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Nota Explicativa

A forma de apresentacdo desta Tese de Doutorado segue uma
nova orientacdo da coordenacdo do Programa de P6s-Graduacdo em Bases
Gerais da Cirurgia da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, com o
objetivo de facilitar sua publicacdo em revista cientifica. Esta dividida em
dois capitulos.

O capitulo 1° corresponde a revisdo da literatura a respeito da
reconstrucao uretral, citando os modelos experimentais e aplicacdes clinicas
de diferentes materiais utilizados em uretroplastias.

O capitulo 2° refere-se ao trabalho intitulado: “Avaliacdo
funcional e histolégica do enxerto tubular de matriz acelular arterial
heter6loga como substituto da uretra em coelhos”, a ser posteriormente
submetido a publicagéo.

Tal proposta visa ao aprendizado do pds-graduando em redagéo
de artigos cientificos e divulgacdo do conhecimento, contemplando, assim,

0s objetivos finais dos programas de p6s-graduacao.
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Capitulo I — Reviséo de Literatura
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O tratamento cirdrgico das mas formagdes congeénitas,
como epispadia e hipospadia e da estenose de uretra representa um desafio
devido a frequente ocorréncia de complica¢des como fistulas, estenoses,
deiscéncias, entre outras. O sucesso das uretroplastias é influenciado pela
experiéncia e habilidade do cirurgido, uso de material cirurgico adequado e
selecdo da técnica apropriada’. O urologista deve ter o conhecimento de
diferentes técnicas, uma vez que uma Unica uretroplastia ndo € aplicavel a

todas as afeccdes uretrais .

Dentre as anomalias congénitas que ocorrem no trato
urinério destaca-se a hipospéadia, uma deformidade causada pela auséncia
de fusdo das placas uretrais durante o desenvolvimento embrionario®.
Tendéncias familiares e fatores genéticos estdo relacionados a etiologia
desta ma formagdo, bem como o uso de hormonios durante a gestagao.
Mulheres submetidas ao uso de dietiestilbestrol apresentaram proles com
maior incidéncia de hipospadia e outras anormalidades uretrais’. Fatores
ambientais também foram apontados como influentes na ocorréncia de
hipospadia, uma vez que produtos bioacumulativos causadores de
contaminacdo do meio ambiente acumulam-se no tecido adiposo de peixes,
passaros e mamiferos marinhos e sdo considerados disruptores enddocrinos

para humanos®.
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Normalmente a unido das placas ocorre na superficie
ventral da glande, completando o desenvolvimento da uretra em torno do
quinto més®. O desenvolvimento uretral e genital normal é dependente dos
niveis hormonais intra-uterinos durante a maturacdo embrioldgica®. Os
niveis maternais de progesterona podem afetar a concentracdo de
diidrotestosterona’ e, se h4 interrupco do estimulo androgénico o meato se

forma em um ponto distal ao ponto de fusao®.

O meato ectopico caracteriza a hipospadia em distal ou
anterior quando este se abre no terco distal do pénis ou acima dele,
perfazendo aproximadamente 65% dos casos. A posi¢do subcoronal € a
mais comum. Nas hipospadias posteriores, 0 meato estd localizado

proximalmente, na regido escrotal ou perineal®.

Além do desenvolvimento incompleto da uretra, 0s
pacientes acometidos pela hipospadia apresentam com frequéncia uma
curvatura peniana ventral (“corda”), em decorréncia de tecido fibroso e
inelastico que se prolonga a partir do meato ectépico para o sulco coronal®.
A curvatura é mais significante quanto mais proximal estiver localizado o
meato uretral ectépico. A presenca da placa uretral, deformidade na
configuracdo da glande e auséncia de prepucio ventral (capuchéo) séo
outras caracteristicas que podem ser observadas em pacientes com

hipospédia®.
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Das afecgOes traumaticas que causam estenose uretral, 60 a
80% sdo de origem iatrogénica, secundarias as infeccdes uretrais,
cateterismo prolongado e cirurgias transuretrais’. A uretra pode ser ainda
lesionada por espiculas Gsseas associadas a fraturas pélvicas®, por armas

brancas e projéteis balisticos’.

Nas lesdes estendticas menos complexas, uretrotomia e
dilatacdo uretral sdo os tratamentos utilizados com maior frequéncia®®,
apesar dos altos indices de recorréncia e provavel necessidade de reparo
cirtrgico futuro®. Estenoses ndo complicadas, com 1 cm ou menos de
comprimento, podem ser tratadas com sucesso por meio de resseccdo e
anastomose término-terminal™. Um levantamento recente, avaliando 153
pacientes com estenose bulbar, mostrou que 90,8% evoluiram com bom
prognostico. Neste estudo, os piores resultados foram observados nos

pacientes com historico de tratamentos anteriores™.

Em casos extremos, envolvendo pacientes com historico de
cirurgias prévias e alto grau de deformidade ou ainda para correcdes das
anomalias congénitas como hipospadia, a uretroplastia com outro tecido ou
material torna-se necessaria. InUmeras pesquisas destinam-se a encontrar
um substituto uretral ideal, com o objetivo principal de evitar multiplas

12,13

cirurgias =", reacdo tecidual exacerbada, estenose e fistula, fatores

potencias que podem comprometer a paténcia do limen uretral®>. O material
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utilizado deve ser biocompativel, apresentar estabilidade quimica com a
urina, impedindo sua passagem para o tecido adjacente, possuir resisténcia
mecanica & tracdo, permitir epitelizacdo de sua luz e neovascularizacdo™.
Além disso, ndo deve conter pélos ou porosidades que permitam

incrustracdes calcareas ou bacterianas'®, sendo resistente & infecgoes'®.

A reconstrugdo uretral pode ser feita com diferentes tecidos
autdlogos tais como pele, mucosa bucal ou vesical, veia, segmentos
gastrointestinais e ureter ou por materiais sintéticos como silicone, teflon,
dacron. Nos ultimos anos, destacam-se as pesquisas utilizando biomateriais
acelulares como submucosa intestinal, mucosa vesical, colageno bovino,

colageno vesical e artéria™"".

O tecido autologo ideal deve ser facilmente obtido e,
principalmente, promover neovascularizacdo™. Também contribui para o
sucesso no uso de enxertos a boa vascularizagdo do leito receptor e
imobilidade para permitir adequadas trocas nutricionais entre o enxerto e o

leito®®

, pois inicialmente o enxerto sobrevive pela difusdo de nutrientes
entre doador e receptor. Esta fase é chamada embebicdo e dura
aproximadamente 48 h. Apds este periodo, novos vasos sdo formados para

nutrirem 0 enxerto entre 0 2° e 4° dias poOs-operatorio e a circulacdo é

restabelecida®®.
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Diversos tecidos doadores autdlogos, utilizados em ensaios
experimentais ou clinicos, mostraram suas vantagens e desvantagens. A
reconstrucdo primaria utilizando retalhos vascularizados de prepucio ou
pele do pénis é indicada como primeira op¢do na maioria das
uretroplastias'™?®. A técnica de Snodgrass é atualmente uma das mais
utilizadas em hipospadias distais, com tubulizacdo da placa uretral incisada,
observando-se aproximadamente 10% de complicacdes”’. Quando a
localizagdo do meato é proximal, a técnica do prepucio transverso
pediculado (onlay island flap) passa a ser uma alternativa viavel. Os
resultados obtidos dependem também da anomalia a ser corrigida e do local
da implantacdo do enxerto ou retalho. Casos severos de hipospéadia,
pacientes submetidos a multiplas cirurgias ou submetidos a postectomia do

capuch&o nio sdo beneficiados por esta técnica’??.

Quando ndo héa disponibilidade para o uso de retalho
vascularizado, pode-se optar pelos enxertos de pele***#%?* A necessidade
de local doador com auséncia de pélos é uma das dificuldades desta técnica
e, dentre os enxertos de pele extragenital, pode-se utilizar pele da regido
inguinal, supraclavicular, crista iliaca, coxa e nadegas®, de espessura total
ou parcial. Além da cicatriz e deformidade cosmética, 0 uso da pele tem
sido associado & morbidade devido ocorréncia de contratura do enxerto?,

formacéo de estenoses, diverticulos, célculos e fistulas®?. Atualmente,
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este tipo de enxerto ndo apresenta aplicacdo pratica na reconstrucéo uretral,
ficando seu uso restrito em substituicdo a tunica albuginea na Doenca de
Peyronie®.

A tunica vaginal é um tecido estudado em uretroplastias
devido a facilidade de obtencéo, com baixa morbidade, auséncia de pélos e
resisténcia a tensdo. Avaliacdes experimentais demonstraram complicacdes
com enxerto tubulizado, em comparacdo aos bons resultados observados
com a utilizacdo onlay*®. Segundo os autores, a contracdo das fibras
cremastéricas foi responsavel pela morte de todos 0s animais que receberam
0 enxerto na forma de tubo. O sucesso no reparo da uretra dorsal com
enxerto de tunica vaginal em coelhos também foi relatado por Calado et
al®®. A aplicacéo clinica desta técnica em pacientes com estenose anterior
foi satisfatoria, promovendo paténcia funcional e anatdmica da uretra™.

As mucosas vesical e bucal foram outros materiais
alternativos pesquisados para a correcdo do defeito uretral, desde a metade
do século passado®®. Apé6s os resultados obtidos ao longo do tempo,
prevaleceu como primeira escolha o enxerto de mucosa bucal.

A mucosa vesical apresenta como principais vantagens a

adaptaco deste tecido & urina'®®

, a fina espessura permitindo nutri¢cdo por
acao capilar e o alto potencial de regeneragdo, associado a um baixo
metabolismo basal®. Na década de 80, estudos com este material

apresentaram até 95% de sucesso®’. Hendren e Reda® descreveram o uso
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desta mucosa na uretroplastia de 35 pacientes, sendo 34 tubulizadas, e ndo
observaram fistulas e estenoses. Entretanto, outros autores ndao alcancaram
resultados tdo expressivos com a implantacdo da mucosa vesical na uretra e
relataram complicacdes em até 69% das cirurgias realizadas %**°3®,

Apesar dos diversos relatos de ocorréncia de fistulas e
estenoses, 0 prolapso de mucosa vesical pelo meato uretral é citado como

complicacdo frequente'®?*3>3°

Alguns autores referem que ndo héa
necessidade de retalho maior do que 0 necesséario, pois a retracdo nao é tdo
importante como nos casos da pele e o excesso de comprimento do enxerto
predisporia & eversdo e prolapso™®. Os didmetros maiores ainda podem
dobrar sobre si dentro da glande, dificultando vascularizagcéo e aumentando
a possibilidade de contraco e fibrose™. A associacéo de segmentos de pele

na porcao distal para proteger a mucosa vesical do contato direto com o ar €

citada como opcdo cirtrgica viavel para evitar tais complicacdes®.

