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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste trabalho é apresentar um estudo estrutural e
ontegenético do Uraco em fetos humanos normais e da bexiga de fetos
humanos normais e anencéfalos durante o segundo trimestre gestacional.
Materiais e Métodos: Cinquenta e nove fetos foram utilizados, 47 normais
(22 do sexo masculino e 25 do sexo feminino) e 12 anencéfalos (5 do sexo
masculino e 7 de sexo feminino) com idade variando entre 13 e 23 SPC. Os
componentes fibrosos da matriz extracellular, o tecido muscular e a luz do
uraco foram analisados através de métodos estereoldgicos e bioquimicos.
Resultados: A luz do uraco encontrava-se fechada na 18% SPC nos sexos
masculino e feminino. O epitélio de transicdo no uraco foi facilmente
identificado em fetos com idade inferior a 17 SPC, nos quais a luz
encontrava-se aberta. Nos fetos com idade > 18 SPC, ndo foram
visualizados o epitélio porque a luz encontrava-se fechada. Ocorreu um
aumento estatisticamente significativo de tecido conjuntivo nas bexigas de
fetos anencéfalos e uma reducdo tambem significativa do tecido muscular
na bexiga dos fetos anencefalos em comparagcdo com os normais. A analise
bioquimica mostrou um aumento na concentra¢do de colageno total nas
bexigas dos fetos anencéfalos em comparag¢do com os fetos normais.
Conclusdes: O fechamento da luz do draco ocorre na 172 SPC. Apés o
fechamento, observa-se a auséncia de epitélio de transicdo em seu interior,
uma diminuicdo de tecido musculae e um aumento de colageno tipo I, o
que pode indicar uma remodelagem na formacdo do tecido fibroso. Os
dados obtidos podem ser utilizados no estudo do desenvolvimento do Uraco
e da drenagem do tracto urindrio embrionario. As alteracdes estruturais
observadas na bexiga podem sugerir a existéncia de alteracdes funcionais
na bexiga dos fetos anencefalos.

Palavras-chave: Uraco, bexiga, feto, anencefalia



ABSTRACT

Objective: The objective of this work is to present an ontogenetic and
structural study of the urachus in normal human fetuses and of the bladder
in normal and anencephalic fetuses during the second gestational trimester.
Material and Methods: Fifty nine fetuses were used, 47 normal (22 male
and 25 female) and 12 anencephalic (5 male and 7 female) with ages
between 13 and 23 weeks post conception (WPC). Stereological and
biochemical methods were used to analyse the extracellular matrix fibrous
components, smooth muscle and the urachal lumen.

Results: The urachal lumen was closed at the 18th WPC in both males and
females. The transitional epithelium in the urachus was clearly identified
in fetuses until the 17th WPC, in which the urachal lumen was open. In
fetuses aged > 18 WPC, the urachal epithelium was not visualized because
the urachal lumen was closed. We observed a significant increase in the Vv
of connective tissue in the bladders of anencephalic fetuses and a
significant decrease in the Vv of smooth muscle cells in the bladders of
anencephalic fetuses when compared to normal fetuses. The biochemical
analyses showed a higher concentration of total collagen in the bladders of
anencephalic fetuses when compared to normal fetuses.

Conclusion: Urachal lumen closing occurs in the 17th WPC. After the
lumen closing, we notice an absence of the transitional epithelium in its
interior, a decrease in the amount of smooth muscle and an increase in type
| collagen, which indicates a characteristic remodeling in fibrous tissue
formation. The data obtained in the present study can be used as basic
knowledge related to the development of the urachus and embryonic
urinary tract drainage. The structural alterations of the bladder found in this
study can suggest the existence of functional alterations in the bladder of
anencephalic human fetuses.

Key-words: urachus, bladder, fetuses, anencephaly
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INTRODUCAO

Uraco

O Uraco é uma estrutura tubular localizada entre a bexiga urinaria e o
umbigo, derivada da obliteracdo do alantéide [1]. Apds o nascimento, o
uraco varia de 3 a 10 cm de comprimento por 8 a 10 mm de didmetro [2]. O
uraco € constituido por trés camadas, a mais interna formada por epitélio de
transicdo, a intermediaria formada por tecido conjuntivo e a mais externa
formada por tecido muscular que se continua com o detrusor da bexiga [3].

Entre a 4% e a 5% semana do desenvolvimento fetal, a bexiga,
localizada préxima a regido umbilical, migra para a regido pélvica e
posiciona-se proxima ao pubis [1]. Durante a migracdo da bexiga, a luz do
uraco estreita-se e progressivamente fecha-se, tornando-se um cordéo
fibroso que conecta a cupula da bexiga ao umbigo [1]. ApoGs o0 nascimento,
essa estrutura vestigial recebe o nome de ligamento umbilical mediano [4].
O momento do fechamento do draco e as suas dimensdes ainda s&o
desconhecidos.

As anomalias do draco sdo raras, com uma incidéncia de 1:5000
nascimentos, sendo mais encontradas no sexo masculino, e detectadas
comumente ao nascimento [5,6]. As anomalias de draco podem estar
associadas a outras anomalias genitourinarias incluindo refluxo
vesicoureteral, ectopia renal cruzada e hipospadia. As anomalias de Uraco
mais comuns sdo Uraco totalmente desobstruido (patente), dilatacéo cistica
e diverticulo uracal [1,6]. Na populacdo adulta, tumores malignos de Uraco
sdo raros e surgem predominantemente a partir do epitélio, sendo o
adenocarcinoma o mais freqiente [7]. O sexo masculino é afetado por
cancer de Uraco duas vezes mais que 0 sexo feminino e aproximadamente

33% dos casos ocorrem em pacientes com menos de 55 anos de idade [4].



Os conhecimentos da estrutura do uraco e do seu desenvolvimento
sdo importantes para o entendimento da drenagem do tracto urinario
embrionario. Antes da ruptura da membrana cloacal, o ducto mesonéfrico
abre-se na cloaca e provavelmente transporta a urina produzida pelos
ductos mesonéfricos no inicio da 5% semana gestacional. [8]. Durante esse
periodo, 0 Uraco patente pode servir como saida temporaria de urina.
Estudos especificos sobre o desenvolvimento do Uraco em fetos humanos

SA0 escassos.

Bexiga urinaria

A bexiga urindria € um orgdo muscular oco que recolhe a urina
produzida pelos rins e funciona como um reservatorio temporario [1]. E
constituida por mucosa (revestida por epitélio de transi¢cdo), camada
muscular e adventicia [9].

A bexiga fetal normal é visualizada aproximadamente na décima
semana gestacional devido ao inicio da producdo de urina nesse momento,
mas as opinides sobre o inicio da producéo de urina variam da 112 até a 162
semanas de gestacdo baseado em ultrasonografias [10,11,12].

Newman et al (1989) descreveu que a bexiga fetal humana passa por
uma série de transformacdes em seu desenvolvimento da 13?2 até a 21°
semanas gestacionais finalmente adquirindo um urotélio tipico e uma
camada muscular bem desenvolvida. