaginalis como substituto
uretral demonstrou resultados desfavoraveis com significativa obstrugdo a miccgéo,
provavelmente causada pela contracdo das fibras cremastéricas 3,52. Desta
forma, seus autores contra-indicaram o uso da tunica vaginalis sob a forma de
enxertos tubulares na uretra, recomendando sua utilizagdo apenas sob a forma de

enxertos do tipo ilha.
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A opc¢ao da utilizacao de tecidos autologos tais como o uso de segmentos
intestinais de ileo, apéndice 53 ou mesmo segmento distal do ureter 54 é pouco
vantajosa na pratica clinica, uma vez que implicaria em incisdes adicionais para
sua obtencdo e aumentaria de maneira consideravel o tempo anestésico e a
morbidade cirurgica 28.

Existem poucos relatos do uso de retalhos de bolsa escrotal na
substituicdo da uretra. Por ser pediculado, o retalho escrotal acarretaria menor
retracdo tecidual, porém teria como desvantagem o crescimento de pélos no
limen da uretra com consequente incrustacdo e formacgao e calculos. Mokhless
55, na tentativa de evitar essa complicacéo, propds a utilizagado do septo escrotal
demonstrando a ocorréncia de pélo intra-uretral em apenas um dos sete casos de
hipospadias severas tratados por esta técnica. Portanto, nos casos onde a pele
escrotal for a Unica alternativa disponivel, o septo constitui a op¢ado mais indicada.

Neve-Josserand (apud 56), em 1987, foi primeiro autor a reconstruir a
uretra masculina utilizando enxerto livre de pele. Os resultados tardios foram
insatisfatérios com alta incidéncia de retragcdo e estenose da neouretra. Burbige
56, em 1984, utilizando enxerto de pele em onze pacientes, observou estenose
local em 18% dos casos e fistulas em outros 20%. Em 9% dos pacientes tratados
houve retracdo do enxerto com conseqiente formagéo de acentuada curvatura
peniana.

Além das estenoses e retragdes, outra complicacdo freqliente com
enxertos ou retalhos de pele, € a formacao de pseudodiverticulos ou uretroceles.
A presenca de urina residual infectada no pseudodiverticulo pode facilitar o

desenvolvimento de estenoses e calculos 28.
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Para muitos autores, a mucosa vesical seria o material ideal para substituir
a uretra. Este tecido estaria bem adaptado a exposi¢céo crénica a urina e, por nao
ser espesso, favoreceria o desenvolvimento de uma irrigagdo por embebicao
capilar a partir da uretra normal 28. Memmelar 57, em 1947, foi o primeiro autor a
sugerir 0 seu uso como substituto uretral, porém estudos posteriores (TZ:apud 18)
demonstraram resultados desfavoraveis, onde a grande maioria dos pacientes
tratados apresentou estenoses e fistulas no pos-operatorio. Devido as baixas
taxas de sucesso, o enxerto de mucosa vesical ndo foi considerado uma opg¢ao
viavel, com a maioria dos autores ainda dando preferéncia a utilizacado de pele
extragenital.

O tratamento proposto para estenoses curtas da uretra anterior menores
que oito centimetros tem sido a excisédo do segmento acometido e anastomose
término-terminal, com excelentes resultados. Em estenoses mais longas da uretra
bulbar, as melhores taxas de sucesso foram obtidas com retalhos de pele peniana
e enxertos autélogos de mucosa oral 58. Humby 26, em 1941, foi o primeiro a
sugerir o uso da mucosa oral no tratamento de lesdes da uretra em trabalhos
experimentais. Em 1992, Burger e colaboradores 59 relataram as primeiras
experiéncias clinicas com reconstrugdo uretral empregando-se enxertos de
mucosa oral com excelentes resultados. Este fato estimulou outros autores
60,61,62,63 a desenvolverem uma série de novos experimentos, tornando a
mucosa oral um dos materiais mais utilizados no reparo de lesdes uretrais.

A mucosa bucal é constituida por um epitélio espesso ndo queratinizado
com uma lamina proépria altamente vascularizada e muito fina, a qual facilitaria a
embebicdo do enxerto favorecendo assim, a neovascularizagédo 62,64. Como

vantagens em relagdo aos retalhos de pele genital, a mucosa oral apresenta
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resultado estético superior e redugéo consideravel do tempo operatério. Quando
comparada a mucosa vesical, o tempo cirurgico € ainda menor, além da baixa
morbidade relacionada a sua obtengao 28.

As taxas globais de sucesso oscilam em torno de 92% no reparo das
estenoses da uretra bulbar utilizando enxertos de mucosa 65. Entretanto, na
maioria das séries, o tempo de segmento pds-operatério € curto e as técnicas
empregadas nao estdo padronizadas 66,67.

Apesar do alto indice de sucesso utilizando esta técnica, estudos recentes
relataram taxas globais de complicagcdes de até 50% 68, sendo maiores com
enxertos tubulares (39%) do que com enxertos em ilha (29%). Por outro lado, em
um estudo de revisao com 573 pacientes submetidos a uretroplastia com mucosa
bucal, Aldrich 67 encontrou uma taxa global de sucesso de apenas 77%.

Outro importante fator a ser considerado, sdo as complicagbes descritas no
sitio doador tais como os danos causados a submucosa oral e as lesdes
inadvertidas do ducto parotideo 69,70,71. Tais situagbes podem causar limitagéo
na abertura da boca, mioartropatia da articulacdo témporo-mandibular e boca
seca. A reducdo do vestibulo bucal pode resultar em impacto protético
desfavoravel com necessidade de corregéo cirurgica 64.

Desta forma, o tamanho do enxerto obtido a partir da mucosa oral fica
limitado a amostras de, no maximo, trés centimetros de largura por sete
centimetros de comprimento 64. Tal fato é particularmente relevante em
pacientes que ja foram submetidos a varios procedimentos cirurgicos e onde néo
existe outra alternativa que ndo a mucosa oral.

Embora existam muitas vantagens dos enxertos e retalhos autélogos em

relacdo aos materiais sintéticos 72, a necessidade da abordagem de outro local
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para sua retirada pode implicar no aumento do tempo cirirgico e da morbidade
intra-operatoria.

Em pacientes multi-operados mesmo os materiais autdlogos podem
apresentar resultados insatisfatérios se as condi¢gdes do leito vascular junto ao
tecido receptor forem desfavoraveis. A incorporacdo do enxerto pode resultar em
fibrose devido a formacdo de um complexo vascular ineficaz durante o processo
de cicatrizagcéo, podendo acarretar estenoses e/ou diverticulos uretrais, ou ainda,
ocasionar o desenvolvimento de fistula uretrocutanea 73.

Devido a dificuldade em encontrar o material ideal para adequada
substituicdo da uretra, alguns pesquisadores tém proposto a utilizacdo de
materiais biodegradaveis capazes de permitir um adequado processo de
regeneragao uretral com minima antigenicidade e morbidade 74. Estudos
preliminares tém demonstrado que a uretra submetida a ressecc¢ao total ou parcial
pode ser substituida por tecidos biocompativeis e biodegradaveis, apresentando
regeneracao e remodelagcdo a partir do tecido implantado com minima reagéo
local 75,76 .

A submucosa intestinal suina (SIS) é constituida por uma membrana
xenogénica, praticamente acelular, obtida a partir da submucosa do intestino
delgado de suinos apdés remocdo mecénica das tunicas mucosa, serosa e
muscularis. Isto resulta em uma membrana rica em colageno, translucida, com
aproximadamente 0,1 milimetro de espessura, que tem apresentado propriedades
mecanicas e de resisténcia a infeccdo bastante satisfatérias 27. Ela é capaz de
estimular a resposta do tecido conectivo e epitelial resultando em regeneracao
tecidual especializada, evitando assim a formacdo de tecidos cicatriciais nao

especificos 77.
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Cerca de 90% do deste material € composto por colageno do tipo | com
abundantes fatores de crescimento. Quando utilizado como enxerto, induz uma
reacao inflamatéria tecidual seguida por um processo de neovascularizagao a
partir do tecido receptor que se completa em cerca de trés ou quatro semanas 8.

Este tipo de membrana pode ser encontrado comercialmente em camada
tnica (Surgisis®, Cook Biotech®) ou em quatro camadas (Stratasis®, Cook
Biotech®). Tal material tem sido reportado como seguro e tecnicamente facil de
manusear. Além disso, possui a vantagem de ndo necessitar incisdo adicional
para sua obtencdo reduzindo assim, de forma consideravel, o tempo e a
morbidade cirGrgica '®. Atualmente, seu uso tem sido largamente proposto em

77,79,80,81

urologia na substituicdo parcial da bexiga, ureter e uretra Existem

apenas dois trabalhos 2%

na literatura comparando SIS com uma e quatro
camadas, onde apenas um deles "? trata do emprego de SIS na substituicdo
uretral.

Em 1995 surgiram os primeiros relatos de ampliagbes vesicais utilizando
SIS em estudos experimentais °. Estes autores demonstraram que o SIS fornece
suporte ao processo de regeneragao tecidual e funcional a partir das
extremidades da parede normal da bexiga .

Estes estudos constituiram a primeira linha de evidéncia de que as regides
regeneradas de bexiga, com manutencdo de suas propriedades funcionais,
poderiam ser obtidas in vivo a partir do emprego da tecnologia de engenharia
tecidual. Eles também demonstraram que a matriz de colageno acelular foi mais
vantajosa que outros tecidos previamente estudados "8+
O uso do SIS como enxerto em ilha tem demonstrado resultados

86,87

promissores no tratamento de defeitos ureterais , onde o segmento reparado
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apresentou completa regeneragdo de suas camadas tornando-se praticamente
indistinguivel do ureter normal.

Da mesma forma, alguns estudos tém avaliado o uso do SIS como uma
alternativa aos tecidos doadores tradicionais na reconstru¢cdo uretral
72,73,88,89,90. Kroop 73, em 1998, foi o primeiro a descrever o uso do SIS para
corrigir defeitos causados na uretra de coelhos com excelentes resultados. Neste
caso, os enxertos de SIS foram comparados com pele prepucial e sutura primaria
da uretra. No grupo tratado com SIS, nenhum animal apresentou diverticulo,
enquanto que todos os coelhos tratados com enxerto de pele prepucial
apresentaram algum grau de dilatacdo uretral. Histologicamente, a uretra
regenerada a partir do enxerto de SIS exibia um epitélio bem diferenciado, células
musculares esparsas e abundante tecido conectivo rico em colageno.

Em 2001, Grossklaus 90 avaliou as alteragbes histolégicas induzidas pelo
enxerto de SIS em ilha na reconstrugéo parcial da uretra de coelhos. A histologia
revelou desenvolvimento de uma reacao do tipo corpo estranho com infiltrado
inflamatério linfocitario e células gigantes no local do implante, sem evidéncias do
enxerto primitivo ao final de seis semanas. Nenhum dos animais apresentou
fistulas uretro-cutaneas. Rotariu 89, utilizando enxertos semi-tubulares de SIS
para reconstrugcéo de efeitos de 2,5 centimetros na uretra de coelhos, observou
estenose em apenas 14% dos casos. A analise histolégica demonstrou completa
regeneragao da parede uretral e 15% dos animais apresentaram fistula urinaria.

