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Introduccion: El objetivo de este trabajo es determinar si la submucosa
de intestino delgado de cerdo (SIS) mantiene la misma capacidad regene-
rativa cuando la uretroplastia es realizada en uretras dafiadas.
Materiales y métodos: Se utilizaron 30 conejos Nueva Zelanda, todos con
lesion en la uretra péndula. Un mes posterior a la injuria uretral, todos los
animales fueron randomizados y separados en dos grupos: 1) grupo con-
trol y 2) grupo uretroplastia. Los animales fueron sacrificados a las 2, 4,
12, 24y 36 semanas luego de la dltima cirugia. Las uretras fueron extrai-
das para andlisis histolégico e inmunohistoquimico. Antes de sacrificarlos
se les realizd uretrografia y cistoscopia a todos los animales.

Resultados: A las dos semanas se evidencié una monocapa continua de
epitelio estratificado en ausencia de fibras musculares. Al mes, el epite-
lio no mostrd cambios, con algunas fibras musculares correspondiendo a
vasos de neoformacién. Después de 3 meses aument6 la concentracion de
fibras musculares, sin modificacion a los 6 6 9 meses. La distribucion fue
irregular, con mayor concentracién en los sitios de anastomosis y menor
concentracion en el centro del injerto.

Conclusiones: SIS promueve regeneracidn en uretras dafiadas, donde se
evidencié una demora en la epitelizacion y distribucién anormal de las
fibras musculares lisas. El dafio uretral causado por los traumatismos
interfiere con el proceso normal de cicatrizacion.

PALABRAS CLAVE: Regeneracion uretral, estenosis de uretra, SIS.

Introduction: To determine whether small intestine submucosa has the
same regenerative capacity when urethroplasty is performed in injured
urethras.

Materials and methods: Our experiment was carried out in 30 New Zealand
male rabbits, all of which had urethral injury. One month after the injury,
all the animals were randomized into two groups: 1) a control group, 2) an
onlay urethroplasty with SIS group. The animals were sacrificed 2, 4, 12,
24, and 36 weeks after urethroplasty, and their urethras were removed for
histological and immunohistochemical examination. Before the scheduled
sacrifice, urethrography and cystoscopy were performed.

Results: After 2 weeks, there was evidence of a continuous monolayer of
stratified epithelial cells and absence of smooth muscle fibers. One month
later, the epithelium showed no changes from the previously observed fea-
tures but some smooth muscle fibers (representing newly formed vessels)
became apparent. After 3 months, the graft showed increased concentra-
tion of smooth muscle fibers. After 6 and 9 months, the density of smooth
muscle cells remained unchanged. Fiber arrangement was irregular, parti-
cularly at the anastomosis site. Epithelial and smooth muscle phenotypes
were confirmed by immunohistochemistry using anti-pan-citokeratin (AE1/
AE3) antibodies and anti-alpha-smooth muscle actin, respectively.
Conclusions: SIS promotes regeneration in traumatized urethras, with
slightly delayed epithelialization and abnormal distribution of smooth mus-
cle. Urethral damage caused by trauma interferes with the normal healing
process.
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INTRODUCCION

La reconstruccién de la uretra péndula masculina tanto
para patologia congénita como adquirida sigue siendo un
reto para los ur6logos. Miés de 200 técnicas diferentes se
han desarrollado para tratar hipospadias y estenosis ure-
trales, la mayoria utilizando piel de pene o prepucio’
Se han documentado complicaciones relacionadas con
estas técnicas quirtirgicas como crecimiento de pelos, es-
tenosis, retraccion de los injertos, diverticulos en los col-
gajos y estenosis>*>%7, Se han utilizado también mucosa
bucal, vesical, tiinica vaginalis, parches dérmicos, etc,,
tanto experimentalmente como en la practica clinica®.
La utilizacién de tejidos no genitales provoca morbili-
dad en el sitio dador. Recientemente se ha descripto una
matriz colégena xenogénica, no inmunogénica obtenida
del intestino delgado del cerdo denominada submucosa
de intestino de cerdo (SIS) que induce regeneracién de
varios tejidos en multiples lugares'. El mecanismo exac-
to por el cual produce regeneracién es desconocido, es-
tando actualmente bajo investigacién. SIS ha demostra-
do la regeneracién de las tres capas de la vejiga en ratas
y perros''2, Histolégicamente, la respuesta del huésped
a SIS es una reaccién de cicatrizacién fibrovascular con
neovascularizacién, infiltracién inflamatoria, con fibro-
blastos y remodelacién. Dado que fueron alentadores
los resultados sobre regeneracién vesical en animales, se
probd con uretras de conejos obteniendo regeneracién
del epitelio y del musculo liso. Pero todos los estudios
fueron realizados en animales sanos, en 6rganos que no
tenfan dafo previo. Sin embargo, los pacientes candi-
datos a recibir una uretroplastia con injerto de SIS no
tienen uretras normales. Por esta razén, el objetivo de
este estudio en conejos es determinar si SIS mantiene la
misma capacidad regenerativa cuando la uretroplastia se
realiza en uretras enfermas o lesionadas.