Contra-indicacdes para a utilizacdo de mucosa vesical séo
bexiga ndo complacente, secundaria a quadros neurogénicos, infeccbes de
repeticdo, vesicostomia prévia e extrofia vesical. Adicionalmente; a
necessidade de incisdo cirargica abdominal para coleta deste tecido €

937141 Este relevante

invasiva e aumenta a morbidade do procedimento
aspecto também deve ser considerado em cirurgias onde segmentos

intestinais do ileo™, apéndice®, ureter* e peritdneo®*® foram utilizados
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como alternativa para reconstrucdo uretral, apesar dos resultados
satisfatorios referidos pelos autores.

A mucosa bucal apresentou grande aceitacdo como

substituto uretral*’**

e, a partir da década de 90 ha relatos de excelentes
resultados observados nas primeiras citaces clinicas®, mesmo quando
utilizada em pacientes submetidos a multiplas cirurgias para correcdo de
hipospadia®. No reparo de estenoses de uretra bulbar, a média de sucesso
da técnica foi de até 90% 2. Barbagli et al.'>>* demonstraram indices

semelhantes de bons resultados com a utilizacdo do enxerto em diferentes

localizagGes na uretra bulbar (lateral, dorsal ou ventral).

As caracteristicas favoraveis ao bom resultado deste
material em uretroplastias incluem auséncia de pélos, facilidade de
obtencdo, presenca de um fino epitélio, rico em elastina e lamina propria
bem vascularizada, facilitando a embebicdo e inosculacdo do enxerto™ e
maior resisténcia & infeccdo™. Alguns autores consideram que as vantagens
da mucosa bucal e os resultados satisfatérios, comparaveis aos indices de
sucesso das reconstrucdes uretrais primarias, a tornam o material de escolha

nas uretroplastias complexas >> °°.

A superioridade da mucosa bucal € evidente em varios
relatos da literatura. Estudos experimentais de uretroplastias comparando

mucosa vesical, mucosa bucal e pele peniana observaram menor incidéncia
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de estenose, reacdo inflamatdria e fibrose nos animais tratados com mucosa
bucal®. O uso de pele peniana na reconstrucéo uretral apresentou 27% de

falhas®, comparado & 16% de complicacdes com enxerto de mucosa

|58

bucal®™. A pele peniana, apesar de ser o material sugerido em consideravel

nimero de uretroplastias, apresenta elasticidade inferior @ mucosa bucal®®.

As complicagbes no local de coleta da mucosa bucal

ocorrem em menos de 30% dos casos® e incluem hemorragia intra-

operatdria, hematoma facial, lesdes inadvertidas de ducto parotideo®® e

retracdo da cicatriz, com distorcdo facial ou labial®’. Alteracdes de

sensibilidade devido a lesdo neurolégica ou dor sdo o0s principais

inconvenientes observados a longo prazo®®®,

Enxertos tubulizados, incluindo tubos de mucosa bucal,
estdo associados a maior numero de complicacdes, principalmente

estenoses e fistulas, quando comparados com enxertos “onlay” ¥">>%%% Na

|67

literatura nacional, Paulo et al.”" observaram 30% de estenose 60 dias apds

uretroplastias tubulares em cées.

A eliminacdo da linha de sutura longitudinal para a
confec¢do do tubo pode diminuir a formacéo de fistulas, além de diminuir o
tempo cirdrgico e morbidade do procedimento®®®. Considerando-se estas
particularidades, a busca de opg¢des por enxertos tubulares incentivou novas

pesquisas.
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O enxerto de veia € um biomaterial autdlogo tubular citado
na literatura em reconstrucao uretral experimental*-®®". Segundo Foroutan

et al.¥

, veias como safena e jugular externa sdo facilmente acessiveis e a
excisdo ndo provoca efeitos adversos significativos no paciente. Baixos
indices de estenose e fistula foram relatados. O uso do enxerto de veia
invertida, quando comparado ao enxerto sem eversdo, parece estar

relacionado a menores indices de complicacdo, provavelmente devido a

melhor nutri¢do através do endotélio.

Shaeer e El-Sadat®® relataram sucesso clinico com o uso da
veia safena para correcdo de hipospadia. O calibre adequado ao da uretra,
elasticidade e eliminacdo de sutura longitudinal sdo citados pelos autores
como vantagens da técnica. O procedimento de coleta da veia apresenta
menor morbidade se comparado ao acesso abdominal, mas o acréscimo no

tempo cirargico deve ser analisado.

Materiais sintéticos apresentam como vantagens a pronta
disponibilidade em diversos tamanhos e formatos, com conseqiente

diminuicdo do tempo cirtrgico e facilidade de obtencdo™. Dentre eles,

foram utilizados em uretroplastias experimentais proteses de silicone™ ",

78 e politetrafluoretileno (Gore-tex®)”.

teflon”®, dacron siliconizado
Apesar da melhor proliferacdo celular observada nos tubos de dacron

siliconizado, infec¢des, calcificacOes, fistulas, reacbes imunoldgicas do tipo
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corpo estranho e extrusdo do enxerto ocorreram com frequéncia,
demonstrando a baixa biocompatibilidade destes materiais em longo prazo,

sem integrar-se ao tecido do hospedeiro’®’.

As proteses sintéticas
inabsorviveis cederam entdo cada vez mais espago ao uso de materiais
biodegradaveis que viabilizassem a regeneracédo tecidual, com formacéo de

neouretra.

Atualmente, a engenharia de tecidos tem oferecido novas
oportunidades terapéuticas em situacdes onde os tratamentos uroldgicos
convencionais podem ser ineficazes’. Transplante celular e bioengenharia
sd0 0s principios basicos desta ciéncia e coordenam o desenvolvimento de

substitutos biolégicos, por meio de tecnologia in vitro ou in vivo'’ %,

A tecnologia in vitro envolve o desenvolvimento
laboratorial de cultivos celulares, utilizados para estimular regeneracéo de
determinado tecido. J& a tecnologia in vivo viabiliza materiais
biodegradaveis, conhecidos como matrizes, com funcéo de determinar a
orientacdo e direcdo do crescimento celular, considerando-se a reparacao
natural dos tecidos'"?®. A combinacio de ambas estas técnicas é frequente,
associando-se, por exemplo, a implantacdo de matrizes previamente

semeadas com células cultivadas®’ 3%,

As matrizes extracelulares absorviveis sdo gradativamente

substituidas pelo tecido local em crescimento, fornecendo um suporte
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estrutural e proteinas necessarias para replicacao celular, como peptideos de
adesdo e fatores de crescimento®. Outro ponto importante é a baixa
antigenicidade, por ser avascular e acelular®. Trés classes de biomateriais
destacam-se no desenvolvimento de matrizes utilizadas em tecidos
geniturinarios — polimeros sintéticos, materiais naturais (colageno) e tecidos

acelulares (submucosa vesical, submucosa intestinal suina, artérias)®.

Dentre as matrizes sintéticas utilizadas para reconstrugéo
uretral, ha relatos de estudos experimentais com malha composta por
hialuronan®* e 4cido poligliclico, associado®®* ou ndo ao 4cido
polihidroxibutirico®. A avaliagdo histolégica destes trabalhos mostrou

completa regeneracdo do urotélio e degradacéo dos polimeros %%,

Embora a possibilidade de reproducdo em larga escala com
propriedades controladas (desidratacdo, microestrutura) seja uma
caracteristica favoravel ao uso de matrizes sintéticas, materiais naturais e
tecidos tém vantagens bioldgicas, causando minima reagio no hospedeiro®,
Porém, quando os tecidos sdo utilizados como matéria-prima para
confeccdo da matriz, € necessario instituir rigoroso preparo que garanta a

descelularizago.

Métodos fisicos, quimicos e enziméticos tém sido
propostos para otimizar o nivel de remocdo celular. O protocolo de

descelularizagdo deve garantir a maxima preservacdo da matriz acelular,
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sem alterar sua estabilidade biomecanica®®. As substancias utilizadas
neste processo precisam ainda ter minimo efeito residual, para ndo inibir o

crescimento celular apds implantacdo da matriz no organismo®.

A descelularizacdo fisica pode ser obtida por agitacao,
congelamento, dissec¢do dos tecidos ou aplicacdo de forca mecénica. Em
intestino delgado e bexiga urinéria, 6rgdos com planos de dissecgdo
caracterizados, os dois ultimos métodos sdo efetivos e causam minima
ruptura na arquitetura tridimensional da matriz®”. A submucosa intestinal

suina (SIS) é um importante exemplo de matriz obtida por este método.

Os detergentes i0nicos sdo efetivos na solubilizacéo de
membranas celulares citoplasmaticas e nucleares. O desoxicolato de sddio
(DCA) e o dodecil sulfato de sodio (SDS) pertencem a esta classe e sdo
utilizados para a descelularizacdo de tecidos. O DCA é um detergente
extraido da bile, mas seu uso isolado ndo promove eficiente remocdo de
células. Pode ser associado a métodos enzimaticos ou a outros detergentes
(ndo idnicos/ mistos)®’. E empregado na confeccdo de diferentes matrizes,
incluindo enxertos valvares®®. Em uretroplastias, segmentos de bexiga®,

13,91,92

uretra e aorta® descelularizados por este método foram utilizados em

ensaios experimentais.