Nuininga, em 2003 72, realizou estudo em coelhos comparando SIS em
camada unica e com quatro camadas a um terceiro tipo de membrana colagena
obtida a partir do tendao bovino. Neste estudo o autor observou que nenhum dos

animais apresentou estenose e apenas um coelho do grupo com SIS em quatro
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camadas (16,6%) desenvolveu fistula ao final de nove meses de seguimento. As
avaliagbes histologica e imuno-histoquimica demonstraram que a regeneragao
das células musculares foi comparavel entre os trés tipos de materiais estudados.
Nuininga ndo encontrou fibras musculares lisas no local do enxerto ao final de
nove meses de segmento, contrapondo os resultados obtidos por outros autores
73,88. Este estudo demonstrou que os resultados obtidos com a membrana
derivada do tendao bovino eram comparaveis ao SIS em camada unica.

Recentemente, EI-Assmy 91 apresentou seus resultados com uso do SIS
comparando enxertos tubulares e em ilha. Apds trés meses de segmento, todos
0s animais com enxerto tubular apresentaram dificuldade miccional com 45%
deles evoluindo para retencao urinaria. A uretrografia de controle nao evidenciou
alteragdes nos animais tratados com enxertos em ilha, porém graus variados de
estenose da uretra foram observados com implantes tubulares de SIS e obstrugao
completa em 44% dos casos.

Um estudo semelhante 92 comparou enxertos em ilha e implantes
tubulares de SIS com anastomose término-terminal na reconstrugéo uretral em
coelhos. Apds seis semanas da cirurgia, em ambos os grupos tratados com SIS,
observou-se regeneracgdo urotelial com presenca de células musculares lisas
esparsas. Entretanto, um infiltrado inflamatério mais intenso foi observado em
torno dos implantes tubulares quando comparado aos enxertos em forma de ilha.
Apds doze semanas de segmento o tecido neoformado era semelhante a uretra
com minima evidéncia da matriz colagena. Em contraste, a maioria dos animais
submetidos a reconstrugdo primaria da uretra apresentou estenose com

abundante formacao de tecido fibrético cicatricial.
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A sintese e o acumulo de colageno estdo aumentados em diferentes
patologias onde ocorre desenvolvimento de reacdo fibrética ciacatricial
93,94,95,96. Geralmente é aceito que a sintese de colageno tipo Il predomina
em estagios mais precoces enquanto que, em estagios mais tardios, ocorre
predominio do colageno tipo |. De acordo com alguns autores, na estenose da
uretra, a principal alteracdo do metabolismo do colageno seria a diminuicdo da
relacédo colageno tipo 11l : | ¥7.

Resultados com emprego de SIS em seres humanos foram apresentados

por Mantovani %°

, em 2002, avaliando pacientes submetidos a cirurgia para
tratamento de estenoses extensas. A manutencgéo do lumen uretral foi confirmada
por via endoscopica aos dois e 6 meses apds a cirurgia, avaliagdes radioldgica e
urodindmica demonstraram resultados satisfatérios em todos os pacientes
estudados.

Conforme demonstrado, diferentes autores observaram bons resultados
com a utilizagdo do SIS na reconstrucdo dos defeitos parciais da uretra.
Entretanto, ndo observamos nenhum estudo comparando seus resultados a
mucosa oral deixando clara a necessidade de estudos prospectivos e

randomizados que possam evidenciar as potenciais vantagens e desvantagens da

utilizacao destes materiais na cirurgia reconstrutora da uretra.
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O presente estudo tem como objetivo avaliar as alteragdes histopatologicas
e quantitativas do colageno, assim como as complicagbes pds-operatdrias em
estudo comparativo entre a matriz de colageno acelular em uma ou quatro

camadas e mucosa oral na substituicdo parcial da uretra de coelhos.
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1. ANIMAIS DE EXPERIMENTAGAO

Foram utilizados 36 coelhos machos da ragca North Folk, com peso
variando entre 3,2 e 4,7kg (média de 3,7kg) fornecidos pelo Biotério Central ao
Laboratério Experimental do Departamento de Urologia da Faculdade de Medicina
de Botucatu — UNESP.

Previamente ao inicio do experimento, os animais foram mantidos por uma
semana no Biotério do Laboratério Experimental do Departamento de Urologia
para adaptacdo ao novo ambiente e detecgdo de possiveis problemas clinicos.
Permaneceram em gaiolas individuais com 55 x 55 x 60 centimetros com
temperatura ambiente controlada em torno de 24°C e iluminagao natural.

Os animais foram alimentados com ragao Nutricoelhos” e agua “ad libitum”.
No dia anterior a intervencgao cirurgica os animais foram mantidos em jejum de 12

horas. A dieta foi reintroduzida no primeiro dia de pds-operatoério.

A Produzida pela Purina® Nutrimentos Ltda.
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2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram distribuidos por sorteio em 3 grupos, sendo cada um

composto por 12 coelhos.

2.1. GRUPO |: MATRIZ DE COLAGENO ACELULAR (MCA) EM CAMADA

UNICA

Este grupo foi constituido pelos animais que tiveram parte de sua uretra

substituida por MCA em camada Unica.

2.2. GRUPO II: MATRIZ DE COLAGENO ACELULAR (MCA) EM QUATRO

CAMADAS

Este grupo foi constituido pelos animais que tiveram parte de sua uretra

substituida por MCA com quatro camadas.

2.3. GRUPO lll: MUCOSA ORAL

Este grupo foi constituido pelos animais que tiveram parte de sua uretra

substituida por mucosa oral.
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3. TECNICA CIRURGICA DE SUBSTITUIGAO PARCIAL DA URETRA

3.1. ANESTESIA

Os animais receberam como medicagdo pré-anestésica Diazepam” em
solugédo salina a 0,1% por via intravenosa (Diazepam 10 mg + 8 ml de NaCl
0,9%), na dose de 1 mg/kg. A seguir, utilizou-se Rompum® e Ketalar® em partes
iguais 0,25ml/kg/peso por via intramuscular. Caso houvesse necessidade de
complementacdo anestésica durante o procedimento cirdrgico, a mesma

medicacao era repetida de acordo com a dose calculada inicialmente.

3.2. PREPARO DA MATRIZ DE COLAGENO ACELULAR INTESTINAL SUINA

A matriz de colageno acelular utilizada neste estudo foi fornecida pela Cook
Urological® em uma ou quatro camadas. Apresenta-se sob a forma de uma
delgada membrana medindo 20 centimetros de comprimento por 10 centimetros
de largura com menos de 1 milimetro de espessura. Este material foi seccionado
em forma elipséide medindo 1 centimetro de comprimento por meio centimetro de
largura (Figura 1-A). Previamente ao seu implante cirurgico, a membrana foi

hidratada em solugéo salina 0,9% estéril durante 5 minutos (Figura 1-B).

A Diazepan 5m/ml - ampola de 2 ml: Produzido pela unido Quimica®
B Cloridrato de Xilidina — diidro-tiazina, fabricado pela Bayer®
€ Cloridrato de Ketamina, fabricadoo pela Parke-Davis®
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FIGURA 1-A: llustracdao do enxerto de matriz FIGURA 1-B: Hidratagdo da matriz de
de colageno acelular na forma eliptica. colageno acelular em solugdo fisiolégica
0,9%.

3.3. PREPARO DO ENXERTO DE MUCOSA ORAL

Apds o animal ter sido anestesiado e posicionado em goteira de Claude-
Bernard, realizou-se assepsia da cavidade oral com lodopolvidine®, utilizando-se
campo oftalmologico estéril para delimitacdo da area cirurgica. Para facilitar a
apresentacao e a retirada da mucosa oral, dois pontos de fio de mononailon 4.0
vascular® foram utilizados na transigdo entre a pele e a mucosa oral do labio
superior esquerdo (Figura 2-A). Com auxilio do bisturi lamina 15, um segmento de
mucosa oral de forma retangular, medindo cerca de 10 milimetros de
comprimento por 5 milimetros largura, foi retirado da cavidade oral do coelho junto
a maxila superior (Figura 2-B). Este fragmento foi entdo imerso em solugao
fisiologica 0,9% estéril removendo-se todo tecido gorduroso com auxilio de

material microcirtrgico e lupa da marca Heine® com aumento de 3,5 vezes. Em

" Povidine lodine (PVPI), 10% iodo ativo, fabricado pela Made Care® — produtos hospitalares Ltda.
B Mononylon 4.0 — monofilamentar: produzido pela Ethicon®
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seguida, as bordas da incisdo da cavidade oral foram aproximadas com pontos
simples de categute cromado 4.0".
O fragmento de mucosa oral permaneceu imerso em solugéo salina estéril

até o momento de seu implante na uretra.

Figura 2-A: Pontos de apresentacdo com fio de FIGURA 2-B: Delimitagdo da mucosa oral de
mononailon 4.0 vascular na transicio entre a em forma retangular com de 10 mm de
pele e a mucosa oral do Ilabio superior comprimento por 5 mm largura junto a maxila
esquerdo. superior.

3.4. PROCEDIMENTO CIRURGICO

Apds anestesia, os animais foram posicionados em goteira de Claude-
Bernard, em decubito dorsal, com os quatro membros imobilizados com fios de
algodao. Foi realizada tricotomia da regido abdominal e genital e, em seguida,
anti-sepsia com lodopolvidine®, utilizando-se campo oftalmico estéril para

delimitacdo da area cirurgica de interesse.

" Fio Catcromo 4.0 — catgut cromado: produzido pela Ethicon®
® Povidine lodine (PVPI), 10% iodo ativo, fabricado pela Made Care® — produtos hospitalares Ltda.
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Procedeu-se a apresentacédo do pénis do coelho com um ponto de reparo
de mononailon 4.0 vascular® passado na sua extremidade distal. A seguir, uma
sonda uretral tipo Foley® 10 Fr foi introduzida na uretra ap6s adequada
lubrificagéo com xilocaina gel 2%°.

A pele e o tecido subcutaneo foram incisados longitudinalmente com bisturi
imediatamente na porg¢ao ventral do pénis e os planos dissecados até a adequada
exposicao da uretra (Figura 3-A). Neste momento utilizamos um afastador
oftalmico palpebral para adequada apresentacao dos corpos cavernosos a fim de

evitar lesao inadvertida dos mesmos. (Figura 3-B).

FIGURA 3-A: Incisao longitudinal na porgcdo FIGURA 3-B: Afastador oftalmico palpebral
ventral do pénis com bisturi frio cerca de 1,5 auxiliando na adequada apresentacdao da
cm do meato uretral. uretra.

A uretra anterior foi identificada e incisada longitudinalmente na sua face
ventral com auxilio de tesoura de microcirurgia distando cerca de quinze

milimetros do meato uretral. Realizada remoc¢do de um fragmento elipséide da

A Mononylon 4.0 — monofilamentar: produzido pela Ethicon®
® Sonda de latex e silicone 10 F: fabricado pela Rusch® da Malasia
€ Cloridrato de Lidocaina 2% estéril: produzido pelo Laborat6rio Cristalia
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uretra de dimensbes aproximadas de 10 milimetros de comprimento por 5

milimetros de largura (Figura 4-A)

FIGURA 4-A: Remocgdo de fragmento da FIGURA 4-B: Aspecto final da uretra apods
parede uretral de 10 mm de comprimento por  sutura do enxerto.
5mm de largura.