MATERIAL Y METODOS

Animales: Un total de 30 conejos Nueva Zelanda, pe-
sando entre 2,5 y 3,5 kg, durmiendo en celdas indivi-
duales a temperatura constante 17-18°C con 50-55%
de humedad, 12 horas de ciclos luz/oscuridad, con li-
bre acceso a comida y agua corriente. Luego de 2 sema-
nas de cuarentena, los animales hicieron ayuno durante
la noche anterior a la cirugia. La primera cirugia reali-
zada a todos los animales consistié en una uretrotomia
y cietre con sutura no reabsorbible para posterior iden-
tificacién. Al mes de dicha cirugia, todos los animales
fueron randomizados a grupo control (a los que no se
les realiz6 nueva cirugia) o grupo “uretroplastia” (se les
realiz6 una uretroplastia “onlay” utilizando SIS) sin cé-
lulas sembradas sobre dicha matriz colagena.
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Obtencién de SIS: SIS fue obtenida segin protocolo
previamente publicado por el Dr. Badylak y colaborado-
res' con algunas modificaciones. En resumen, el intes-
tino delgado del cerdo es retirado dentro de los 10 mi-
nutos de la eutanasia del cerdo y colocados en solucién
fisioldgica. Posteriormente son cortados en segmentos
de 10-20 centimetros y el mesenterio es removido. Lue-
go se lo corta siguiendo el borde mesentérico y se quita
la capa externa seromuscular. El intestino se evierte y
la capa mucosa se elimina utilizando gasas hiimedas,
dejando una fina membrana grisicea de 0,1 mm de es-
pesor. Dicha membrana es posteriormente decelulari-
zada utilizando Tritén X-100 al 0,5% + Azida Sédica
al 0,1% durante 48 horas en agitacién constante a 200
RPM y 37°C en un agitador orbital (Thermo Scien-
tific). Las membranas decelularizadas son cortadas en
rectingulos de 3x4 cm, esterilizadas en 6xido de etileno
y guardadas hasta su uso.

Lesién uretral (Primera cirugia): La induccidn fue
realizada con Ketamina 35 mg/kg (IM) y Xilazina al
20% 5 mg/kg (IM). Luego los conejos fueron colocados
en la mesa de operacién en posicién supina. Posterior-
mente se realiz6 intubacidn orotraqueal y el manteni-
miento de la anestesia se hizo con Isofluorano al 2%,

Figura 1. (A) Lesion a 1,5 cm del meato uretral. (B) La
lesion se sutura con material no reabsorbible para iden-
tificacion futura.

39



Figura 2. (A) Sutura de SIS sin células. (B) Uretroplastia
Onlay.

bajo ventilacién espontdnea. Se rasuraron los animales,
previo a la antisepsia, la que fue realizada con iodopo-
vidona y luego campos estériles fueron colocados de-
jando el drea genital y abdomen inferior libre. Se colocé
catéter K31 en uretra lubricado con Xylocaina jalea y se
realizé uretrotomia con tijera a 1,5 cm del meato ure-
tral y suturado con una“X” de prolene “4-0” para futura
identificacién (Figura 1).

Uretroplastia “onlay”: Los conejos fueron anestesia-

dos y preparados como fuera mencionado arriba para
la primera cirugfa. Con K31 en la uretra, el punto de
prolene fue identificado y resecado un parche de 1 cm
de didmetro. La SIS se orienté con el lado mucoso hacia
la cara luminal de la uretra y fue suturada utilizando
sutura continua de vicryl 5-0 a los bordes del defecto
uretral. Luego una capa de tejido celular fue reaproxi-
mado sobre el defecto y la piel fue suturada con vicryl
4-0. Puntos de prolene 4.0 a proximal y distal fueron
utilizados como sutura de referencia al momento del
sacrificio (Figura 2).