O dodecil sulfato de sodio (SDS) faz parte da composi¢édo

quimica de muitos cosmeéticos, produtos para higiene e limpeza. A
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investigacdo das suas propriedades aplicadas a bioengenharia é observada
principalmente nas pesquisas cardiovasculares, envolvendo
descelularizacdo de proteses valvares®** . Schaner et al.®® referem que o
detergente é capaz de lisar células uniformemente, em todas as camadas do
tecido.

Um exemplo de detergente ndo idnico bastante citado em
processos de descelularizagdo é o Triton-X. Diversos estudos citam seu uso
em associagdo com o hidroxido de amodnio, no preparo de matriz de
submucosa vesical®*®®%%" Esta substancia age rompendo interacdes entre

lipideos e proteinas.

No Brasil, Goissis et al.*® descreveram técnica utilizando
DMSO e é&cido bérico para descelularizacdo de vasos sanguineos,
originando uma matriz tubular de colageno e elastina. Segundo os autores, a
melhor preservacdo estrutural ocorreu nas matrizes arteriais. Além do
conhecimento e analise das diferentes tecnicas existentes, a escolha do
adequado método de descelularizacdo deve ser baseada nas caracteristicas

individuais de cada tecido®’.

O SIS é a matriz acelular mais estudada em reconstrucées

uroldgicas. Trata-se da submucosa dissecada do jejuno de porcos,

17,28,91

comercializada na forma estéril, em diferentes apresentacoes Sua

estrutura é formada basicamente por fibronectina, glicosaminoglicanas,
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colageno Tipo | e Tipo IV e, apesar de sua fina espessura (0,1mm),
apresenta propriedades mecanicas satisfatorias. Os primeiros relatos do SIS
no trato urinario focaram sua utilizacdo em ampliacdes vesicais®*®,
provando que o material forneceu uma base estrutural, permitindo

regeneracdo e remodelagdo da bexiga. Os bons resultados encorajaram

pesquisadores a testarem o material em uretroplastias.

Esta membrana foi inicialmente implantada na uretra de
coelhos®’. Os autores demonstraram crescimento de células epiteliais, com
regeneragdo da parede uretral previamente lesionada, resultado semelhante

101,102

ao observado em pesquisas subsequentes Nos enxertos onlay, ndo

27192 & fistulas com o uso do SIS em 4 camadas

ocorreram casos de estenose
ndo ultrapassaram 6%%. Por outro lado, o ndmero de camadas do SIS n&o
pareceu influenciar a ocorréncia de fistula, conforme descrito por
Kawano?®®, em 2007. Neste experimento, a porcentagem de fistula entre os
grupos que envolviam o uso de SIS com 1 ou 4 camadas foi a mesma
(8,3%). Grossklaus et al.? sugeriram a utilizacdo do SIS em ilha para

prevencdo de fistula em uretrotomias experimentais, obtendo bons

resultados.

As pesquisas experimentais forneceram uma base sélida
para 0 uso do SIS em casos clinicos. Em Mil&o, onde 20 pacientes foram

submetidos a uretroplastia peniana ou bulbar utilizando SIS, ndo houve
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relato de infeccdo ou rejeicdo e 85% apresentaram boa evolugéo, incluindo
calibre uretral adequado, observado na cistoscopia'®.

Contudo, nem todos os cirurgides obtiveram resultados

1.1% relataram 33% de

satisfatorios em seus pacientes. Soergel et a
complicacdes com o SIS em correcdes de hipospadias complexas, taxa esta
superior a obtida com utilizacdo de outros enxertos, como pele ou tunica
vaginal. No reparo uretral endoscopico com tubo de SIS, o insucesso da
técnica deveu-se & contratura do enxerto e formagdo de estenose’®. Diante
dos dados apresentados nos diferentes trabalhos, é possivel concluir que 0s
melhores resultados foram obtidos com o uso de enxerto onlay de SIS,
quando comparado com o enxerto semi-tubular’® ou tubular do mesmo

|101,105

materia , apesar da regeneracao urotelial observada.

Outros tipos de matrizes acelulares feitas a partir de
diferentes tecidos, como bexiga, uretra® ou vasos sanguineos® ainda no
estdo comercialmente disponiveis®. Possuem caracteristicas semelhantes ao

SI1S®, permitindo crescimento endotelial, muscular e de vasos sangiiineos®.

A matriz acelular obtida a partir da submucosa vesical
suina é um exemplo deste material’®'”’, que foi utilizado para correcéo de
defeitos experimentais em uretra ventral. No estudo, ndo foram relatadas
ocorréncia de estenose ou disfungBes miccionais e feixes organizados de

fibras musculares estavam evidentes aos 6 meses de pds-operatorio™’.
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Enxertos de submucosa vesical obtidas de doador falecido
foram confeccionados e avaliados por Atala et al.'® . Os autores relataram
sua experiéncia com o uso da matriz acelular homologa em pacientes com
hipospadia e, apesar do grupo restrito (4 pacientes), os resultados foram
promissores, com ocorréncia de uma fistula. Em pacientes com estenose
uretral, o uso onlay desta matriz foi acompanhado por bons resultados, onde
24 de 28 pacientes ndo apresentaram complicacbes durante
acompanhamento médio de 37 meses®’.

Semelhante ao SIS e aos materiais autdlogos descritos
anteriormente, a utilizacdo de matriz acelular vesical tubulizada®® n&o
demonstrou 0os mesmos indices de sucesso referidos com seu uso onlay,
sendo que os animais envolvidos nos estudos apresentaram estenoses
importantes e fistulas. O cultivo in vitro com posterior implantacdo de
células autdlogas epidermais® ou da musculatura lisa® na matriz acelular
tubulizada otimizou significativamente estes resultados, com total
integracdo da matriz ao tecido do hospedeiro. Os autores consideraram a
necessidade de semeadura celular em casos onde a tubulizagdo da matriz

vesical seja necessaria®*®.

A confeccdo de matrizes acelulares a partir de materiais
tubulares relne a vantagem da eliminacdo da confeccdo do tubo,

considerando-se as ja citadas complicacBes inerentes a este procedimento.

A uretra oriunda de diferentes espécies animais (hamster'®, coelho *3%%1%

91,92,99

ou céo ) serviu como base para a criagdo de matrizes em diversas
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13,92,99,109

pesquisas. A utilizacdo das matrizes como enxertos homologos ou

heter6logos® %

na uretroplastia mostrou bons resultados nos defeitos com
até 1 cm de comprimento™®*%. A ocorréncia de fistula foi citada apenas
nos enxertos uretrais homélogos™ . Nos implantes heterélogos, observou-
se presenca de feixes de fibras musculares na matriz, integracéo a uretra,
neovascularizacdo e minima reacdo, sem sinais de rejeicdo™. Altas taxas de

insucesso foram relatadas nos enxertos homélogos com 3 cm de

comprimento, utilizados para restabelecer viabilidade uretral em cées®.

Em 2000, Parnigotto et al.*®, descreveram o uso de aorta
toracica acelular homdloga na substituicdo uretral em coelhos. ReacGes
cicatriciais, fibrose e resposta inflamatdria foram minimas em todos os
animais, havendo integracdo completa da matriz ao hospedeiro aos 3 meses

de po6s-operatorio.

A aorta acelular também foi avaliada por Trindade Filho®
em uretra de coelho, na forma onlay. Os resultados foram satisfatdrios, nao
havendo diferencas consideradas significantes entre o uso de aorta acelular

e mucosa bucal autdloga.

Considerando-se os importantes beneficios inerentes ao uso
de matrizes acelulares, dentre elas a pronta disponibilidade do material, sem
necessidade de procedimento adicional para coleta do enxerto, e a redugéo
do tempo cirurgico, bem como da morbidade pos-operatoria, os resultados
promissores apresentados em uretroplastia justificam o continuo

investimento em pesquisas nesta area.
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Capitulo 2 — Avaliacao funcional e histologica do enxerto
tubular de matriz acelular arterial heterdloga como

substituto da uretra em coelhos

Juliany Gomes Quitzan



Capitulo I1 52

RESUMO

Introducdo — Deformidades uretrais e estenoses severas geralmente
requerem técnicas de uretroplastia com tecido adicional. Dentre as diversas
possibilidades, destaca-se recentemente a utilizacdo de matrizes acelulares
desenvolvidas por bioengenharia. O objetivo deste estudo foi avaliar o
comportamento funcional e histologico da matriz acelular arterial

heter6loga, quando implantada na uretra de coelhos

Materiais e Métodos — Para o preparo da matriz, a artéria aorta abdominal
de suino foi coletada e submetida a tratamento com SDS, sendo
posteriormente armazenada em alcool 70°. Foram utilizados doze coelhos,
machos, com peso médio de 3 kg, distribuidos por sorteio em dois grupos:
(AO) — seccdo completa da uretra e implante de segmento tubular de matriz
acelular de aorta, com 1 cm de extensdo e (TT) - seccdo completa da uretra
e sutura término-terminal. Uretrografia retrograda foi realizada apo6s 15
(M2) e 90 dias (M3), quando os animais foram eutanasiados. As
radiografias foram analisadas quanto a presenca de fistula e/ou estenose. A
avaliacdo histopatologica por Hematoxilina-eosina, Tricromico de Masson
e Calleja caracterizou a presenca de inflamacdo, hiperplasia epitelial, vasos

sanguineos, tecido conjuntivo, muscular e elastico nos diferentes grupos.

Resultados — Foram registrados 2 6bitos em cada grupo, sendo estes
animais excluidos do estudo. Em M2, 36,3% de estenose foi observada nos
animais do Grupo AO (p<0,05). Em M3, animais dos Grupos AO e TT
apresentaram estenose, sendo que a diferenca entre os grupos nao foi
significante (p>0,05). Maior porcetagem de fistula ocorreu no Grupo AO,
em M3 (p<0,05). A avaliagdo macro e microscopica ndo nos permitiu

identificar a regido da matriz acelular nos animais deste grupo. Auséncia de
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celulas gigantes tipo corpo estranho bem como maior presenca de
hiperplasia epitelial (p<0,001) e vasos sanguineos (p<0,005) foram
observadas nas laminas destes animais. As fibras musculares estavam em
intensa quantidade na lamina propria dos animais do Grupo TT (p<0,01).
N&o houve diferenca estatistica entre a quantidade de fibras elasticas dos

diferentes grupos.