Nos animais do Grupo | foi utilizado enxerto com MCA em camada unica,
no grupo Il MCA com quatro camadas e, no grupo Ill, mucosa oral. Apés a
escolha do enxerto a ser utilizado, este foi fixado ao defeito uretral utilizando-se
quatro pontos separados de poliglactina 7.0*. Em seguida, foi realizada sutura
continua do enxerto a borda uretral com auxilio de lupa com aumento de 3,5
vezes (Figura 4-B).

Quatro pontos separados de polipropileno 5.08 foram passados a fim de
facilitar o reconhecimento dos limites entre o enxerto e uretra normal no momento

do sacrificio (Figura 5-A e B).

A Poliglactina violeta trangada: Vicryl 7-0, fabricado pela Ethicon®
® Prolene 5.0 cardiovascular — polipropileno azul monofilamentar 5.0: produzido pela Ethicon®
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FIGURA 5-A: Passagem dos pontos para FIGURA 5-B: Aspecto final apés demarcagao
demarcacao dos limites do enxerto com com quatro pontos de prolene 5.0.
prolene 5.0.

Ao término da cirurgia o animal foi colocado em ambiente aquecido até a
recuperacao anestésica. Nenhum dos animais foi mantido com derivacéo urinaria

no pos-operatorio.

3.5. TERAPEUTICA PROFILATICA ANTI-MICROBIANA NO POS-
OPERATORIO

Apos a realizagao da cirurgia, todos os animais receberam Enrofloxacina®
na dose de 5 mg/kg de peso /dia, por via intramuscular, até o quinto dia de p6s-

operatdério como antibiotico profilatico.

” Flotril 10% produzido pelo Laboratério Shering-PIough®




Materiais e Métodos 48

4. SEQUENCIA EXPERIMENTAL

Foram efetuados os seguintes exames em todos os animais apés o
periodo de ambientagcéo: medida do peso corporal, cultura de urina e uretrografia
retrograda.

Estes procedimentos foram realizados em dois momentos distintos:
momento inicial (M0), pré-operatério e momento final (M1), 12 semanas apds o
procedimento cirurgico. Antes da cirurgia (M0) foi realizado o sorteio a fim de se
determinar o procedimento cirurgico adequado para cada animal.

Apo6s 12 semanas do momento MO foram obtidos os dados experimentais
referentes ao momento M1 e, a seguir, os animais foram sacrificados com dose
letal de Pentobarbital® por via intravenosa. Imediatamente apos, foi realizada a
necropsia com remoc¢do do pénis em bloco e abertura longitudinal da superficie
dorsal da uretra para estudos anatomopatolégico e histomorfométrico da area do
enxerto. Foram efetuadas fotografias para registro de cada uma das pecgas

cirargicas.

A Solugao de pentobarbital sédico a 3%: produzido pela Cristalia®
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5.0. PARAMETROS ESTUDADOS
5.1. PESO DOS ANIMAIS

Os animais foram pesados em jejum em dois momentos distintos: no inicio
do experimento (Momento M0) e no dia do sacrificio (Momento M1). A pesagem
foi realizada com balanca digital da marca Filizola® e os valores expressos em

gramas (g).

5.2. COLETA DE URINA

As amostras de urina obtidas de cada animal nos diferentes momentos MO
(antes do procedimento cirurgico) e imediatamente antes do sacrificio (M1) foram
encaminhadas ao laboratorio de microbiologia da Faculdade de Medicina da
Unesp.

Apods a anestesia o animal foi posicionado em goteira de Claude-Bernard
sendo realizada assepsia com lodopolvidine” e colocagcdo de campo oftalmico
estéril. Em seguida, um cateter tipo Foley 10 Fr® foi introduzido pela uretra até a
bexiga sendo coletada amostra de urina em tubo de ensaio estéril (Figuras 6-A e
B). Este, apo6s ser identificado com o numero e grupo do animal correspondente,
foi encaminhado ao laboratério de microbiologia para exame de cultura.

Utilizando-se o método de diluicdo qualitativa, as amostras foram
semeadas em placa de Petri nos meios Hagar Mackonkey e Hagar Sangue,

realizando-se a identificagdo do germe por método bioquimico habitual #°.

" Povidine lodine (PVPI), 10% iodo ativo, fabricado pela Made Care® - produtos hospitalares Ltda.
® Sonda de latex e silicone 10 F: fabricado pela Rusch® da Malasia
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FIGURA 6-A: Sondagem uretral com cateter de  Figura 6-B: Coleta de urina para exame
Foley 10 F. microbiolégico.

5.3. TECNICA DE URETROGRAFIA

Os exames de uretrografia foram realizados em dois momentos distintos:
no inicio do experimento (momento MO) e imediatamente antes do sacrificio
(momento M1).

ApoOs anestesia, conforme descrito anteriormente, os animais foram
transportados até a sala de exame radiologico. Para registro das imagens foi
utilizado aparelho portatil de raio X (RX ITL-50-E Tamossimo) sendo o chassi
mantido a distancia fixa de 60 centimetros da ampola do gerador. Os animais
foram colocados em decubito dorsal sobre o chassi utilizando-se 65 kilovolts (kV)
de intensidade durante o tempo de exposig¢ao de 0,3 segundos (Figura 7).

As imagens uretrais foram obtidas apos injecao retrograda na uretra de 20

mililitros de contraste” dissolvido em partes iguais com solugao salina 0.9%.

A Pielograf Darrow — Diatrizoato de Meglumina 76% - produzido pelo laboratério Schering® do
Brasil
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FIGURA 7: Técnica para realizagdao de uretrografia com animal
mantido a uma distancia focal de 60 cm da ampola de RX.

Com objetivo de evitar distor¢gdes na imagem uretral devido a excessiva
pressdo, a injegdo de contraste foi realizada utilizando-se uma sonda uretral
plastica 10 Fr* previamente fixada & extremidade distal da uretra com fio de nailon
4.08. A velocidade de infusdo aproximada foi de cinco mililitros por segundo.

Para interpretacdo dos achados radioldgicos foram avaliadas a presenca
de extravasamento de contraste bem como as alteragbes da area da uretra no

local do implante em dois momento distintos MO e M1. Os diametros uretrais

A Sonda plastica descartavel siliconizada numero 10 — produzida pela Embramed® do Brasil.
B Mononylon 4.0 — monofilamentar: produzido pela Ethicon®
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foram obtidos utilizando-se uma régua com escala graduada em milimetros,
sendo a primeira medida (b) realizada a um centimetro e meio do meato uretral e
a segunda (B), a uma distancia fixa de dez milimetros, que correspondia a
extensdo do enxerto (h) (Figuras 8-A e B). O calculo da area da uretra foi

realizado pela férmula do trapézio, conforme demonstrado abaixo

A —(B+b).h

trapézio 2

Onde: B: maior didmetro da uretra;
b: menor didmetro da uretra;

h: tamanho do enxerto (10 milimetros)

FIGURA 8-A: Uretrografia realizada no animal 2 FIGURA 8-B: Uretrografia do mesmo animal
do grupo | demonstrando a medida do diametro antes do sacrificio (Momento M1): calculo da
uretral para calculo da area inicial (Momento area da uretra pela féormula do trapézio.

MO).
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5.4. SACRIFICIO E AVALIAGAO DO ENXERTO URETRAL

Apés doze semanas a partir da data do implante do enxerto uretral
(Momento M1), os animais foram sacrificados com dose letal de Pentobarbital
sodico™ por via endovenosa. A seguir, procedeu-se a dissecacgdo e remocédo do
pénis em bloco. (Figura 9-A). A seguir, procedeu-se a abertura do leito uretral em
sua porcao dorsal com tesoura de Metzembaum para adequada exposicdo do

enxerto (Figura 9-B).

FIGURA 9-A: Remog¢ao do pénis em bloco. FIGURA 9-B: Abertura longitudinal da uretra e
exposicao da area do enxerto.

Apds serem devidamente fotografadas (Figura 10-A), as pecgas foram
fixadas em pranchetas de papeldo com auxilio de alfinetes (Figura10-B) e
conservadas em solugdo de formaladeido a 10% por duas semanas sendo
posteriormente transferidas para frasco com alcool 70% até o momento de
avaliagcao. Findo este periodo, procedeu-se a sec¢ao transversal da uretra junto a

area de interesse utilizando-se lamina de aco inoxidavel para retirada do tecido

A Solugao de pentobarbital sédico a 3%: produzido pela Cristalia®
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uretral adjacente. O fragmento obtido foi enviado para avaliagdo histologica e

inclusdo em blocos de parafina.

Figura 10-A: Imagem digitalizada da uretra do FIGURA 10-B: Fixagdo das pegas em prancheta
animal 8 do Grupo I. de papel tipo cartéo.

5.4.1. DETERMINAGAO MATEMATICA DA AREA DO ENXERTO

No momento MO, imediatamente antes do implante, os enxertos de matriz
acelular e de mucosa oral foram hidratados em solugcédo salina 0,9% estéril e
fixados sobre uma placa de papel tipo cartdo (Figura 10-B). Suas medidas foram
entdo aferidas com auxilio de régua graduada em milimetros. O comprimento foi
considerado o didmetro longitudinal (2a) e a largura a medida transversal (2b). A
area do enxerto (A) foi calculada pelo emprego da férmula da area da elipse, ou

seja:
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Onde:

A=7ab

No momento M1, com a peca a fresco, procedeu-se a abertura longitudinal
da uretra conforme a técnica descrita. Todas as medidas correspondentes a area
do enxerto foram novamente aferidas seguindo-se rigorosamente a mesma

metodologia descrita anteriormente.

5.4.2. DETERMINAGAO COMPUTADORIZADA DA AREA DO ENXERTO.

Apéds a abertura longitudinal da uretra, esta foi estendida sobre uma placa
de vidro e identificada com o numero do animal e seu respectivo grupo. Com
auxilio de uma cémera fotografica digital (Sony® DCR-TRV 240) todas as
amostras foram fotografadas com uma distancia focal fixa padronizada em 2,5
centimetros. A camera foi acoplada a um suporte fim de permitir completa

imobilidade (Figura 11).
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Figura 11: Sistema de digitalizacdo de imagem utilizado:
camera fotografica digital Sony® com distancia focal
padronizada de 2,5 centimetros.

A seguir, as imagens foram inseridas no computador e analisadas por um
software especifico - Scion Image®- capaz de calcular automaticamente a area de
uma figura irregular previamente demarcada. Apds demarcagéo das bordas do
enxerto com ferramenta especifica, os dados foram automaticamente
processados e calculados e a area final foi fornecida em milimetros quadrados
(Figura 12-A).

A porcentagem de retracao foi calculada subtraindo-se a area obtida apés

o sacrificio da area do enxerto original (Figura 12-B).
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Figura 12-A: Demarcagado e calculo da area Figura 12-B: Demarcagéo e calculo da area do
inicial do SIS com 4 camadas pelo software enxerto pelo software Scion Image® a partir
Scion Image® a partir da foto digitalizada. da foto digitalizada da uretra.