Uretrografia y cistoscopia: A todos los animales se rea-
lizé uretrografia retrograda y cistoscopia, previo al sacri-
ficio. Luego de sedarlos con fenobarbital, se colocé un
catéter K31 en el meato uretral y se inyect6 contraste io-
dado mientras se realizaba radioscopia. Luego con la uti-
lizacién de un cistoscopio pedidtrico (Wolf, Alemania)
se practicd cistoscopia para visualizacién de la uretra.

Esquema de sacrificio: Todos los animales fueron sa-
crificados con una sobredosis de pentobarbital a las 2,
4,12, 24 y 36 semanas luego de la tltima cirugia. Los
conejos fueron rasurados, el pene seccionado entre las
suturas no reabsorbibles y colocados en formol al 4%
para fijacién del material.

Histologia: Se realizé evaluacién macroscépica y mi-
croscopica dela pieza. Las mismas se colocaron en pa-
rafina confeccionando un taco que fue posteriormente
cortado con micrétomo y tefido con Hematoxilina y
Eosina y Tricrémico de Masson y evaluados bajo mi-
croscopia éptica. También se practicé inmunohistoqui-
mica a los cortes, para marcar el epitelio se usé anti-
cuerpos anti-pancitokeratinas AE1/AE3 (Chemicon
Internacional, INC) y el musculo liso con anticuerpos
anti-alfa actina (Novocastra Laboratories LTD, United
Kingdom) y vistos bajo microscopio de fluorescencia

(Figura 3).

Figura 3. Tincién con anticuerpos Pan-citokeratina (verde). (A) Dos semanas post uretroplastia, epitelio estratificado con
areas de monocapas; (B) Nueve meses post uretroplastia, epitelio normal.
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Figura 4. Tincién con Tricromico de Masson. (A) Uretra
normal; (B) Uretra, 9 meses post uretroplastia: (1) uretra
normal; (2) zona periférica; (3) zona central.

Software y estadistica: Se utiliz6 el programa Image]J
1.44p para contar celular en las muestras y se utiliz6 el
test de student a dos colas del paquete estadistico STA-
TAS para evaluar diferente distribucién de musculo
liso en las muestras.

RESULTADOS

Todos los animales sobrevivieron a ambas cirugfas sin
ninguna evidencia de infeccién o dificultad miccional.
Dos animales en el grupo control y uno en el grupo
uretroplastia presentaron estenosis. Tres fistulas se
evidenciaron en el grupo uretroplastia. Ningtin animal
fue cateterizado en el postoperatorio de ambas ciru-
gias, por lo tanto no se observd ningin inconveniente
relacionado con los catéteres como fuera descripto por
otros autores que si usaron sondas uretrales. La ure-
trografia fue realizada antes del sacrificio agendado, las
mismas evidenciaron estenosis de la uretra péndula en
dos animales del grupo control (uno sacrificado a las
cuatro semanas y el otro a las doce semanas) y en uno
del grupo uretroplastia (sacrificado a las veinticuatro
semanas). A su vez se pudo ver por este método tres
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fistulas en la uretra péndula en el grupo uretroplastia
(un animal a las cuatro, doce y veinticuatro semanas).
La cistoscopia fue hecha posterior a la uretrografia, se
pudo ver en aquellos casos en los que no se encontré
estenosis y fistula en un epitelio normal incluso alos 15
dias post uretroplastia, evidenciando el normal proceso
de epitelizacién del parche de SIS con células uretrales.

GRUPO URETROTOMIA: En todos los tiempos
de sacrificio se observé un epitelio columnar con tres a
cuatro capas de células de espesor en el lumen uretral.
Fibras musculares se observaron alrededor de la zona
de uretrotomia donde se pudo ver células inflamatorias
con dreas de hemorragia y zonas de fibrosis.