Conclustes — Houve boa incorporacéo da matriz acelular a uretra no Grupo
AO, ndo sendo observados sinais de rejeicdo. Porém, complicacgdes (fistulas
e estenoses) ocorreram com maior frequéncia nos animais deste grupo. No
periodo proposto, ndo houve regeneracao muscular satisfatéria no no Grupo

AO, mas intensa vascularizagdo e epitelizacdo que ocorreram na matriz.

Juliany Gomes Quitzan



Capitulo IT 54

SUMMARY

Introduction — Severe urethral deformities and stenosis usually require
urethroplasty with additional tissue. Among various possibilities, use of
acellular matrix is a recent advance developed by bioengineering. The aim
of this study was to evaluate the histological and functional behavior of
heterologous acellular aortic matrix, when implanted in the urethra of
rabbits.

Material and Method — Abdominal aorta was taken from swine, processed
with SDS and stored in alcohol, in order to obtain tubular acellular matrix.
Twenty-four male rabbits, weighing 3 kg, were randomly divided in two
groups: (AO)- complete urethral section and replacement with a 1 cm
acellular aortc matrix tubular graft and (TT)- complete urethral section and
end-to-end anastomosis. A retrograde urethrogram was performed at 15
(M2) and 90 (M3) days after surgery, when the animals were euthanized.
The exams were analised for presence of fistula and/or strictures. Standard
histological analysis with Hematoxylin-eosin, Masson’s Trichrome and
Calleja characterized the inflammation, epithelial hyperplasia, blood
vessels, muscle fibers, collagen and elastic fibers content, in different

groups.

Results — Two animals of each group died during the study and were
excluded. In M2, 36.3% of strictures was observed in the animals of Group
AO (p <0,05). In M3, strictures occurred in both groups, but this difference
was not significant (p> 0,05). A greater percentage of fistula occurred in
Group AO, in M3 (p <0,05). The gross and microscopic evaluations did not

allow us to identify the acellular matrix region in this group. Absence of
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foreign body giant cells, increased presence of epithelial hyperplasia (p
<0,001) and blood vessels (p <0,005) were observed. Muscle fibers were
abundant in lamina propria of the animals in the Group TT (p <0,01). There
was no statistical difference between the amount of elastic fibers in the two

groups.

Conclusions - In Group AO, acellular matrix was well incorporated in the
urethra, without rejection signs. However, fistulas and strictures occurred
more frequently in animals of this group. After 90 days, muscle
regeneration was not satisfactory in Group AO, but intense vascularization

and epithelialization developed in the matrix.
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1. INTRODUCAO

A uretroplastia é realizada com frequéncia na rotina
uroldgica, para corrigir enfermidades congénitas, estenoses e afeccoes
traumaticas da uretra’. A reparacdo de longos segmentos uretrais ou
deformidades graves geralmente requer a utilizacdo de tecidos adicionais.
Tecidos autdlogos de diversas fontes tém sido empregados, incluindo pele
genital® ou extragenital®*, mucosa vesical®®, tunica vaginal”®, mucosa
bucal®’ e veia''?. Entretanto, diversas complicaces podem ocorrer, como
retracdo do enxerto, estenose e fistula'®. Melhores resultados sdo

I** mas, de modo similar aos

observados com a utilizacdo de mucosa buca
demais tecidos, a necessidade de realizacdo de uma segunda incisdo para
obtencéo do enxerto aumenta a morbidade do procedimento®.

Atualmente, as inovacOes tecnoldgicas tém proporcionado
0 desenvolvimento laboratorial de substitutos teciduais, por meio da
bioengenharia de tecidos™. Estes materiais sio capazes de auxiliar a
regeneracao e reparacdo de lesdes no trato urinario, objetivando restaurar a
funcéo normal de determinada estrutura ou 6rgéo ***.

Neste contexto, as matrizes extracelulares absorviveis
destacam-se por possuirem caracteristicas favoraveis ao crescimento

tecidual. Polimeros absorviveis ou materiais bioldgicos podem servir como

matéria-prima para confeccdo destas matrizes'®. Quando tecidos biolgicos
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sdo utilizados, ha& necessidade de cuidadoso preparo, envolvendo
principalmente a adequada descelularizagdo™. Este procedimento é

responsavel pela baixa antigenicidade do material**%

. Inimeras pesquisas
desenvolvidas demonstram bons resultados envolvendo matrizes acelulares
em cirurgias reconstrutivas uretrais, como o SIS (submucosa intestinal

21,22

suina)®*?? e matriz acelular de mucosa vesical®.

Tecidos tubulares acelulares (uretra e aorta)**?

séo opcoes
possiveis em reconstrucBes uretrais onde o enxerto onlay ndo é suficiente
para reparar a lesdo. Entretanto, a utilizacdo de tubos em uretroplastia
encontra-se em constante aperfeicoamento, uma vez que apresentam taxas
de complicacBes superiores & técnica onlay?>®. Até o momento ndo hé
relatos na literatura utilizando matriz acelular arterial heter6loga em
substituicOes uretrais. Considerando a necessidade de aperfeicoamento da
técnica tubular e diante das diferentes possibilidades oferecidas pela

bioengenharia, decidimos pela criacdo de uma matriz acelular tubular de

aorta, avaliando seu comportamento quando implantada na uretra.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo concentraram-se em:

1) desenvolver técnica de descelularizacdo para a producdo de matriz

acelular de aorta suina;

2) avaliar o comportamento deste enxerto tubular, quando implantado na
uretra de coelhos, por meio de acompanhamento clinico, avaliagdo

radiografica e histopatoldgica;

3) comparar o conjunto de respostas do organismo a matriz acelular
heter6loga com um grupo de animais submetidos a uretroplastia sem

utilizac&o de enxerto.
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3. MATERIAIS E METODOS
Este estudo foi realizado apds analise pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal, da Faculdade de Medicina de Botucatu, com

aprovacao em 28 de junho de 2007 (Anexo 1).

3.1- PREPARO DA MATRIZ ACELULAR HETEROLOGA

A artéria aorta abdominal foi coletada de porcos
eutanasiados na Rotina Experimental de Laparoscopia dos Laboratorios
Experimentais da Faculdade de Medicina de Botucatu. Os fragmentos de
artéria, calibrados com sonda 10 Fr, foram lavados com solugdo salina
estéril a 0,9% e submetidos a disseccdo microscopica, para retirada da
maior quantidade possivel de tecido conjuntivo. Estes fragmentos foram
entdo submersos em solucdo contendo SDS (dodecil sulfato de sodio) 0,1%,
a 37° C, por um periodo de 15 horas, sendo posteriormente lavados, sob
agitacdo, com PBS (solucdo salina tamponada) acrescido de 10% de sulfato
de gentamicina. Foram feitas cinco lavagens, com duracdo de 10 minutos
cada. A auséncia de elementos celulares foi confirmada pela andlise
histologica (Figura 1) e as matrizes acelulares foram individualmente
armazenadas em é&lcool 70° até o uso. Para avaliar a auséncia de
contaminacdo do material, desde a coleta da artéria até 0 momento da sua

utilizacdo, foram realizadas culturas em 3 amostras aleatdrias.
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Figura 1 — A- Aorta suina, antes do processo de descelularizacdo (HE, 10x);
B- Aorta suina, ap0os descelularizacdo (HE, 10x); C- Disposicdo das fibras

elasticas na aorta acelular (Calleja, 20x).

3.2- GRUPOS EXPERIMENTAIS E DELINEAMENTO
EXPERIMENTAL

Foram utilizados 24 coelhos machos, da raca North Folk,
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual Paulista-
UNESP, distribuidos, por sorteio, em dois grupos experimentais: (AQO) —
seccdo completa da uretra e implante de segmento tubular de matriz
acelular de aorta, com 1 cm de extensdo e (TT) - seccdo completa da uretra
e sutura término-terminal.

O dia da cirurgia foi considerado o momento inicial do
estudo (M1). Apds serem devidamente pesados, 0s animais receberam
como medicacdo pré-anestésica a acepromazina (1 mg/kg) e cloridrato de
fentanila (3 pg/kg), via subcuténea. A inducdo anestésica foi feita com

cloridrato de xilazina (5 mg/kg) e cloridrato de quetamina (30 mg/kg), via
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intra-muscular. Em seguida, realizou-se a anestesia epidural com lidocaina
associada a bupivacaina (0,2 ml/kg total, na proporg¢do de 1:1). Os animais
receberam fluidoterapia de manutencdo, mediante cateterizacdo da veia
marginal da orelha. Em caso de necessidade, a complementacdo anestésica
durante a cirurgia foi feita com diazepan (1 mg/kg) e cloridrato de
quetamina (2 mg/kg), via intravenosa.

Para o procedimento cirdrgico, realizado em condicOes
estéreis, a pele do prepucio foi reparada (nylon 4-0), expondo a regido
perineal. A uretra foi cateterizada com sonda uretral 10 Fr e a porcéo distal
do pénis do coelho foi fixada com ponto de reparo (nylon 4-0). Procedeu-se
a incisdo da pele e subcutaneo, exatamente entre o pénis e o0 anus. A uretra
foi dissecada, reparada e submetida apenas a inciséo transversal. No Grupo
AO, a matriz acelular foi fixada a uretra com auxilio de quatro pontos de
reparo (vycril 7-0) e suturada com pontos continuos, com o mesmo fio. Ao
final, fez-se sintese do subcutaneo e pele em planos separados, com pontos
simples isolados. A sequéncia cirurgica pode ser observada na Figura 2.

No Grupo TT néo foi realizado colocacdo da matriz, sendo
feita a seccdo e posterior sutura término-terminal dos segmentos uretrais,
utilizando-se sutura continua (Vicryl 7-0), entre 2 pontos de reparo. A

sonda uretral foi mantida por 24 horas em todos 0s animais.
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Figura 2— A- Exposi¢éo da regido perineal, por meio de pontos de reparo no
prepucio; B- Sondagem e disseccdo da uretra; C- Posicionamento da matriz

acelular, com 1 cm de comprimento; D- Aspecto final da anastomose.
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A uretrografia foi realizada com 15 (M2) e 90 dias (M3) de
pos-operatorio (PO), utilizando-se arco cirdrgico de radioescopia, Marca
Phillips, Modelo BV-300. Os animais foram tranquilizados com
acepromazina (1 mg/kg) e cloridrato de fentanila (3 pg/kg), via intra-
muscular e efetuou-se injecdo de contrastre radioldgico iodado pela sonda
uretral, previamente introduzida e fixada na extremidade distal da uretra. Os
exames foram gravados e posteriormente salvos em arquivos digitais, para
documentacéo e anélise.