5.4.3 ANATOMIA PATOLOGICA

Os fragmentos uretrais foram processados em bloco de parafina no
Laboratério de Histologia da Cirurgia Experimental do Departamento de Urologia
e corados com Hematoxilina / Eosina (HE) de acordo com a técnica habitual.
Todas as laminas foram avaliadas por um patologista experiente pertencente ao
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina - Unesp. O observador n&o
possuia conhecimento prévio sobre que animal estava sendo avaliado nem o
grupo ao qual o mesmo pertencia.

Foram avaliados os seguintes parametros: intensidades do processo
inflamatério e da fibrose tecidual e a qualidade da regeneracao do epitélio uretral
e da neovascularizagdo. Esta metodologia objetiva o estudo histolégico do
comportamento do enxerto em relagdo a uretra normal, avaliando-se a formagéao

de tecido fibrético cicatricial no local do implante, a intensidade da resposta
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inflamatéria do hospedeiro ao enxerto e sua capacidade de induzir a regeneragéo
vascular e do epitélio uretral.

Estas alteragcbdes foram classificadas como leves (1), moderadas (2) ou
intensas (3) de acordo com suas caracteristicas quando comparadas ao tecido
circunvizinho normal. Assim, com relagcdo ao epitélio uretral, a presengca de uma
camada celular recobrindo o enxerto foi considerada como regeneracao leve,
duas camadas celulares como moderada e o epitélio composto por trés camadas

celulares distintas foi considerado normal (Figuras 13-A,B e C).

FIGURA13-A: Regeneragao epitelial leve*: animal 4 do Grupo I.
*aumento de 40 vezes, coloragio pelo H.E.
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FIGURA 13-B: Regeneragéo epitelial moderada*: animal 9 do Grupo Il.
*aumento de 40 vezes, coloragio pelo H.E.

FIGURA13-C: Regeneragao epitelial intensa*: animal 11 do Grupo I.
*aumento de 40 vezes, coloragio pelo H.E.

A neovascularizagéo foi avaliada levando-se em consideragéo a presenca
de vasos neo-formados abaixo da superficie do enxerto. A ocorréncia de até trés
vasos por campo microscopico ao aumento de 20 vezes foi considerada como
leve, 4 ou 5 vasos moderada e, acima de 5 vasos neoformados por campo,

neovascularizagéo intensa (Figuras 14-A,B e C).
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FIGURA 14-A: Regeneracgao vascular leve*: animal 9 do Grupo I.
*aumento de 20 vezes, coloragao pelo H.E.

FIGURA 14-B: Regeneragdo vascular moderada*: animal 4 do Grupo lll.
*aumento de 20 vezes, coloragao pelo H.E.

FIGURA 14-C: Regeneragao vascular intensa*: animal 11 do Grupo I.
*aumento de 20 vezes, coloragéao pelo H.E.
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A intensidade da fibrose bem como do infiltrado inflamatério foi avaliada de
forma subjetiva pelo patologista, sendo esta estimada aproximadamente em

funcéo da area ocupada na lamina ao aumento de 20 vezes (Figuras 15-A,B,C e

D)

FIGURA 15-A: Infiltrado inflamatoério leve*: animal 10 do Grupo I.
* aumento de 20 vezes, coloragio pelo H.E.

FIGURA 15-B: Infiltrado inflamatério intenso*: animal 3 do Grupo I.
*aumento de 20 vezes, coloragao pelo H.E.
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FIGURA 15-C: Reagao fibrética intensa na area do enxerto*: animal 8
do grupo I. *faumento de 10 vezes, coloragao pelo H.E.

FIGURA 15-D: Reagao fibrética leve na area do enxerto*: animal 4 do
grupo lil. *aumento de 20 vezes, coloragdo pelo H.E.

Segmentos de mucosa oral isolada, bem como de SIS em uma ou quatro
camadas foram processados com as mesmas técnicas histolégicas para
avaliacdo da interferéncia da manipulagdo cirurgica sobre o produto

industrializado ou nos tecidos primitivos (Figuras 16-A e B).
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FIGURA 16-A: Enxerto de mucosa bucal FIGURA 16-B: Enxerto de SIS em quatro
(coloragéao pelo HE, aumento de 20 vezes). camadas (coloragdo pelo HE, aumento 20
vezes).

5.4.4. ESTUDO HISTOMORFOMETRICO DOS ENXERTOS

Objetivando-se a diferenciacdo dos dois tipos especificos de colageno
predominantes no local do implante (Tipo | e Tipo lll) foi realizada uma segunda
técnica de coloragdo dos fragmentos pelo Picrosirius red. Segmentos longitudinais
de uretra preparados em blocos de parafina foram cortados e corados permitindo
a diferenciacéo do tipo de fibra colagena presente em cada fragmento histologico
de modo quantitativo.

As laminas coradas pela técnica em questao foram avaliadas empregando-
se um microscopio 6ptico com luz popularizada Leica® modelo DMLB (Figura 17-
A), onde a intensidade da luz bem como posi¢cédo dos filtros ndo foi alterada

durante a leitura ou a transigdo das laminas.
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FIGURA 17-A: Microscopio Leica® FIGURA 17-B: Sistema de captura utilizado no
de luz polarizada com camera de processamento de imagens.
captura Sony®.

Cada lamina foi fotografada em aumento de 10 vezes sendo escolhidos
quatro campos aleatorios na regido do enxerto. As 144 imagens digitalizadas
foram inseridas em um software de captura de imagens Leica® Image instalado
em um microcomputador Pentium I11® com processador Celeron® 300 MHz (Figura
17-B). Tais imagens foram analisadas individualmente utilizando o programa de

morfometria Pro-Image Plus® (Figuras 18-A e B).

FIGURA 18-A: Software de captura de imagens FIGURA 18-B: Determinagdo da area ocupada
Pro Image Plus®. pelo colageno tipo IIl.
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Esta leitura tinha como base a quantificacdo do colageno a partir da sua
coloracdo na foto digitalizada obtida diretamente do microscépio de luz
polarizada. Neste caso, o colageno tipo | foi corado em verde e o colageno tipo lli
foi distinguido por sua tonalidade avermelhada (Figura 19-A e B).

Uma vez delimitado o padrdao de cor para cada tipo de colageno, o
programa € capaz de diferencia-los automaticamente permitindo a leitura total da
area de interesse e expressando o seu resultado individualmente em micrémetro
quadrados. A area total ocupada por cada subtipo de colageno foi entdo
comparada entre os diferentes grupos experimentais e entre os animais de um
mesmo grupo. Foi estabelecido um indice obtido a partir da divisdo matematica

da area do colageno do tipo Il em relag&o ao tipo I.

FIGURA 19-A: Corte uretral pela coloragio FIGURA 19-B: Mesmo corte apdés o
Pricrosirius red, aumento de 10 vezes: nao é posicionamento adequado dos filtros de luz
possivel distinguir os diferentes tipos de polarizada: colageno tipo | corado em verde e
colageno. Tipo Il em vermelho.
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6. ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica das variaveis quantitativas como peso, didmetro e
area do enxerto utilizou-se o teste T de Student '°. Para as variaveis qualitativas
nominais como cultura de urina, utilizou-se o teste de Fischer. A averiguacéo de
associacédo entre os diferentes métodos de calculo da area uretral foi obtida a
partir do coeficiente de correlagdo de Pearson. Para comparacdo dos grupos
segundo as medidas da area uretral foi utilizada a analise de perfil para grupos
independentes (medidas repetidas). A determinagcdo de significancia dos
parametros histologicos bem como a analise histomorfométrica do colageno
segundo os diferentes grupos de estudo foi realizada pela analise de variancia
n3o paramétrica de Kruskal-Walles 0.

As tabelas de dupla entrada das proporcbes de respostas foram
configuradas contendo nas linhas a distribuicdo multinominal dos grupos e nas
colunas as categorias de resposta variavel. Para indicagdo de significancia das
comparagdes utilizaram-se letras minusculas nos contrastes entre os grupos.
Propor¢bes de uma mesma letra minuscula numa categoria de resposta
referenciada nao diferem na comparagéo dos grupos (p>0,05).

A analise estatistica foi realizada com nivel de significancia de 0,05%.
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7. ASPECTOS ETICOS

Antes do inicio das atividades experimentais, o presente estudo foi
submetido & aprovacdo da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, protocolado junto as normas desta

instituicao, recebendo parecer favoravel a sua execugao (Vide anexo).
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RESULTADOS

Nao foi observada nenhuma morte nos animais durante o periodo do
experimento. Apenas um animal pertencente ao grupo | apresentou infeccédo no
testiculo esquerdo, que foi tratada clinicamente com antibiéticoterapia a base de

Enrofloxacina nas doses anteriormente descritas, por 10 dias.

1. PESO CORPOREO

1.1. DADOS INDIVIDUAIS DO PESO CORPOREO NOS DIFERENTES GRUPOS
EXPERIMENTAIS

Vide Tabela 1 do apéndice.

1.2. ANALISE DO PESO CORPOREO

A andlise do ganho de peso nao demonstrou diferenca entre os grupos em
relacdo aos momentos de avaliagdo: inicio do experimento (M0) e momento final
(M1), demonstrando a homogeneidade entre os grupos. Todos os animais
exibiram ganho de peso significativo durante o periodo de seguimento, conforme

demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1: Resultado da média e desvio padrédo da variavel peso (em gramas) nos

trés grupos de estudo segundo os diferentes momentos de observacéo.

MOMENTO DE AVALIAGAO

GRUPO
INICIAL (MO) SACRIFICIO (M1)
Gl 2795,00£667,77 aA 3508,33+292,74 aB
Gl 2735,00£502,28 aA 3620,83+320,66 aB

Gl 2289,17+510,32 aA 3463,33+249,27 aB
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2. URINOCULTURA

No momento MO observamos cultura de urina positiva em dois animais
pertencentes ao grupo | caracterizado pelo isolamento de Enterococus fecalis e
Pseudomonas aeruginosa. Outros dois animais do grupo Il apresentaram
infeccdo urinaria por Escherichia coli e, em um dos coelhos do Grupo Il, foi
isolado bastonete gram negativo ndo fermentador.

Todos os animais que apresentaram cultura positiva no momento MO foram
tratados com Enrofloxacina™ durante 10 dias, administrada por via intramuscular
na dose de 5 mg/ kg de peso /dia, conforme teste de sensibilidade realizado a
partir do antibiograma.

A nova coleta de urina realizada imediatamente antes do sacrificio

(momento M1) nao identificou cultura positiva em nenhum dos animais.

A Foltril 10% produzido pelo Laboratério Shering-PIough®
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3. AVALIAGAO DA FiSTULA URETRAL

A incidéncia de fistula uretral observada nos diferentes grupos estudados
foi de 8,3% (um animal/grupo).

Em todos os casos a fistula urinaria foi observada a partir do sétimo dia de
pds-operatério e confirmada pela uretrografia (Figura 20-A). Nestes animais
procedeu-se a confirmacéao do orificio fistuloso pela injecéo retrograda de solugéo
de azul de metileno (Figura 20-B).

Nenhum dos animais que apresentou fistula urinaria tinha cultura de urina

positiva no momento do sacrificio.