GRUPO URETROPLASTTA: No se observé forma-
cién de diverticulos o retraccién completa del parche de
SIS. Microscépicamente se evidencid a los 15 dias un
epitelio completo con tres a cuatro capas de espesor de
células epiteliales con algunas dreas conteniendo una
monocapa de células epiteliales. Se observd, en esta
instancia, presencia de la matriz coligena completa-
mente infiltrada por células inflamatorias, con ausencia
de células musculares lisas. La uretra de los animales
sacrificados al mes post uretroplastia mostrd epitelio
columnar normal de tres a cuatro capas de espesot, con
ausencia de sectores conteniendo monocapas de células
epiteliales. Se observaron restos de matriz coldgena con
menor densidad de células linfoides y ausencia de fibras
musculares lisas. Solo se observaron algunas células
musculares lisas formando pequefios vasos de neofor-
macién. A las doce semanas el epitelio siguié sin cam-
bios, ya no se observaron restos de SIS y comenzaron
a observarse fibras musculares lisas desorganizadas, sin
seguir un patrén determinado, con mayor densidad a
la altura de los sitios de anastomosis. A las veinticuatro
semanas se observé reemplazo completo de la matriz
coldgena y se vio gran concentracién de células muscu-
lares lisas a nivel de los sitios de la anastomosis y menor
densidad en el centro del parche (p <0,05). A las treinta
y seis semanas casi no se observaron diferencias con las
uretras evaluadas a las veinticuatro semanas (Figura 4).

DISCUSION

Los materiales biocompatibles estin siendo utilizados
ampliamente en medicina regenerativa. Dentro de los
biomateriales mds utilizados en urologia se encuentra
la submucosa de intestino delgado porcino (SIS) usado
originariamente para ampliar vejigas en ratas y perros',
Tanto en animales como en humanos se comprobé que
SIS promueve la migracién celular® y la organizacién

tridimensional de dichas células dentro del andamio
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biol6égico'. Las causas por las que SIS promueve pro-
cesos regenerativos estdn relacionados con factores de
crecimiento, neovascularizacién, reepitelizacién y de-
diferenciacién tisular'. En algunos estudios se pudo
documentar que SIS es ripidamente degradada por
el huésped dentro de las tres semanas post implante'”.
Si bien SIS es una membrana no inmunogénica, se ha
observado reaccién inflamatoria alrededor del injerto'
que posibilitarfa la degradacién del material o quizas
promueva los procesos de neovascularizacién'®, Dado
la aceptacién cada vez mayor de SIS por parte de los
investigadores se comenz6 a utilizar para el reemplazo
de 6rganos huecos como la uretra. Esto estd particular-
mente relacionado con que la uretra es un 6rgano de
simple funcionamiento, ya que solo conduce orina des-
de la vejiga hasta el exterior del cuerpo y a que es de
simple acceso. Diferentes técnicas para reparar uretras
en animales se han publicado utilizando SIS; la mas
ampliamente utilizada es la uretroplastia “onlay” (par-
che) y la uretroplastia tubular. Ambas técnicas pueden
hacerse con o sin células sembradas. Varios trabajos han
demostrado regeneracién uretral en animales, como
este trabajo publicado por Badylak y cols. en 1998%,
donde comparé tres grupos diferentes de conejos a los
que se les realizd tratamientos distintos. A un grupo
se le realizé solo uretrotomia, al segundo uretroplastia
con colgajo prepucial y al tercer grupo injerto “onlay”
con SIS sin células sembradas. Luego de tres meses
de seguimiento, observaron completa epitelizacién de
la mucosa, con un epitelio estratificado de tres a cua-
tro capas de células. Las fibras musculares lisas fueron
irregulares y discontinuas careciendo de distribucién
normal. Un afio mds tarde, Atala y cols.”’ usando como
matriz coldgena submucosa de vejiga porcina y el mis-
mo modelo animal, pero con un seguimiento mayor,
describié al igual que Badylak, completa regeneracién
de la capa epitelial. A los dos meses las fibras muscu-
lares lisas eran discontinuas e irregulares y a los seis
meses la organizacién de las fibras musculares era nor-
mal. Por lo tanto, pudieron concluir que seis meses son
suficientes para obtener una uretra casi indistinguible
de una uretra normal. El mismo grupo del Dr. Atala,
en el afio 2002,%! publicé un trabajo en conejos donde
comparé uretroplastias tubulares sembradas con célu-
las y uretroplastias tubulares sin células. A un grupo
se le tomé6 una pequefia biopsia de vejiga y las células
uroteliales fueron cultivadas in vitro y luego colocadas
en una matriz coligena construyendo un tubo que se
utilizé como injerto tubular y se lo comparé con igual
procedimiento pero sin células. Lo que observaron, lue-
go de seis meses de seguimiento, fue que los segmentos
sin células presentaron epitelio irregular, misculo liso
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desorganizado y todos tuvieron estenosis o colapsaron;
en cambio, los injertos tubulares sembrados con células
no se estenosaron, tuvieron un aspecto normal ante la
visién macroscopica, el epitelio fue normal y presenta-
ron fibras musculares lisas organizadas comparables
con una uretra normal. El-Assmy y cols.”” en 2004
compararon distintas técnicas de reparacién uretral en
animales. Los grupos con uretroplastia “onlay” con SIS
comercial sin células e injerto tubular acelular fueron
seguidos durante tres meses y observaron en el grupo
“onlay” epitelizacién completa con falta de regeneracion
del musculo liso y en los injertos tubulares hubo fistulas
y estenosis en todos los casos.