Os animais receberam 5 mg/kg/dia de Enrofloxacina e 3
mg/kg/dia de Cetoprofeno, iniciados no momento da inducgdo anestésica e
mantidos até o quinto dia PO, via subcutanea.

As alteracbes clinicas em decorréncia de estenoses
obstrutivas e/ou fistulas foram acompanhadas durante todo o estudo.

No momento M3, ap0s uretrocistografia, a eutanasia foi
realizada com tiopental sodico (50 mg/kg) e aplicacdo complementar de
cloreto de potassio, ambos por via intravenosa. A seguir, procedeu-se a
retirada do pénis em bloco, com incisdo proxima ao pubis. A peca foi fixada
em formaldeido a 10%, por 10 dias. Apds este periodo, a uretra foi

dissecada e avaliada macroscopicamente (Figura 3).
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Figura 3 — A- Uretra dissecada, separada do corpo cavernoso, apés fixacao

em formalina; B- Uretra cateterizada, antes da seccdo longitudinal

O implante foi entdo seccionado longitudinalmente. Os
segmentos de uretra foram preparados em blocos de parafina e as laminas
foram coradas com hematoxilina e eosina (HE), tricromio de Masson (TM)

e Calleja sem permanganato (CLJ).
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3.3- PARAMETROS ESTUDADOS

As variagOes do peso entre M1 e M3 foram comparadas
entre os diferentes grupos. Durante todo o estudo, os animais foram
diariamente observados para que possiveis alteracfes clinicas decorrentes
de estenose/obstrucdo uretral ou fistulas fossem detectadas. A estranguria
foi identificada quando os animais realizavam esfor¢co abdominal e pouca
urina era eliminada pelo meato uretral. Foi considerada estenose a redugéo
superior a 10% da luz uretral, observada pela urografia, em M2 e M3.

A andlise das laminas foi realizada sem que o examinador
tivesse prévio conhecimento dos grupos estudados. Os segmentos de tecido
foram avaliados quanto a presenca de processo inflamatério, epitelizacdo do
enxerto, presenca de fibras musculares, fibras elasticas, colageno e vasos
sanguineos na lamina propria. A classificacdo destas alteracGes baseou-se
em escore estabelecido de 0 a 3 (0-ausente, 1- leve, 2-moderado e 3-
intenso). A média do escore foi obtida pela analise de 4 campos por lamina.

A intensidade de fibras colagenas, quantidade de fibras
musculares, elasticas e de células inflamatorias foi avaliada de forma
subjetiva, sendo estimada em funcdo da area ocupada na lamina, no
aumento de 20 vezes.

Com relacdo ao epitélio, a presenca de uma a duas camadas
celulares na area cirurgica foi considerada como hiperplasia leve, trés
camadas como moderada e quatro ou mais camadas como hiperplasia

intensa. As avaliagdes foram feitas com aumento de 40 vezes (Figura 4).
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Figura 4 — A- Hiperplasia epitelial leve; B- Hiperplasia epitelial intensa
(HE, 40x).

A ocorréncia de até 3 vasos por campo foi considerada
vascularizacdo leve, 4 a 5 vasos moderada e, acima de 5 vasos por campo,

vascularizacao intensa, observados com aumento de 20 vezes (Figura 5).

A B

Figura 5 — A- Vascularizacao leve(*); B- Vascularizacdo intensa (HE, 40x).
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3.4. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

O estudo do peso corpdreo, envolvendo diferentes
momentos de avaliacdo, foi feto pela analise de variancia para o modelo de
medidas repetidas, em grupos independentes.

Em relacdo as varidveis inflamacdo, hiperplasia, fibras
elasticas, musculares, coladgenas e vasos sanguineos, utilizou-se teste nao
paramétrico de Mann-Whitney para grupos independentes.

O estudo da associacdo ente grupos e ocorréncia de
complicagdes (fistula, estenose) nos diferentes momentos foi realizado o
teste de Goodman para contrastes entre e dentro de populacGes
multinomiais.

Para indicacdo das significancias, foram consideradas letras
minusculas na comparacdo dos grupos, fixado o momento de avaliacdo e
letras maiusculas para comparacdo de momentos de avaliacdo, dentro do
grupo. Duas propor¢des seguidas de uma mesma letra minGscula nédo
diferem entre si quanto as respostas dos grupos. Duas proporc6es seguidas
de uma mesma letra mailscula, ndo diferem quanto as respostas dos
momentos de avaliagdo, dentro do grupo em consideracéo.

Todas as discussdes do presente trabalho foram realizadas

no nivel de 5% de significancia.
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4. RESULTADOS

4.1- PESO CORPOREO DOS ANIMAIS

Os 24 coelhos estudados apresentavam peso médio de 3,1 +
0,3 kg no momento M1. A tabela abaixo contém a média e desvio padrao

do peso dos animais, nos momentos M1 e M3.

TABELA 1 - Média e desvio-padrdo do Peso dos animais (kg),
segundo grupos e momentos de avaliacao.

Pre-operatdrio Resultado por

Grupo M1 90 dias PO M3 momento
AO 2,98 £ 0,26 3,64 + 0,62 p<0,005
TT 3,18 £ 0,37 4,00 £ 0,35 P<0,001
Resultado por 0>0,05 0>0,05

grupo

Na Tabela 1, observamos que os animais de ambos os
grupos apresentaram ganho de peso em M3, com relacdo ao momento M1.
Esta diferenca de peso foi estatisticamente significante dentro do Grupo AO
(p<0,005) e TT (p<0,001). Nao ha diferenca significativa do ponto de vista

estatistico entre 0s dois grupos, nos momentos avaliados.
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4.2- AVALIACAO CLINICA

No Grupo TT, 4 dos 12 animais (33,3 %) apresentaram
estranguria no PO imediato. Destes, 2 evoluiram com severa estenose e
vieram a Obito nos primeiros dias de PO. Um animal apresentou pequena
fistula, com fechamento espontaneo, observada no 26° dia PO. Este animal
evoluiu bem até o final do estudo e houve cicatrizacdo esponténea da
fistula.

No Grupo AO, observou-se no decorrer do estudo que 5
animais (41,6%) apresentaram estranguria, sendo registrados 2 &bitos
(33,3%), - 1 na primeira semana e outro aos 30 dias de PO.

Dos 12 animais operados em cada grupo, seguiram até o
final do experimento, fazendo parte da analise anatomopatoldgica, 10
animais do Grupo AO e 10 animais do Grupo TT. Os animais com 0bito

registrado antes de 90 dias de pds-operatdrio foram excluidos.
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4.3- AVALIACAO RADIOGRAFICA

4.3.1 - AVALIACAO DE ESTENOSE
A tabela abaixo mostra a frequéncia de estenose e sua
respectiva significancia estatistica, nos diferentes grupos e momentos.

TABELA 2 — Frequéncia de resposta da variavel estenose, segundo grupos
e momentos de avaliacao.

Momentos Grupos Estenose N° Animais
AO 4 (0,36) bA 11
M2
TT 0 (0,00) aA 10
AO 4 (0,40) aA 11
M3
TT 3 (0,30) aA 10

No Grupo TT, 10 animais foram submetidos ao exame
radiografico realizado nos momentos M2 e M3 enquanto que no Grupo AO
11 animais foram radiografados em N2 e 10 em M3.

Aos 15 dias de pos-operatorio (M2), 36% dos animais
(4/11) do Grupo AO apresentaram estenose. Houve diferenca significante
em relacdo ao Grupo TT (p<0,05), onde n&o foi observado alteracdo em
nenhum animal. Em 2 animais (18,2%) do Grupo AO, notou-se
irregularidade na parede da uretra, com falhas de preenchimento pelo

contraste, sem estenose (Figura 6).
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Figura 6 — Grupo AO- A- Estenose em M2 (animal 25); B- Estenose e
fistula, com extravasamento de contraste (seta) em M2 (animal 13); C e D-
Urografia do animal 24, mostrando irregularidade na parede da uretra em

M2 e auséncia de estenose em M3, respectivamente.
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Em M3, aos 90 dias de pds-operatério, a incidéncia de
estenose foi de 30% (3/10) para o Grupo TT (Figura 7) e 40% para o Grupo

AO, sem diferencas estatisticas.

Figura 7 — Grupo TT- A e B- Estenose (animal 31 e 19, respectivamente), C
e D - Uretrografias normais (animal 11 e 30). Todas as radiografias foram

realizadas em M3.
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4.3.2 - AVALIACAO DE FISTULA

A Tabela 3 mostra a frequéncia de fistula e sua respectiva

significancia estatistica, nos diferentes grupos e momentos.

TABELA 3 - Frequéncia de resposta da variavel fistula, segundo grupos e
momentos de avaliacao.

Momentos Grupos Estenose N° Animais
AO 1 (0,09) aA 10
M2
TT 0 (0,00) aA 10
AO 3(0,30) bA 10
M3
TT 0 (0,00) aA 10

Nenhuma fistula foi observada pela uretrografia nos
animais do Grupo TT. Apesar de um animal ter apresentado clinicamente
fistula puntiforme, nas radiografias realizadas em M2 e M3 nédo foi
identificado extravasamento de contraste.

Nos animais do Grupo AO, a taxa de ocorréncia de fistulas
foi de 9% em M2 e 30% em M3, apresentando diferenca significativa neste

ultimo momento, comparada ao Grupo TT (p<0,05).
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Os achados radiograficos, expressos em porcentagem,

podem ser observados no Gréafico 1.