FIGURA 20-A: Uretrografia demonstrando FIGURA 20-B: Injegao retrégrada de solugao de
extravasamento de contraste. azul de metileno demonstrando a ocorréncia de
fistula uretral.
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4. DETERMINAGAO DO CALIBRE URETRAL PELA URETROGRAFIA

4.1. DADOS INDIVIDUAIS DO CALIBRE URETRAL PELA URETROGRAFIA

NOS DIFERENTES GRUPOS EXPERIMENTAIS

Vide Tabela 2 do apéndice.

4.2. ANALISE DO CALIBRE URETRAL PELA URETROGRAFIA

A analise da area da uretra, conforme a técnica de uretrografia descrita
anteriormente, ndo demonstrou estenoses ou dilatagdes significativas no calibre

da uretra dos animais nos diferentes grupos estudados (Tabela 2).

Tabela 2: Média e desvio padrao da area uretral, em centimetros quadrados,

determinada pela uretrografia segundo grupo e momento de avaliagao.

MOMENTO DE AVALIAGAO

GRUPO
MOMENTO MO MOMENTO M1
Gl 1,698 + 0,289 aA 1,871 + 0,384 aA
Gl 1,572 + 0,321 aA 1,740 + 0,268 aA

Gl 1,703 + 0,427 aA 1,702 + 0,260 aA
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5. DETERMINAGAO DA AREA DO ENXERTO

5.1. DADOS INDIVIDUAIS DA AREA DO ENXERTO NOS DIFERENTES

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Vide Tabelas 3 e 4 do apéndice.

5.2. ANALISE DA AREA DO ENXERTO

A avaliacédo dos resultados obtidos a partir do calculo matematico da area
da elipse demonstrou que a area final do enxerto foi significativamente maior no
grupo | quando comparada ao grupo lll. Nao houve diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos | e Il (Tabela 3).

Tabela 3: Média e desvio padrao das variaveis area da elipse, medidas
longitudinais e transversas do enxerto em milimetros quadrados nos diferentes

grupos de estudo.

i GRUPOS TESTE
VARIAVEL

Gl Gll Glll ESTATISTICO

LONGITUDINAL 7,50£1,44 b 6,92+#1,31 ab 6,92+1,16 a 0,79 (p>0,05)
TRANSVERSO 3,68+1,31 b 2,92+0,62 ab 2,58+0,67 a 3,84 (p<0,05)

AREA DAELIPSE 21,52+1,07b  16,16%525ab 13,74+2,83 a 4,16 (p<0,05)
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Entretanto, o calculo da area obtido a partir das imagens digitalizadas da
uretra e analisadas pelo software Scion image® demonstrou uma retragao tecidual
significativamente maior no grupo lll em relagdo ao grupo Il. Ndo foi observada

diferencga significativa entre os grupos | e Il (Tabela 4).

Tabela 4: Média e desvio padrao das variaveis retracao do enxerto e area uretral
calculada pelo software (em milimetros quadrados), segundo os diferentes grupos

de estudo.

i GRUPOS TESTE
VARIAVEL

Gl Gl Gl ESTATISTICO

AREA DIGITAL 46,42+10,09ab 58,48+18,16 b 44,80+11,36a 3,59 (p<0,05)

% RETRAGAO 55,27+9,68 ab 44,72¢+17,17 b  57,25+10,84a 3,24 (p<0,05)




Resultados 76

6. AVALIAGAO HISTOLOGICA DA URETRA

6.1. DADOS INDIVIDUAIS DA HISTOLOGIA URETRAL NOS DIFERENTES

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Vide Tabela 5 do apéndice.

Tabela 5: Mediana e semi-amplitude total das variaveis histoldgicas e resultado
da analise de variancia ndo paramétrica de Kruskal-Walles segundo os trés

diferentes grupos de estudo.

GRUPO AVALIADO TESTE
Gl Gl Gl ESTATISTICO

VARIAVEL

INFILTRADO INFLAMATORIO  1,0¢1,0  1,0£1,0  1,0%1,0 0,00 (p>0,005)
FIBROSE 3,0£0,5 3,0£0,5  2,0£0,5 2,60 (p>0,005)
REGENERACAO EPITELIAL  2,0¢1,0 2,0£1,0  2,0¢1,0 3,28 (p>0,005)

NEOVASCULARIZAGAO 1,0+1,0 1,0+1,0 1,0+1,0 0,61 (P>0,005)

6.2. ANALISE DA HISTOLOGIA URETRAL

A avaliagao histolégica da uretra demonstra que em todos os grupos houve
reacdo inflamatoria aguda caracterizada pela presenca de um infiltrado
inflamatério na area do enxerto com presenca de linfocitos e macréfagos (Figura

21).
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Quando comparamos a intensidade da resposta inflamatéria em funcéo
dos grupos, notamos que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre

os mesmos conforme demonstrado no grafico 1 e Tabela 5.

FIGURA 21: Intensa reacdo inflamatéria na area do enxerto
caracterizada pela presenga de um infiltrado inflamatério com
presencga de linfécitos e macrofagos ( aumento de 20 vezes ao H.E).

BGlI acl mGlI

ANIMAIS

QTN BPDP IR

LEVE MODERADO INTENSO
Grafico 1: Distribuicdo dos animais segundo a intensidade do infiltrado
inflamatério na area do enxerto, de acordo com os diferentes grupos de estudo

(p>0,05).
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A fibrose no local do enxerto foi bastante expressiva nos diferentes grupos,
principalmente nos animais onde foi utilizada a membrana de colageno acelular
com uma ou quatro camadas.

Histologicamente observa-se a presenca de extensas areas eosinofilicas
que ocupam toda a base do enxerto e se estendem além das bordas do tecido
uretral normal (Figura 22).

Embora tenhamos observado uma tendéncia a menor prevaléncia de
fibrose nos animais do grupo lll em relacdo aos demais grupos, esta diferenca

nao foi estatisticamente significativa (Grafico 2 e Tabela 5).

FIGURA 22: Reacao fibrética intensa na area do enxerto com presenca
de extensas areas eosinofilicas que ocupam toda a base do implante
(aumento de 10 vezes, coloragao pelo H.E).
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Grafico 2: Distribuicao dos animais segundo a intensidade da fibrose na area do

enxerto, de acordo com os diferentes grupos de estudo.

A capacidade de regeneracdo epitelial foi classificada de acordo com o
numero de camadas celulares presentes no epitélio que recobria o enxerto
(Figura 23). A analise dos dados obtidos n&o evidenciou diferenga

estatisticamente significativa entre os diferentes grupos estudados (Tabela 5).

FIGURA 23: Regeneragao epitelial intensa com presenga de trés
camadas celulares distintas recobrindo a area do enxerto (aumento de
20 vezes, coloragao pelo H.E).
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A avaliagdo da neovascularizacdo na area do enxerto demonstrou a
presenca de vasos neo-formados constituidos de uma unica camada celular
repletos de hemacias (Figura 24). Este processo teve inicio nas margens no
tecido uretral normal com distribuicdo centripeta, ou seja, das bordas em dire¢céo
a area central do enxerto. N&o houve diferenca estatisticamente significativa

entre os grupos avaliados (Tabela 5).

FIGURA 24: Neo-vascularizagdo intensa com presen¢a de inumeros
vasos repletos de hemacias distribuidos ao longo da area do enxerto
(aumento de 20 vezes, coloragéao pelo H.E).
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7. ESTUDO HISTOMORFOMETRICO DO COLAGENO

7.1. DADOS INDIVIDUAIS DA ANALISE HISTOMORFOMETRICA DO

COLAGENO NOS DIFERENTES GRUPOS EXPERIMENTAIS

Vide Tabelas 6 e 7 do apéndice.

7.2. ANALISE HISTOMORFOMETRICA DO COLAGENO

A analise do colageno pela coloragdo de Picrosirius red demonstra nitido
predominio do colageno tipo Il em todos os grupos estudados. Esta
predominancia foi significativamente maior nos grupos Il e Il em relagdo ao grupo
I. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Il e Il
(Tabela 6).

A analise do colageno tipo | mostrou uma predominancia
significativamente maior no grupo | em relagdo ao grupo Il. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos | e lll (Tabela 6).

Em relacdo ao indice do colageno tipo Ill:I notamos um indice
significativamente maior no grupo Il em relagdo aos demais grupos. N&o houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos | e Ill. A associagao entre
o percentual de retracdo obtida pela analise computadorizada em relacdo ao
indice de colageno tipo lll:I, mostrou uma correlagdo negativa no grupo Il. N&ao

houve associagao destes parametros nos demais grupos.
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Tabela 6: Mediana e semi-amplitude da area, em micrbmetros quadrados,
ocupada pelo colageno total e seus diferentes subtipos e indice do colageno Tipo

[I/I, segundo grupo de estudo.

COLAGENO GRUPO AVALIADO TES'TE
Gl Gl Gl ESTATISTICO
TIPO 1 30288,0+77494,0 b 1579,5+2503,8 a 18679,0+88662,0 b p<0,001
TIPO 1Nl 104792,5£153676,0a 309872,9+252107,0b  676647+893960,7 b p<0,001
TOTAL 978550,5+113933,0b 820061,9+129278,5a 789368,2+88661,5a p<0,001
iNDICE Il : 1 119,68£32,26 a 257,23+180,12 b  115,09+154,72 a  P<0,01
micrometros Ol ETIPOIl ETOTAL
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Grafico 3: Area total do enxerto, em micrémetros quadrados, ocupada pelo

colageno total e seus diferentes subtipos, segundo grupo de estudo.
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1. METODOLOGIA

1.1. MODELO EXPERIMENTAL

Atualmente, a maioria dos artigos sobre emprego de biomateriais no reparo

das lesbes uretrais utiliza como modelo experimental coelhos

39,53,72,73,90,91,92,102,103,104,105, 106,107,108 19,27,30,40,41,59,62,109,110,111

, cdes e gatos*®.

A utilizacdo de coelhos com peso corpéreo entre trés e cinco kilogramas
proporciona um pénis, quando estirado, com tamanho médio entre quatro a cinco
centimetros de comprimento ''?. Tais dimensdes sdo semelhantes ao pénis de
uma crianga com idade entre seis e doze meses >. Este fato favorece a escolha
do coelho como modelo experimental para estudo das patologias uretrais, uma
vez que a Sociedade Americana de Pediatria preconiza que as cirurgias genitais
como a correcao de fimose ou hipospadia sejam realizadas nesta faixa etaria 2.

Outro fator decisivo para escolha deste animal decorre da experiéncia
adquirida pelo Departamento de Urologia em trabalhos anteriores com este
modelo ?*'"®. Estes autores demonstraram que o coelho é de facil manuseio,
além de apresentar boa resisténcia organica. Além disso, a disponibilidade destes
animais no Biotério da Faculdade de Medicina foi outro fator que influenciou
nossa escolha.