Para resumir los conceptos actuales, se sabe que
cuando se utiliza un parche de cualquier matriz colge-
na menor a un centimetro de diimetro, no se necesita
colocar células sobre los andamios biolégicos, en cam-
bio para parches mayores de 1 centimetro de didmetro
o injertos tubulares, se necesitan células para su éxito™.

Pero todos estos trabajos fueron realizados en ani-
males sanos, con uretras normales, pero los pacientes
candidatos a una uretroplastia no tienen uretras salu-
dables, sino que presentan algin tipo de malformacién
congénita o traumatismo uretral o falla de alguna ci-
rugia previa. Por este motivo pensamos en la manera
de mejorar nuestro modelo animal para obtener datos
mds precisos y tener mejor informacién para trasladar
a nuestros pacientes. Por eso pensamos en un modelo
animal con lesion uretral previa, para evaluar si el poder
regenerativo de SIS es mantenido en un ambiente de
dafio tisular y fibrosis. Por eso realizamos una diseccién
uretral leve, seguido de uretrotomia y cierre a manera
de dafio uretral y al mes reparamos el dafio ventral de
la uretra a través de una uretroplastia onlay con SIS
sin sembrar y evaluamos los cambios histolégicos en
el tiempo. Con respecto al epitelio, ya a los quince dias
post uretroplastia se observé epitelizacién completa de
SIS en forma columnar, salvo algunas dreas cubiertas
con una monocapa de células epiteliales. Al mes y de alli
en adelante el epitelio se vio normal. Las células mus-
culares lisas no aparecieron en ninguno de los animales
sacrificados a los quince dias, ni al mes post uretroplas-
tia. A los tres meses se comenz4 a visualizar fibras mus-
culares lisas irregulares, discontinuas. A los seis meses
se evidencié mayor densidad de fibras musculares pre-
dominantemente en los sitios de las anastomosis. A
los nueve meses, la distribucién no cambié, siendo casi
idéntica a lo observado a los seis meses.

La uretra que obtuvimos no es histolégicamente
normal, la pregunta que arroja esta afirmacidn es: ¢de-
beria usarse? Ya que cuando se utilizan otros tejidos



como dermis, mucosa bucal, etc.,, histolégicamente
estos tejidos no se parecen a una uretra normal y, sin
embargo, tienen buenos resultados. Por ello deberian
hacerse estudios para demostrar si esta uretra obtenida
por medio de ingenieria de tejidos, pese a no ser morfo-
l6gicamente igual a una uretra normal, puede ser usada
como injerto con resultados comparables.

DISCUSION

Nuestro estudio sugiere que SIS promueve regenera-
cién en uretras dafadas. El andlisis histolégico de las
uretras mostrd un patrén anormal, con retraso en la epi-
telizacién y anormal distribucién de las fibras muscula-
res lisas. Por lo tanto, nuestro modelo animal se asemeja
mis a la realidad de nuestros pacientes que los modelos
animales sin lesion previa uretral, ya que el dafio causado
por trauma interfiere con el proceso normal de cicatriza-
ci6én. Este es el motivo por el cual creemos que nuestro
modelo animal podria ser ttil en el futuro para analizar
el desarrollo de nuevos biomateriales.
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