100
80-

o 607

©

E *

& > B Grupo AO

S 40+ OGrupo TT
20

Fistula

Estenose

Estenose Fistula

Gréfico 1 — Distribuicdo da porcentagem de ocorréncia de fistula e estenose

nos diferentes grupos, em M2 e M3.
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4.4- AVALIACAO ANATOMOPATOLOGICA DA URETRA

4.4.1 - AVALIACAO MACROSCOPICA

A avaliacdo macroscopica realizada ap0s a eutanésia
possibilitou observar maior aderéncia dos tecidos adjacentes a uretra nos
animais do Grupo AO que possuiam fistula urinaria. Apos fixacdo em
formalina 10%, a sec¢do longitudinal do pénis nos permitiu confirmar a
presenca das fistulas evidenciadas pelo exame radiografico (Figura 8A).
Né&o foi possivel distinguir a aorta implantada do tecido uretral em nenhum

destes animais (Figura 8B.).

Figura 8- A- Fistula (seta) e aspecto uniforme da mucosa uretral, apds fixagdo em
formol (Grupo AO); B- Uretra de um dos animais do Grupo AO, sem limites entre

matriz e tecido normal, apds eutanasia.
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4.4.2 - AVALIACAO MICROSCOPICA

As medianas individuais dos parametros avaliados,

encontradas em cada grupo, estdo apresentadas na Tabela 4.

TABELA 4 — Mediana e valores minimo e maximo das variaveis, seqgundo

grupos.

Y AOG rupos — E\s/t;gft;ca

Inflamacéo 2,0 (1,0-3,0) 1,5 (1,0-3,0) p>0,05
Epitélio 3,0 (2,0-3,0) 1,0 (1,0-2,0) p<0,001*
Vasos 2,5(1,0-3,0) 1,0 (1,0-2,0) p<0,005*

Tec. Conj. 3,0(2,0-30) 20(1,0-30)  p>0,05
F. musculares 1,0 (1,0-2,0) 3,0 (3,0-3,0) p<0,001*

F. Elasticas 2,0 (1,0-3,0) 2,5 (1,0-3,0) p>0,05

A intensidade da reacdo inflamatdria foi comparada em

funcdo dos grupos estudados, por meio da coloragcdo HE, e estd
representada no Grafico 2. 100% dos animais de ambos o0s grupos
apresentaram graus variados de inflamacdo, sendo que a maior porcentagem
de inflamacéo leve foi registrada no Grupo TT (50%). Em 20% dos animais
de ambos o0s grupos ocorreu reacdo inflamatéria intensa (Figura 9),
caracterizada predominantemente por células mononucleares. As diferencas

entre os grupos nao foram significativas (p>0,05).
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Inflamagao

Grafico 2 — Distribuicdo da porcentagem de animais dos diferentes grupos,

segundo a intensidade do infiltrado inflamatorio.

Figura 9 — Infiltrado inflamat6rio intenso na ldmina prépria de animal do

Grupo AO (HE, 20x).
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A hiperplasia epitelial, avaliada pelas laminas coradas com
HE, foi considerada severa em 70% dos animais do grupo AO, com
presenca de 4 ou mais camadas de células localizadas sobre a membrana
basal . Por outro lado, no Grupo TT observou-se maior nimero de animais
com hiperplasia leve, totalizando 60%. Considerou-se presenca de
hiperplasia moderada em 30% dos animais do Grupo AO e 40% do Grupo
TT (Grafico 3). A diferenca entre a hiperplasia observada nos dois grupos

foi significativa, do ponto de vista estatistico (p<0,001).

100+

80
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B Grupo AO
40 O Grupo TT

% animais

20

Leve Moderada Intensa

Hiperplasia epitelial

Gréfico 3 — Distribuicdo da porcentagem de animais dos diferentes grupos,

segundo a intensidade da hiperplasia epitelial.
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O ndmero de vasos sangliineos na lamina propria também
foi avaliado pelo HE e esté representado no Gréafico 4. No grupo AO, 90%
dos animais apresentaram quantidade moderada e intensa de vasos nesta
camada, enquanto que no Grupo TT a maioria apresentou leve quantidade

(80%) (p<0,005).

100+
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B Grupo AO
40 OGrupo TT
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1-3/campo 4-5/campo >5/campo
Vasos sanguineos

Gréfico 4 — Distribuicdo da porcentagem de animais dos diferentes grupos,

segundo a quantidade de vasos sangiineos presentes na lamina prérpia.
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A éarea da lamina propria da uretra ocupada pelo tecido
conjuntivo denso foi analisada pelas ldminas coradas com Tricromico de
Masson. Independente da técnica de uretroplastia realizada, o acimulo leve
de coladgeno ocorreu em pequena porcentagem dos animais. O acumulo
moderado de fibras colagenas foi evidenciado em 75% do Grupo TT,
enquanto que a maior porcentagem de animais com intensa quantidade de
colageno (62,5%) estava presente no Grupo AO (Gréfico 5). Entretanto,
esta diferenca entre os grupos ndo foi significativa pela anélise estatistica

(p>0,05).
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Gréfico 5 — Distribuicdo da porcentagem de animais dos diferentes grupos,

segundo a intensidade de fibras colagenas na lamina propria.
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Para analisar a presenca de fibras musculares na lamina

propria da uretra, também foram examinadas as laminas coradas com TM

(Figura 10). Em 100% dos animais do Grupo TT, observou-se intensa

quantidade de fibras musculares (p<0,001). Nos animais do Grupo AO,

foram identificadas apenas presenca leve (60%) e moderada (40%) de

musculatura. A representacdo destes valores pode ser observada no

Grafico 6.
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Gréfico 6 — Distribuicdo da porcentagem de animais dos diferentes grupos,

de acordo com a presenca de fibras musculares na lamina prdpria.
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A B

Figura 10 — A- Escore 2 para fibras colagenas e 3 para fibras musculares (Grupo
TT), opondo-se a maior quantidade de coldgeno (escore 3) e poucas fibras

musculares (escore 1-seta), mostradas na Figura B (Grupo AO) (TM, 40x).

Ao analisar as laminas coradas pelo Calleja, pode-se notar
a quantidade de fibra elastica presente na lamina prépria da uretra,
representada no Gréafico 7. No Grupo AO, 25% dos animais apresentaram
quantidade leve e 75% quantidade moderada de fibras elésticas na uretra.
Somente animais do Grupo TT apresentaram intensa quantidade de fibras
elasticas (40%). Em duas laminas, posteriormente identificadas como sendo
de animais do Grupo AO, pode-se notar a presenca de focos de fibras

elasticas na lamina propria (Figura 11).
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Gréfico 7 — Distribuicdo da porcentagem de animais dos diferentes grupos,

segundo a intensidade de fibras elasticas (p>0,05).

A

B

Figura 11 — A — Foco de fibras elasticas, desorganizadas (Grupo AO); B-

Disposicdo de fibras elasticas (escore 3) em animal do Grupo TT (CJP,

20x).
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento de matrizes acelulares absorviveis foi
recentemente proposto como uma op¢ao nos casos onde ha necessidade do
uso de substitutos uretrais alternativos. Matrizes obtidas de diferentes
modelos animais tém demonstrado melhor regeneracdo uretral, quando
comparadas com o uso de matrizes absorviveis sintéticas’’. Nossa proposta
foi avaliar a incorporacdo da artéria aorta de suino na uretroplastia tubular
em coelhos.

O coelho é considerado um bom modelo experimental
devido similaridade da anatomia e o tamanho do pénis com o de uma
crianca’®, sendo o animal mais utilizado em pesquisas que envolvem o
reparo de lesdes uretrais. Outras vantagens, também observadas por
diferentes pesquisadores, incluem a facilidade de manipulag¢do dos animais,
baixo custo para manutencdo e simplicidade do acesso cirdrgico®*®. A
histologia da uretra normal e em diferentes condi¢des patologicas é bem
documentada na literatura, facilitando a comparacdo entre os estudos®.
Consideramos ainda a experiéncia do nosso grupo experimental, adquirida
em trabalhos anteriores envolvendo uretroplastias?**.

Enxertos de matrizes acelulares podem ser obtidos de
diferentes fontes doadoras, como submucosa intestinal, bexiga, uretra e
vasos sangiiineos™. A estrutura da matriz fornece um suporte adequado

para replicacdo celular, sendo absorvida e substituida por tecido regenerado
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do hospedeiro. Quando a matriz é tubular, como a artéria, elimina-se o
tempo gasto para a confecgdo do tubo e a linha de sutura longitudinal'®®,
otimizando o tempo cirdrgico. Apesar de estar disponivel na forma tubular,
ndo ha impedimento para que o cirurgido utilize patch da artéria em
reconstrucdes onlay. Em comparacéo as veias, as artérias sdo caracterizadas
por alta susceptibilidade a remocdo de células e melhor preservacdo da
matriz de colageno e elastina®. As veias também apresentam como
inconveniente a maior predisposicdo para formar criptas e polipos®.

A fonte da matriz acelular afeta a qualidade de crescimento
do tecido, mas ainda ndo foi comprovado qual o melhor animal para uso®. A
escolha do animal depende de consideragdes éticas, da proporcdo entre o
material e o receptor, dos custos e da viabilidade para sua obtencdo. No
Brasil, a espécie suina € abatida diariamente para consumo, facilitando o
acesso a matéria-prima para confeccdo das matrizes, com comprimento e
didmetros variados, oferecendo a oportunidade de criacdo de um banco de
tecidos acelulares.

Para que bons resultados fossem obtidos com o uso da
matriz heterdloga, um passo fundamental foi a escolha do método de
descelularizagdo. Este processo confere alta biocompatibilidade a matriz,
por diminuir a antigenicidade do material e a sensibilizacdo do
hospedeiro®. As diferentes técnicas de descelularizacdo propostas

consideram a eficacia da remocdo celular, associada a manutencdo da
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integridade da matriz. N6s optamos pelo método quimico utilizando o
dodecil sulfato de sodio (SDS), considerando-se relatos de sucesso da
descelularizacdo de tecidos vasculares com o uso deste detergente?*,

N&o ha relatos na literatura descrevendo técnicas de
uretroplastia com matriz acelular previamente preparada com SDS. Estudos

233 ou  heterdloga®” obtiveram a

que utilizaram uretra homologa
descelularizagdo por meio do desoxicolato de sodio (DCA). Tanto o SDS
quanto o DCA séo classificados como detergentes i6nicos. A técnica com
DCA, inicialmente descrita por Meezan et al. e modificada por Probst et
al.*” inclui o tratamento prévio com DNAse, um detergente enzimatico. A
associagdo € necessaria, pois o0 DCA usado isoladamente ndo promove
remocéo celular completa.