Por outro lado, a urina desses animais tem um pH alcalino que favorece a
precipitacdo de sais na presenca de corpos estranhos, causando maior risco de
formacgao de calculos ou calcificacdo no implante. Conforme relatado por Trindade
Filho %8 outro fator desfavoravel na escolha deste modelo é que a uretra peniana é

mais delgada em sua porg¢édo distal, ndo sendo envolvida por tecido esponjoso, o

que poderia facilitar a ocorréncia de fistulas urinarias.
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1.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS E DELINEAMENTO DO TRABALHO

O estudo foi delineado com intuito de determinar se existe diferengca na
ocorréncia de fistulas urinarias ou alteracdes do calibre uretral, na retracdo do
enxerto ou na resposta histologica da uretra de coelhos, quando submetidos a
reconstrugcdo com enxertos de SIS com uma ou quatro camadas e com mucosa
oral autéloga.

De acordo com Hafez 8 a escolha do SIS com uma ou quatro camadas em
cirurgias reconstrutivas da uretra é uma questdo ainda n&o respondida. O SIS
com multiplas camadas possui maior resisténcia ténsil o que poderia prevenir a
ocorréncia de dilatagbes uretrais e facilitar seu manuseio durante a anastomose
quando comparado com o SIS em camada unica. Entretanto, seu uso em
humanos parece estar associado a maior resposta cicatricial com fibrose
importante®. Por outro lado, o SIS com uma camada apresentaria como
vantagem um processo de reabsorgdo mais rapido, acelerando a migragéo celular
e dando lugar a uma adequada remodelacao tecidual com minima fibrose e
melhor resultado funcional ®. Em seu estudo comparativo entre o SIS com uma
ou quatro camadas e tunica albuginea para corre¢cdo de curvatura peniana em
coelhos, o autor conclui que o SIS com uma camada apresentou resultados
similares a tunica albuginea, enquanto que o SIS com quatro camadas

apresentou uma maior incidéncia de infeccbes e retracbes quando comparado

82 78

aos demais grupos Soergel e colaboradores obtiveram resultados
semelhantes em um estudo avaliando o emprego de SIS com quatro camadas no
tratamento de hipospadias proximais. Este autor observou duas complicagbes

maiores que resultaram em severa curvatura peniana com necessidade de nova
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abordagem cirGrgica. Da mesma forma, Mantovani e colaboradores ® relataram
resultados satisfatérios com SIS em cirurgias corretivas de grandes estenoses
uretrais com mais de dez centimetros de extensao.

Até o presente momento, apenas um trabalho foi publicado utilizando o SIS

com uma e quatro camadas no tratamento de lesdes uretrais "2

, porém os
resultados sdo comparados a uma matriz colagena obtida a partir do tendao de
bovinos. Embora estes resultados apresentados fossem satisfatérios, ndo foram
realizadas anadlises da retracdo uretral ou testes histomorfométricos para
diferenciagao dos subtipos de colageno. Desta forma, ainda ndo estao definidas
as potenciais vantagens e desvantagens entre o SIS com uma ou quatro
camadas, especialmente quando comparados aos materiais mais comumente
utilizados em cirurgias reconstrutivas da uretra, como a mucosa oral. Este fato
motivou a realizacao deste trabalho que comparou o SIS com uma e com quatro
camadas a mucosa oral, na substituicdo parcial da uretra, em um modelo
experimental com coelhos.

A escolha da mucosa oral como parametro de comparagao dos resultados
deve-se ao fato de que este material tem apresentado os melhores resultados em
uretroplastias, sendo por este motivo um dos tecidos extragenitais mais utilizados
no tratamento das lesdes uretrais 22606162 63.114
O periodo de observacédo de doze semanas foi determinado levando-se em

consideragdo as caracteristicas do enxerto de matriz de colageno acelular em

relacdo ao tecido hospedeiro, tendo como base estudos prévios realizados em

80,81,86,87,91,105 : 79,84,108,116,117,118,119 73,89,90,91,92,103,120,121,122
, bexiga )

ureteres e uretra

3

De acordo com Kroop ", ao término de doze semanas, o enxerto de SIS

encontra-se totalmente epitelizado, ndo sendo possivel distingui-lo do epitélio




Discussao 87

uretral normal. Huang 92 apdés mesmo periodo de observacéo, relatou completo
desaparecimento do enxerto de SIS quando utilizado sob a forma de ilha, porém
resquicios do enxerto foram observados quando utilizado na forma tubular.

Desta forma, em nossa série, foi determinado tempo de segmento de doze
semanas, pois este nos pareceu ser o periodo ideal para observacdo dos
parametros histolégicos propostos. A observacdo por um prazo superior ao
realizado dificultaria o estudo da resposta inflamatéria local conforme
demonstrado em trabalhos anteriores 72798291103,

A padronizagédo do enxerto com um centimetro em seu maior eixo e
abrangendo metade do didmetro uretral levou em consideragédo as dimensdes do
pénis do coelho, uma vez que lesdes deste calibre sdo bastante significativas
quando se deseja avaliar a resposta com enxertos uretrais tipo ilha "7390:91.103
Optamos por iniciar a excisdo do segmento de uretra distando cerca de quinze
milimetros do meato uretral, pois a este nivel a uretra encontra-se completamente
revestida por epitélio normal . Outro fator que limitou o tamanho da uretra
excisada foi a dificuldade em se obter fragmentos de mucosa oral autbloga
maiores que um centimetro, uma vez que este fato poderia prejudicar a
alimentacao e interferir na adequada recuperacao dos animais.

De acordo com alguns autores, a derivagdo urinaria pode ser um ponto
importante em cirurgias uretrais, uma vez que o extravasamento de urina poderia
propiciar uma reacéao inflamatéria mais intensa com conseqiente formacao de
fibrose 22'2, Entretanto, varios estudos relatam uma grande dificuldade em se
manter sondas uretrais em animais, mesmo com a utilizacdo de dispositivos de
28,124.

protecdo como os colares cervicais ou a fixacdo da sonda na uretra glandar

Neste ultimo caso, embora o coelho n&do consiga arrancar o cateter, a
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manutencdo de uma derivacdo incontinente pode ocasionar dermatites
infecciosas graves com significativa perda de peso ou até mesmo morte do animal
24 De acordo com alguns autores, o uso de gaiolas de contencdo permite a
= . : : 3,124,125 3 A
manutencédo do cateter uretral por até dois dias . Theoderescu * prop6s a
manutencdo de uma derivagdo uretral por cinco dias, porém em muitos casos,

2 em seu estudo

houve perda da sonda ja4 no primeiro dia. Trindade Filho
avaliando a substituicdo uretral com matriz de aorta tubulizada, utilizou
cistostomia como via de derivagao urinaria, cujos cateteres eram exteriorizados
na regiao cervical dorso-lateral e protegidas por um colar cervical. Desta forma,
0 autor conseguiu manter a sonda por um periodo de catorze dias, conforme
preconizado por alguns autores 391127,

Entretanto, estudos experimentais recentes tém sugerido a n&o utilizag&o
de cateteres de derivacdo no pos-operatorio 2. Este autor ndo observou em
nenhum animal dificuldade de esvaziamento vesical ou formacdo de célculos
durante um periodo de segmento de até nove meses, ocorrendo fistula tardia em
apenas um caso (4%).

Desta forma, optamos por nado utilizar qualquer método de derivacao
urinaria, ndo sendo observadas incrustagdes uretrais ou dificuldade miccional em
nenhum dos animais. Todos os coelhos apresentaram micgao espontanea apds a
retirada do cateter ao final da cirurgia e a uretrografia de controle n&o identificou
sinais de estenoses significativas. A incidéncia de fistulas urinarias foi a mesma

entre os diferentes tipos de materiais utilizados com apenas um caso de fistula

por grupo (8%).
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2. PESO CORPOREO

A variagado de peso corporeo é um parametro confiavel na avaliagdo do
estado nutricional de um animal uma vez que, em caso de afec¢des ou
complicacbes poés-operatérias, a perda de peso pode ser o primeiro fator
observado ',

Neste estudo, todos os animais apresentaram ganho de peso durante o
periodo de observagdo, demonstrando assim adequado estado de saude dos
mesmos. A utilizacdo de antiinflamatorios e antibidticos no periodo pos-operatoério
foi eficiente na prevencdo e no controle das infecgcbes, podendo este fator ter

contribuido também para a manutenc¢ao da saude do animal.
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3. URINOCULTURA

No momento inicial (Momento MO) a prevaléncia de infeccdo urinaria
observada em nossa série foi de 13,8%, sendo bem menor que a apresentada por
Amaro e colaboradores (35%) '"°. Por outro lado, um estudo semelhante realizado
neste mesmo servico demonstrou indices de infecgdo *® em torno de 8%. Como
nos trés estudos houve manipulagao uretral prévia para realizagdo de uretrografia,
esta diferenca observada pode ser atribuida a uma variagdo biolégica nos
animais.

No momento M1 observamos que a prevaléncia de infecgdo urinaria foi
significativamente menor que no momento MO (13,8% versus 0%), fato este que
pode ser explicado pela ndo utilizacdo de derivagdo urinaria associada ao
emprego da quimioprofilaxia pds-operatéria. Porém, a maioria dos trabalhos
utilizando SIS na reconstrugéo uretral sem derivagao urinaria nao faz referéncia a

prevaléncia de infecgio '37889.90.91.92

, dificultando assim a comparagao dos
nossos resultados. Quando analisamos estudos que utilizam cistostomias como
forma de derivagao urinaria, a prevaléncia de infecgdo pode atingir cerca de 40%
em média %, demonstrando que a permanéncia de um cateter de derivacéo
urinaria pode interferir nas taxas de infeccao.

Outro fator importante a ser considerado é o tempo de sondagem. Burke e

colaboradores '

® observaram um risco cumulativo para o desenvolvimento de
infeccao urinaria de 70% apo6s dez dias e de 80% em 14 dias.
Desta forma, quando avaliamos os resultados obtidos em nossa série, a

utilizacdo de derivagdo urinaria, ou mesmo a sua manutengdo por um curto

periodo de tempo, pode ser um fator decisivo para ocorréncia de infecgdes 129
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4. FISTULA URETRAL

A incidéncia de fistula urinaria ap6s as cirurgias corretivas da uretra vem
diminuindo ao longo do tempo, podendo a sua ocorréncia ser considerada um
parametro de avaliacdo do sucesso de uma determinada técnica cirtrgica 2. Esta
diminuicao deve-se principalmente ao aprimoramento das técnicas de micro-
cirurgia e ao desenvolvimento de novos materiais utilizados na substituicdo
uretral. Atualmente consideram-se aceitaveis indices de fistulas urinarias em
torno de 5% **°.

A ocorréncia de infec¢ao urinaria € considerada importante fator na génese
da fistula, pois interfere no processo cicatricial 2. Trindade Filho 2 observou que
60% dos animais que desenvolveram fistula urinaria apresentaram infecg¢ao
concomitante. Em nosso estudo ndo observamos correlacdo entre fistula urinaria
e infeccdo uma vez que nenhum dos animais portadores de fistula apresentou
cultura positiva durante o periodo de avaliagao.

Outro fator que pode influenciar no desenvolvimento de fistulas € o tipo de
material utilizado como substituto uretral, bem como a forma do enxerto. Trindade
Filho 28, em estudo comparativo com enxertos de mucosa bucal e matriz acelular
de aorta tubular em coelhos encontrou ocorréncia de fistulas em 12,5% e 8% dos
casos, respectivamente. Da mesma forma, outro autor "2 comparando SIS com
uma ou quatro camadas com matriz colagena heter6loga observou ocorréncia de
fistulas somente no grupo tratado com SIS em quatro camadas (12,5%). El-
Assmy 1 observou que, quando o SIS foi utilizado sob a forma de enxerto tubular,
houve maior incidéncia de fistulas e obstrugdo quando comparado ao enxerto

parcial tipo ilha.
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Estudos avaliando o emprego de enxertos de SIS tipo ilha na reconstrugéo

uretral apresentaram incidéncia de fistulas urinarias que variaram de zero >%

a
16% 72, demonstrando assim resultados semelhantes aos obtidos em nossa série

(8%).
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5. AVALIAGAO DO CALIBRE URETRAL PELA URETROGRAFIA

Apesar de a uretrografia ser um método discutivel para deteccdo de
pequenas alteragbes do calibre uretral, esta ainda permanece como principal

instrumento na avaliagdo da uretra seja em estudos experimentais >">°'

ou em
humanos .

A realizagcdo do exame pré-operatério foi fundamental, pois permitiu a
comparacgao de possiveis alteragdes uretrais nos diferentes momentos. Nuininga
e colaboradores ? realizaram uretrocistografia pré e pds-operatéria em coelhos
submetidos a uretroplastia, comparando a utilizagdo do SIS com matriz colagena
derivada de tenddo bovino. Os autores obtiveram 16% de estenose no grupo
tratado com matriz colagena heteréloga.

Muitos autores relatam presenca de estenoses e formagdes diverticulares
ap6s manipulacado uretral levando em consideracdo apenas uma avaliagao

subjetiva da imagem a uretrografia. Nenhum dos trabalhos levantados apresentou

dados acerca das medidas uretrais sendo tais avaliagcbes apenas qualitativas

72,73,89,91 73

. Kroop e colaboradores ~, em estudo comparativo entre SIS e pele
prepucial em coelhos submetidos a uretroplastia, observaram formacoes
diverticulares somente nos animais tratados com enxerto de pele.

Apesar das criticas possiveis quanto a localizagédo exata do enxerto, na
tentativa de melhorar a sensibilidade do método, padronizamos uma regido
distando um centimetro e meio do meato uretral avaliada no pré e pos-operatério,
minimizando assim possiveis erros de avaliagdo. Nao observamos diferencas

entre os grupos, demonstrando assim um comportamento homogéneo entre os

mesmos, seja na analise subjetiva ou objetiva, utilizando —se a area da uretra.
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6. DETERMINAGAO DA AREA DO ENXERTO

A exemplo do que ocorre com a uretrografia, os principais trabalhos que
utiizaram o SIS como substituto uretral ndo levaram em consideracao a
determinagao da intensidade de retracdo do enxerto "%"39",

De acordo com estudos realizados com outros tecidos, graus variaveis de

retracdo do enxerto sdo esperadas %

, apresentando reducdes significativas e
consequente formacdo de estenoses *®%°. Quando analisamos a area da elipse
calculada a partir das medidas na peca a fresco, notamos que é muito dificil
avaliar de maneira adequada a intensidade desta retrac&o, pois a area do enxerto
€ irregular dificultando assim a obtencdo das medidas de forma precisa.
Trindade Filho %8, em estudo comparativo entre mucosa oral autdloga e matriz
tubulizada de aorta em coelhos, ndo observou diferengca estatistica entre os
grupos ao avaliar a intensidade de retracao tecidual utilizando a férmula da area
do retangulo.

Em nosso estudo, a retracado foi calculada utilizando-se tanto a formula da
elipse como pelo calculo da area por analise computadorizada. A area da elipse
no momento final foi significativamente menor entre os animais pertencentes ao
grupo lll. Da mesma forma, o calculo a partir das imagens digitalizadas também
apresentou maior reducdo entre os animais com implante de mucosa oral.
Porém, ao analisarmos o percentual de retragdo, notamos uma menor retracéo no
grupo Il. Ao relacionarmos este ultimo dado com o indice de colageno Ill: |

notamos uma correlagdo negativa, ou seja, quanto maior a retracdo menor o

indice, demonstrando assim que nos casos cuja retracdo é maior existe uma
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predominéncia do colageno do tipo |. Este fato é desfavoravel, pois indica a
N . CL oz g P 131
ocorréncia de um processo fibrético crénico .

Quando analisamos exclusivamente o SIS, diferentemente de Hafez e
colaboradores # que obtiveram maior retracao no SIS com quatro camadas em
relagdo a camada unica, nosso estudo demonstrou um comportamento
semelhante ente ambos, seja na intensidade da retracdo seja no indice de
colageno lll:l. Entretanto, n&o €& possivel afirmarmos, baseados em tais

parametros, qual o melhor material a ser utilizado.
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7. AVALIAGAO HISTOLOGICA DA URETRA

A avaliagao histoldgica € ponto fundamental, pois permite o estudo dos
diversos fatores que podem influenciar nos resultados da uretroplastia com
implante tecidual. O tempo de degradacdo dos implantes pode ainda ser
influenciado pela espécie animal, técnica cirurgica empregada, além da forma,
tamanho e composi¢cao quimica do material utilizado 28 fato este que influenciara
na intensidade da reagao inflamatéria produzida. Quanto menor a densidade do
material, maiores sdo seus poros e, consequientemente, maior sera a infiltracéo
por células a partir do tecido receptor. Tal fato acelera o processo de absor¢ao do
material e sua incorporacdo pelo hospedeiro evitando assim possiveis
complicacdes ".

O presente estudo demonstrou, em todos os grupos, a presengca de um
infiltrado inflamatério envolvendo o enxerto caracterizado pela presengca de
linfécitos e macréfagos originarios do tecido uretral normal. Esta reagcédo foi mais
intensa na area correspondente ao local do implante e diminuiu gradativamente a
medida que se distanciava do enxerto. Observamos um predominio de um
infiltrado inflamatério leve nos diferentes grupos demonstrando assim a baixa
antigenicidade dos materiais utilizados (Grafico 1).

A presencga de infiltrado inflamatério também foi observada por outros
autores, porém sua intensidade variou de acordo com os diferentes modelos e
com o tempo de observagdo. Desta forma, Grossklaus e colaboradores %
avaliando a resposta uretral de coelhos ao implante de SIS, observaram auséncia
de infiltrado inflamatorio agudo na uretra normal ao final de 6 semanas. Kroop e

9

colaboradores "°, empregando o SIS como substituto em ampliagbes vesicais,
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observaram que, apos 12 semanas, a atividade inflamatéria ao longo do enxerto
era minima, permanecendo apenas vasos pequenos e bem formados.

A escassez de trabalhos avaliando o processo fibrético ndo nos permite
uma analise comparativa dos resultados obtidos. Em nosso estudo observamos a
presenca de fibrose importante infiltrando a base do enxerto e estendendo-se ao
longo das margens do tecido uretral normal, sendo este um achado freqiiente nos
diferentes grupos (Grafico 2). Entretanto, ndo foi observada correlagdo entre a
intensidade de fibrose e a ocorréncia de estenose pds-operatéria.

Com relacao a regeneracao epitelial, observamos completa epitelizagao do
enxerto ao final do periodo de observacdo, caracterizada pela presenca de um
epitélio transicional bem diferenciado composto, em sua maioria, por duas a trés
camadas celulares distintas. Resultados semelhantes foram observados por El-

Assmy ¥

avaliando a substituicdo de segmentos ureterais com SIS em camada
unica. Porém, esta regeneracéo estava associada a intenso processo inflamatério
e importante reacéo fibrotica local "*2. Nuiniga e colaboradores "2, ao comparar
SIS com 1 e 4 camadas a matriz colagena originaria do tenddo bovino,
observaram que o urotélio havia se regenerado apds quatro semanas nos animais
tratados com enxerto uretral de SIS em camada uUnica e com a matriz colagena
bovina. Entretanto, no grupo tratado com SIS em quatro camadas, o urotélio s6 se
regenerou apos o terceiro més de segmento. Resultados semelhantes foram

obtidos por Kroop "

em estudo comparativo entre SIS e pele na substituicdo
uretral em coelhos. O autor observou, ao término de doze semanas, a presenca
de um epitélio colunar estratificado composto por trés ou quatro camadas

celulares recobrindo a area do enxerto de SIS. Da mesma forma, El-Assmy '

avaliando comparativamente o SIS em camada unica e a regeneragao
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espontdnea da uretra de coelhos, relatou que a luz uretral apresentava-se
completamente recoberta por um epitélio colunar estratificado ao término de doze
semanas.

Em nosso estudo o processo de neovascularizagdo observado na area do
enxerto foi semelhante entre os diferentes grupos avaliados. Vasos bem formados
e de distribuicdo centripeta também foram observados por Kroop e colaboradores
" ao final de doze semanas ao avaliarem a utilizagdo do SIS em ampliagdes
vesicais. Estas mesmas caracteristicas foram descritas por Nuininga e
colaboradores "% ao avaliarem regeneragdo vascular em coelhos submetidos &
uretroplastia utilizando SIS quando comparado a matriz colagena bovina.

Desta forma, em nosso estudo, observamos resultados histoldgicos
semelhantes entre a mucosa oral e o SIS em uma ou quatro camadas, podendo
este fato explicar a baixa prevaléncia de complica¢des pods-operatorias, tais como

fistulas, estenoses ou infecgdes.
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8. ANALISE HISTOMORFOMETRICA DO ENXERTO

De acordo com Yao '3

os principais tipos de fibras colagenas que
influenciam a fungéo biolégica do trato urinario sédo as fibras dos tipos | e lll,
devido as suas caracteristicas bioquimicas e prevaléncia. A maioria dos tecidos
classificados como fibréticos exibe aumento do colageno principalmente do
subtipo |, considerado mais espesso e resistente quando comparado as fibras do
tipo 111 13,
Conforme inferido anteriormente notamos um maior indice de colageno Ill:|
no grupo SIS com quatro camadas em relagdo ao implante de mucosa oral.
Observou-se ainda menor retragao no grupo Il com uma correlagdo negativa entre
estes dois parédmetros, demonstrando que quanto menor a retragéo tecidual maior
a predominancia do colageno tipo lll e, consequentemente, menor a fibrose.

A exemplo do que foi obtido em nossos resultados, Sievert e colaboradores
120 utilizando matriz acelular heterdloga canina na reconstrugdo da uretra em
coelhos, observaram um nitido predominio do colageno subtipo Il durante o
processo de reparagao cicatricial. Entretanto, assim como em nosso estudo, n&o
houve correlagdo deste achado com a maior prevaléncia de complicagbes ou
falhas no processo terapéutico.

Apesar das alteracdes estruturais observadas em nosso estudo, a analise
por imagem na&o demonstrou uma relevancia clinica destes fatores. Porém,
podemos inferir a partir destes dados que, possivelmente, nos casos de

substituicdo uretral com enxertos tubulares, pode haver uma maior relevancia

destas alterac¢des estruturais com maiores indices de complicagdes.
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CONCLUSOES
A andlise da area final seja pela féormula matematica ou pela analise
computadorizada foi significativamente menor no grupo submetido a implante com

mucosa oral (GRUPO IlI);

O percentual de retracdo foi significativamente maior no grupo com

implante de mucosa oral (Grupo lll);

A analise histomorfométrica do colageno demonstrou que, apesar da maior
predominancia do colageno tipo Il no grupo lll, quando analisamos o indice de
colageno lll:l, observamos valores maiores no grupo Il em relacdo aos demais

grupos;

A andlise dos padrbes histolégicos e radiolégicos néo evidenciou
alteragdes significativas na resposta do tecido uretral receptor aos trés materiais

utilizados.