A acdo do DCA na descelularizagdo de ureter® foi
comparada com outros diferentes tratamentos, incluindo SDS, detergente
ndo-idnico (Triton-X) e detergente enzimatico (tripsina). A melhor taxa de
descelularizacdo e organizacdo das fibras colagenas foi obtida com o
Triton-X, seguida pelo DCA. Entretanto, os detergentes utilizados na
descelularizagdo de matrizes provenientes de tecidos urologicos parecem
ndo ter a mesma eficacia quando utilizados em vasos e valvas sangiineas.
Isto realmente comprova que os protocolos variam de acordo com o tecido

a ser descelularizado®. Como exemplo, tecidos valvares tratados com

Triton-X**" demonstraram perda de substancias que estimulam angiogénese
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e adesdo celular (glicosaminoglicanas, laminina e fibronectina). Remocao
incompleta de células de vasos sanguineos também foi relatada™. Com

relacdo ao DCA, de acordo com Gilbert et al*®

, este detergente tende a
causar grande desarranjo na arquitetura da matriz, quando comparado ao
SDS.

O SDS tem sido associado a eficiente remogdo celular de
tecidos vasculares®®. Mudancgas nas propriedades mecanicas de tecidos
vasculares*® bem como nas concentracdes de colageno e glicosaminas n&o
foram alteradas ap6s o tratamento com SDS*. Utilizamos a concentracéo
de 0,1%, uma vez que as concentragdes superiores a 0,05% estdo
relacionadas & melhor taxa de descelularizag&o e preservacéo da matriz®°.

Amostras de tecido tratadas com alcool etilico 75%, apos a
descelularizacdo, apresentaram concentracdo residual de SDS 23 vezes
menor, com satisfatorio crescimento celular, quando comparadas as
amostras lavadas com solugéo alcalina®. No presente estudo, optamos pelo
armazenamento das matrizes em alcool 70%, diminuindo o efeito residual
do SDS e a possibilidade de contaminacdo dos fragmentos. O resultado
negativo das culturas realizadas aleatoriamente durante o estudo, em todas
as fases do preparo da matriz, confirmaram a esterilizagdo das amostras.

Outro diferencial proposto em nosso estudo foi a utilizacéo
da anestesia epidural. Apesar das particularidades anatbmicas inerentes aos

lagomorfos, que dificultam a intubacdo orotraqueal, a utilizacdo da
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anestesia inalatéria foi citada em diversas pesquisas®>?"*. Porém, néo
foram encontrados relatos de utilizagdo da técnica epidural em
uretroplastias experimentais em coelhos. No presente estudo, a via epidural
proporcionou uma anestesia segura, por um tempo prolongado
(aproximadamente 90 minutos), evitando a necessidade de doses adicionais
de anestésicos, como ocorre quando protocolos dissociativos séo
instituidos?*®. A estabilidade do paciente durante a cirurgia resultou em
auséncia de obitos em decorréncia do procedimento anestésico.

Com relagdo ao procedimento cirdrgico, adotou-se a
distancia de 2 cm do meato uretral externo para a fixagcdo da parte superior
do enxerto, cujo tamanho foi padronizado em 1 cm. Apds a eutandsia, 0
pénis foi retirado em bloco, sendo a uretra incisada longitudinalmente desde
0 pubis até o meato uretral, abrangendo toda a regido do enxerto. Esta
margem de seguranca possibilitou evitar o uso de sutura inabsorvivel para
demarcar a area substituida pela aorta acelular. O fio inabsorvivel pode ter
influéncia negativa no estudo da resposta do organismo ao enxerto?’?°3*
apesar deste procedimento ser adotado em diversos trabalhos experimentais,

4243 o tubulares®™®, A uretra bulbar do

envolvendo uretroplastias parciais
coelho é recoberta por uma escassa quantidade de tecido e a inflamacgéo
local prejudica diretamente o restabelecimento da lesdo uretral®®. Foi
observado ainda que a persisténcia do material de sutura na regido

periuretral est4 associada & ocorréncia de fistulas 2>*,
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A derivacdo urinaria também é considerada controversa no
pos-operatorio de uretroplastias. A auséncia de contato entre a urina e a area
recém-operada pode propiciar melhores condicdes de cicatrizagdo local,
protegendo a anastomose durante a primeira semana**. Quando enxertos sdo
utilizados, a presenca do cateter promove sua estabilizacio®. A imobilidade
e a vascularizacdo do leito receptor garantem a melhor incorporagdo do
enxerto®®. Em estudos experimentais, menores nimeros de complicacdes
foram relatados em animais mantidos com cateterizacdo uretral®?’?®,
Porém, a cateterizacdo prolongada pode causar inflamagdo exacerbada e
ressecamento da uretra, prejudicando a cicatrizacéo™.

Os beneficios obtidos com a manutencdo da sondagem
contrapem-se a algumas dificuldades técnicas, encontradas nos
experimentos com coelhos. Theodorescu et al.*’ relataram a facilidade de
obstrucdo do cateter no pds-operatorio devido a urina concentrada deste
animal, rica em cristais de fosfato. Outro obstaculo comum é a eficaz
manutencdo da sonda. Os resultados satisfatorios com a sondagem bem
como sua permanéncia por tempo determinado foram observados com
maior freqiiéncia nos estudos em que 0s animais eram mantidos contidos no
PO>?%  impossibilitando-os de acessar a regido perineal. Porém,
independente da restricdo fisica, a maioria dos trabalhos refere perda
prematura do cateter">*"?%4°_ Além disso, os coelhos fazem coprofagia e a

restricdo a este habito é considerada fonte de estresse ao animal, podendo
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leva-lo a 6bito. A cistostomia também é referida na literatura como método

44,48

viavel de derivagdo em uretroplastias™™, apesar da maior morbidade do

procedimento.

24
l.

Parnigotto et al.“*, assim como outros autores que utlizaram

222342 n3o mantiveram a

matrizes acelulares em uretroplastia de coelhos
derivacdao urinaria. O baixo indice de complicacdes relatado, mesmo em
reconstrucdes tubulares®, sugere que a presenca da sonda ndo é o principal
fator que interfere na viabilidade do enxerto e paténcia do limen uretral.
Em nosso estudo, optamos por manter a sondagem uretral apenas nas
primeiras 24 horas de PO, sendo que 100% dos animais perderam
espontaneamente o cateter.

Apesar das diferentes técnicas propostas na literatura, a
incidéncia de fistulas uretrocutaneas é ainda considerada a complicacdo
mais comum em uretroplastias’. O material de sutura pode ser fator
predisponente para sua ocorréncia. No presente trabalho, utilizamos &cido
poliglicélico nas uretroplastias. Cimador et al.*®, analisando 535 pacientes
submetidos a correcdo de hipospadia, afirmaram que fios de sutura com
absorc¢do lenta, como o acido poliglicélico, podem reduzir a incidéncia de
fistulas por promoverem um tempo de contato maior entre as extremidades
reparadas. Entretanto, segundo os autores, a meticulosa realizacdo da
técnica e a experiéncia do cirurgido sdo fatores de maior relevancia na

analise das fistulas. Corroborando esta afirmacdo, a origem do fio ndo
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pareceu ter influéncias sobre a casuistica de fistulas observadas em nosso
estudo, uma vez que estas foram detectadas apenas nos animais do Grupo
AO. A ocorréncia das fistulas provavelmente esteve mais relacionada a
pouca vascularizacdo do leito, a instabilidade do enxerto e a interposicéo da
sutura da uretra com a pele.

Inicialmente, j& familiarizados com a anatomia da genitalia
do coelho e sabendo da escassez de tecido que encontrariamos para recobrir
0 enxerto, propusemos um terceiro grupo utilizando tunica vaginal para
envolver a matriz de aorta, com a finalidade de manté-la distante da sutura
de pele. A ocorréncia de estenose e retencdo urinaria foram responsaveis
pelo 6Obito de todos os animais, com menos de 30 dias (Apéndice).
Resultados similares foram relatados por Theodorescu et al.?. Segundo o0s
autores, que utilizaram enxerto tubulizado de tanica na substituicdo uretral,
0s Obitos observados ocorreram em virtude da contragdo das fibras
cremastéricas e conseqliente estenose. Poderiamos ter otimizado o0s
resultados obtidos com o uso de um retalho de tunica, de modo similar ao
realizado por Snow®® para previnir fistulas em correcdes de hipospédias,
com bons resultados. Mas, para ndo alterar o delineamento do estudo e da
aleatoreidade dos procedimentos cirdrgicos, optamos por ndo dar
seguimento a este grupo.

Para identificar as estenoses uretrais, utilizamos a

uretrografia retrograda, método citado em grande parte dos estudos clinicos
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e experimentais”*?°

e considerado o padrdo-ouro para o diagnostico de
estenoses uretrais. A uretrografia identificou diminuicdo do lumen uretral
em animais de ambos os grupos. Apesar do maior nimero de estenoses
observados no Grupo AO, em M3, esta diferenca ndo foi estatisticamente
significante. A simples manipulacdo da uretra delgada e da pele da regido
genital do coelho pode predispor & inflamacdo e fibrose®, causando
estenose, independente do uso de enxertos. A incidéncia de fistula e
estenose observada em nosso estudo é inferior a alguns relatos da

35,51-53

literatura , que chegam a ter indice de 100% destas complicacbes em

3552 porém, no estudo em

reconstrucao uretral tubular com matriz acelular
que h& maior similaridade com nossa metodologia, onde matriz acelular
arterial homoéloga® foi utilizada em coelhos, ndo foram observadas
estenoses em 12 meses de seguimento.

Ainda é relevante ressaltar que os fios de sutura com absor¢édo
lenta, apesar da sua possivel contribuicdo evitando o aparecimento de
fistulas, podem aumentar o risco de estenose devido a prolongada reacao
tecidual durante a absorcéo da sutura®. De fato, ao observarmos as laminas
coradas pelo HE, concluimos que tanto os animais do Grupo AO quanto do
Grupo TT apresentaram inflamacéo uretral moderada na lamina propria,
cujas medianas ndo mostraram diferenca estatistica entre si. A reacdo

inflamatdria caracterizada pelo predominio de células mononucleares

denota a cronicidade do processo. Entretanto, a auséncia de células gigantes
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tipo corpo estranho nos animais do Grupo AO confirmam a antigenicidade
do material utilizado. Na presenca de matrizes extracelulares
biodegradaveis, a reagdo imunogénica ndo deve ocorrer se 0 material foi
adequadamente processado”’.

N&o s6 a reacdo inflamat6ria exacerbada como também o
excesso desorganizado de fibras coldgenas aumentam o risco de estenose
nas uretroplastias®. A resposta do hospedeiro é afetada também pela taxa
de degradacao da matriz. O processo de degradacdo da matriz no Grupo AO
foi acompanhado por maior depésito de fibras coldgenas na lamina propria.
A quantidade de colageno avaliada ndo foi considerada significante do
ponto de vista estatistico, mas a maior concentragdo nos animais que
receberam a aorta mostra que a fibrose € proporcional a injuria cirargica,
como também observado em outras pesquisas com matriz em substituicao
uretral tubular***.

Com relacdo ao Grupo TT, a menor lesdo uretral foi
acompanhada por menor acumulo de colageno. De modo similar a outros
autores, minima ou nenhuma evidéncia de fibrose foi identificada em
pequenas lesdes uretrais, substutidas com patch de matriz acelular®.
Kawano, em 2007%?, ndo observou em seu estudo a correlacéo entre fibrose

e estenose, conforme citado por Trindade Filho®, ambos utilizando patch

de diferentes matrizes. Isto indica que ndo s6 o tamanho da matriz como
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também a sua constituicdo pode interferir no processo cicatricial e formacéo
de fibrose.

Shokeir et al.*® acrescentam ainda que o comprimento
circunferencial do enxerto estd diretamente relacionado a ocorréncia de
fibrose e estenose, o que justifica a maior ocorréncia destas alteragcdes na
presenca de tubos uretrais, como observado pela nossa analise das laminas
coradas com Tricromico de Masson.

A matriz ideal deve também permitir a epitelizacdo de seu
ldmen e promover vascularizacdo®’. Para que isto ocorra, 0 enxerto precisa
ser incorporado ao receptor, ocorrendo cicatrizacdo mediante regeneracao
tecidual da éarea lesionada. Grande parte dos pesquisadores refere o
crescimento do urotélio na matriz acelular 2 a 3 semanas ap0s sua
implantacdo®****, Também observamos completa epitelizacéo da neouretra
dos animais do Grupo AO, com hiperplasia acentuada, caracterizada por 3
ou mais camadas de células epiteliais. A presenca de varias camadas
epiteliais nos animais que receberam matriz também foi demonstrada por
Shaul et al.!, observando o comportamento de enxerto tubulizado de
peritbneo na uretra.

A hiperplasia epitelial do Grupo AO diferiu de modo
significativo da regeneracéo observada na uretroplastia término-terminal do
Grupo TT, caracterizada em sua maioria por 2 camadas celulares. O mesmo

ndo foi encontrado por outros autores, que identificaram 3 a 4 camadas de
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epitélio estratificado colunar em coelhos submetidos a simples
uretrotomia’>.

Abaixo do epitélio, vasos sanguineos e numerosas fibras
musculares orientadas longitudinalmente sdo encontrados na lamina prépria
da uretra®. Observamos que as anélises a respeito da quantidade de vasos
por campo e da ocupacdo dos campos por fibras musculares apresentaram
diferencas estatisticas significantes, sendo que maior nimero de vasos foi
visto nos animais do Grupo AO enquanto que os animais do Grupo TT
apresentaram maiores areas de lamina propria ocupada por fibras
musculares. Resultados equivalentes foram relatados por Sievert et al.*,
que avaliaram uretroplastia término-terminal e implante de matriz acelular
homologa em coelhos, com maior neovascularizacdo nos animais tratados
com o implante e maior quantidade de fibras musculares nas uretroplastias
término-terminais, apos trés meses.

Comparando-se 0 comportamento da matriz uretral acelular
heteréloga e homéloga®, a melhor resposta de regeneracio uretral ocorreu
na matriz homologa, com neovascularizacdo, epitelizacdo e regeneracdo
muscular ocorrendo em maior intensidade e menor tempo, sugerindo que o
enxerto heterdlogo requer um intervalo de tempo maior para ter a mesma
aparéncia histoldgica que o homologo. Ambos 0s enxertos apresentaram

regeneracdo funcional, sem sinais de rejeicao.
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Apesar de termos observado presenca de feixes de fibras
musculares nas uretroplastias com matriz acelular, acreditamos que o tempo
de observagdo dos animais foi relativamente curto para avaliarmos a

1.”® ndo observaram feixes de

efetividade desta regeneracdo. Nuininga et a
fibras musculares no SIS, apds 36 semanas de sua implantacdo uretral,
enquanto que Rotariu® relatou completa regeneracdo de todas as camadas
da uretra, apds 18 semanas.

Em nosso estudo, a matriz acelular de aorta foi utilizada na
uretroplastia do Grupo AO. A aorta € uma artéria elastica, com predominio
de elastina em suas paredes, além de coldgeno e glicosaminoglicanas. No
entanto, alem dos vasos sangiiineos e fibras musculares, a uretra também
possui laminas elésticas, localizadas na lamina prépria®. N&o foi possivel
discernir nestes animais as fibras elasticas uretrais das fibras da matriz.
Apesar de ndo termos encontrado diferenca significativa entre os dois
grupos, 50% dos animais do Grupo TT apresentaram intensa quantidade de
fibras elésticas nas laminas coradas pelo Calleja. A menor agressdo
cirargica promovida pela uretrotomia foi responsavel pela maior
integridade da estrutura uretral original. Por outro lado, o fato de n&o
termos encontrado maior quantidade de fibras elasticas nos animais do
Grupo AO, que receberam uma matriz rica neste componente, nos permite
afirmar que aos 3 meses grande parte deste material havia sido absorvido.

Em alguns animais foi possivel visualizar aglomerados desorganizados de
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fibras elasticas na lamina propria, logo abaixo do epitélio, sugerindo
resquicios de matriz.

As alteragcdes histopatologicas que caracterizaram 0S
diferentes grupos estudados ndo possibilitaram determinar macro ou
microscopicamente os limites entre a matriz acelular e a uretra normal.
Outros autores que realizaram uretroplastia tubular em coelhos citam a
impossibilidade de diferenciacdo entre a matriz e a uretra, com um periodo
de observacdo semelhante?**>!. Diversos artigos que utilizaram matrizes
acelulares em reconstrucdo parcial de uretra referem integracdo completa,
em média aos 90 dias *****®, Deve-se considerar, entretanto que a area dos
enxertos tubulares é proporcionalmente maior, se comparada ao enxerto
onlay, necessitando de um tempo maior para completa absorcdo. Atala et
al.* afirmou ser dificil definir o periodo exato para que ocorra o completo
remodelamento devido as varias fontes de matrizes. Quando matriz arterial
homdloga foi utilizada na uretroplastia de coelhos, observou-se integracéo
apos 3 meses, mas a disposicdo de fibras coldgenas e musculares similar a
uretra normal foi vista apenas com 12 meses®*. Acreditamos que o periodo
proposto em nosso estudo foi relativamente curto para observarmos
completa reorganizacdo da estrutura uretral.

Mesmo considerando 0S sucessos ap0s reconstrucdes
tubulares, tanto em ensaios experimentais® como clinicos, resultados

obtidos com enxertos onlay de matriz permanecem superiores, semelhante
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ao que ocorre com enxertos autélogos. A faixa de uretra que permanece
integra nas reconstrugdes onlay diminui a contragdo circunferencial do
enxerto, mantendo sua estabilidade e alinhamento. A maior preservagdo de
tecido que ocorre nas uretroplastias onlay atua como um bom leito para o
enxerto, garantindo neovascularizacdo mais rapida e eficiente nestes
modelos®.

Os beneficios proporcionados pelo uso de matriz acelular
incluem sua pronta utilizacdo e regeneracao uretral, mas estenoses ainda
ocorrem em altas proporces nos materiais tubulares®***%, Para otimizar
nossos resultados, consideramos que algumas possibilidades seriam
aumentar o didmetro do enxerto, realizar suturas obliquas e sobrepor a
matriz um retalho vascularizado de tanica vaginal.

Poderiamos ainda associar cultura de células do
hospedeiro, feita a partir de bidpsia prévia, ao uso da matriz. Alguns
estudos que realizaram semeadura dos tubos com cultura de células®™*
relatam indices superiores de sucesso . Os resultados promissores, com
significativa diminuicdo de complicagbes nestes grupos, pode ser a

alternativa futura para viabilizar a implantacdo das matrizes acelulares em

seres humanos.
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6. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

1. O método desenvolvido no presente estudo, utilizando SDS e alcool, foi
eficiente para promover a descelularizacdo e conservagdo da aorta,

tornando-a uma matriz acelular para pronta utilizagao.

2. N&o houve diferenca significante na incidéncia de estenose entre o0s
grupos AO e TT no momento M3, mas a ocorréncia de fistula foi maior

nos animais do Grupo AO.

3. A matriz acelular heter6loga utilizada na uretroplastia de coelhos
apresentou boa integracdo para o periodo estudado, com intensa
epitelizacdo e vascularizagdo. Contudo, neste periodo ndo houve

regeneracdo muscular satisfatoria.
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llustracdes referentes ao grupo associando o uso da tunica vaginal a

matriz acelular — realizacéo da técnica em 6 animais.

Figura I- A e B — llustragdo do retalho vascularizado de tdnica, envolvendo a matriz; C-

Fistula e estenose, observadas aos 15 dias de PO; D- Estenose.
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ANEXO 1 - Certificado da Comissio de Etica na Experimentacio Animal
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