Com relacdo ao SIS, apesar de ndo haver diferengas nos achados
radioldgicos e hispatoldgicos, observamos uma maior retracao e fibrose no SIS

com uma camada em relagédo ao SIS com quatro camadas.
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Parecer favoravel da comissdo de ética em pesquisa experimental desta

universidade.




Apéndice

116

Tabela 1: Relacdo do peso corpéreo dos animais* em dois momentos distintos

MO ** e M1***, segundo diferentes grupos de estudo.

ANIMAL GRUPO | GRUPO I GRUPO Il

Mo M1 MO0 M1 Mo M1
1 3200 3610 3470 3950 2380 3200
2 3300 3800 3000 3850 3750 3930
3 2360 3850 3150 3650 2140 3460
4 3480 3780 2300 3300 2140 3220
5 1860 3000 2700 3520 2160 3600
6 3680 3740 2250 2970 2010 3650
7 2350 3070 3000 3740 2070 3350
8 3420 3720 1850 3410 1830 3260
9 2220 3080 2560 4000 1800 3560
10 2440 3370 3500 3750 2300 3310
11 2360 3160 2570 3980 2310 3200
12 2370 3870 2470 3330 2580 3820

* Valores expressos em gramas. ** MO: Inicio do experimento. *** M1: Momento final (sacrificio).

Tabela 2: Relacdo da area uretral* pela uretrografia em dois momentos distintos

MO** e M1***, segundo diferentes grupos de estudo.

ANIMAL GRUPO | GRUPO I GRUPO Il

MO M1 MO M1 Mo M1
1 1,99 2,03 1,58 1,94 2,78 2,32
2 1,88 1,52 1,78 1,48 1,53 1,45
3 1,8 1,32 2,07 2,05 1,45 1,55
4 1,3 1,24 1,28 1,5 1,57 1,69
5 1,85 2,3 1,45 1,56 1,64 1,98
6 1,33 2,03 1,35 1,77 1,21 1,42
7 1,32 1,58 1,15 1,88 1,46 1,51
8 1,53 2,05 1,21 1,93 1,37 1,87
9 1,56 2,5 2,0 1,91 2,12 1,57
10 1,92 1,85 2,0 1,96 1,58 1,56
11 1,72 2,04 1,56 1,76 1,66 1,67
12 2,18 1,99 1,43 1,14 2,06 1,83

* Valores expressos em centimetros quadrados. ** MO: Inicio do experimento. *** M1: Momento

final (sacrificio).
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Tabela 3: Valores dos diametros longitudinal e transverso* utilizados no célculo

da area do enxerto** pela férmula da elipse, segundo diferentes grupos de estudo.

GRUPO | GRUPO I GRUPO llI
ANIMAL
LONG TRAN AREA LONG TRAN AREA LONG TRAN AREA
1 7 3 16,49 7 3 16,49 10 2 12,56
2 7 4 21,99 8 3 18,84 7 2 10,99
3 6 3 14,13 8 3 18,84 7 3 16,49
4 ) 4 25,13 8 3 16,49 7 2 10,99
5 6 3 16,49 7 3 16,49 6 4 14,13
6 5 2 16,49 9 4 21,99 7 2 10,99
7 8 5 25,13 7 3 16,49 7 3 16,49
8 9 2 28,27 7 2 18,84 6 2 14,13
9 10 5 21,99 6 3 18,84 6 3 14,13
10 9 2 18,84 6 3 14,13 6 3 16,49
11 7 4 21,59 4 2 21,99 6 3 16,49
12 8 6 25,13 6 3 14,13 8 2 12,56
* Valores expressos em milimetros. LONG: Diametro longitudinal.
** Valores expressos em milimetros quadrados. TRAN: Didmetro Transverso.

Tabela 4: Valores do célculo da area* pelo software Scion Image, segundo

diferentes grupos de estudo.

ANIMAL GRUPO | GRUPO I GRUPO Il
1 47,9 46,98 44.8
2 34,6 82,9 44.8
3 45,8 46,3 62,4
4 43,9 83,3 34,8
5 49,6 47,8 44,3
6 43,8 71,5 53,0
7 441 38,6 36,7
8 55,6 70,9 31,2
9 72,0 70,2 68,8
10 32,6 69,8 33,7
11 44,6 43,2 41,7
12 42,6 30,0 41,8

* Valores expressos em milimetros quadrados.
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Tabela 5: Valores da analise dos parametros histoldgicos* da area do enxerto,

segundo diferentes grupos de estudo.

GRUPO | GRUPO Il GRUPO Il
ANIMAL
INF FIB EPT NEO INF FIB EPT NEO INF FIB EPT NEO

1 3 3 3 3 1 3 2 1 1 2 2 1
2 2 3 2 2 1 2 1 1 1 3 2 1
3 1 3 2 1 1 2 1 1 3 3 2 2
4 1 2 2 1 1 3 1 1 1 3 2 1
5 1 3 3 1 2 3 1 1 1 2 2 3
6 1 2 1 1 1 3 2 2 2 3 3 1
7 1 3 2 1 2 3 2 2 1 2 3 3
8 1 3 1 1 1 3 2 1 1 3 1 1
9 2 3 2 2 1 3 1 2 2 2 3 1
10 2 3 3 3 3 3 3 3 2 2 1 1
1 1 3 2 1 1 3 2 2 1 2 3 1
12 1 3 3 1 2 3 2 2 1 3 2 1

* Intensidade: Leve=1, Moderado=2 e Intenso=3.
INF: Infiltrado inflamatério. FIB: Fibrose. EPT: Regeneragéo epitelial. NEO: Neovascularizagéo
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Tabela 6: Dados individuais da area ocupada por cada subtipo de colageno, em

micrometros quadrados, segundo diferentes grupos de estudo.

GRUPO | GRUPO I GRUPO 1lI
ANIMAIS
TIPO | TIPO lll TOTAL TIPO | TIPOII TOTAL TIPO | TIPO I TOTAL
952688 14960 259580 702524 1016 220464 853040 12052 253140
1032484 12210 575404 779952 1904 454764 850260 11616 138240
1 814764 15316 263168 777228 1544 510568 879252 12868 195492
771244 15712 271632 819336 1880 544967 907392 32060 181944
1157968 6696 232620 798180 520 380572 760792 15220 53784
1118036 8892 182184 899984 540 293304 887552 24180 19012
2 1077672 29884 34228 904056 1360 290100 866548 41084 81590
1041940 35472 62104 894532 1280 336348 854564 13492 51804
848008 11144 78192 787616 1720 489156 704460 52932 370200
800600 7516 67192 870424 2040 554580 735392 65156 2183470
3 951112 7608 86328 789140 2202 278764 903848 274888 197396
908552 73258 75235 812600 1572 111100 803044 35996 363232
904292 58500 189048 929852 1320 466728 637784 51544 364272
882272 35840 154536 974628 1360 493484 828912 28364 556772
4 897156 29032 150444 858672 1161 503440 776552 193,24 561952
889098 40345 160467 838948 1300 529636 905200 430,92 5874880
985160 96044 157824 1012132 12668 140548 756240 1200 853996
988604 61268 172700 867604 2488 130864 739748 1308 1021468
5 946188 33432 30140 757144 3024 196296 785268 2520 1007352
973456 34264 25040 878650 3554 161080 736384 3032 944612
1046172 33412 62180 771956 576 304764 575208 12676 732964
1059952 87064 61760 742800 276 111896 936828 15956 964432
6 1100760 48288 63100 737857 498 199768 902961 27304 1011760
932004 40928 123160 776899 354 216892 751500 19644 938536
931304 126496 42052 841176 6736 172528 674152 26748 517884
1061496 182844 32048 949332 1760 194664 729712 27820 567700
7 975320 124840 151940 685644 1972 158896 685168 16264 640732
997940 143148 44892 824561 2214 175300 691620 17800 510372
928884 163916 57172 942496 1248 623280 913888 1760 949156
797792 143272 186784 904328 1400 572084 689620 2632 940276
8 892956 161812 116468 938984 1884 679456 923452 1852 545092
864520 156912 48156 881748 1204 771224 822436 2316 780552
1017176 16360 397612 999664 1203 497952 783108 55764 483824
1043880 42744 136424 912704 1360 823400 689132 30548 471632
° 1041348 30524 132196 907589 1324 640965 685128 23888 460968
1041260 71732 139060 1004779 1238 680391 719323 36700 470143
949600 1520 36216 731004 1840 172340 867180 6020 639852
1005612 1668 183844 750696 1664 240236 862336 3092 544504
10 970032 1444 271744 755076 1440 303140 808404 3312 542204
1095296 1328 125568 642320 1348 345056 779732 2348 572324
983272 1480 73732 574748 1300 94308 695072 2268 566752
1037688 2428 146148 749280 5124 218016 712340 66636 975320
1 1037216 1012 115236 743060 4928 158832 749788 2952 756160
876820 1516 94644 723420 3416 226408 703064 1996 826096
970968 2152 13120 675696 2488 212716 726260 3408 209832
931124 2292 58840 776368 2736 483180 840548 3836 533400
12 894732 3780 14044 675164 2152 192162 791248 3396 513748
875544 1920 54372 700976 2566 290601 919620 3288 615372

TIPO I: Colageno tipo .

TIPO IlI: Colageno tipo II.

TOTAL: Colageno total.
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Tabela 7: Dados individuais da média da area ocupada por cada subtipo de

colageno em micrébmetro quadrados e seus respectivos indices de
proporcionalidade, segundo diferentes grupos de estudo.
GRUPO | GRUPO Il GRUPO Il
ANIMAL
TIPOI TIPOIII THI:TI TIPO Il  THI:TI TIPOI TIPOIII TIHITI

1 14549,5 342446 23,53 432690,75 272,81 17149 192204 11,20
2 20236 127784 6,31 325081 351,43 23494 51547,5 2,19
3 8756 77237,33 8,82 358400 190,28 107243 7785745 7,25
4 40929,25 163623,75 3,99 498322 387,72 20133,04 1839469 91,36
5 56252 96426 1,71 157197 28,93 2015 956857 474,86
6 52423 77550 1,47 208330 489,03 18895 911923 48,26
7 144332 67733 0,46 175347 5530 22158 559172 25,23
8 156478 102145 0,65 661511 461,30 2140 803769 375,59
9 40340 201323 4,99 660677 515,65 36725 471641,75 12,84
10 1490 154343 103,58 265193 168,59 3693 574721 155,62
11 1609 107440 66,77 174391 47,23 18463 781082 42,30
12 2536 35094 13,83 294664,75 118,55 3482 468088 134,43

TIPO I: Colageno do tipo |.

TIPO llI: Colageno do tipo Il

THI:TI: Relacao colageno tipo lll:l.
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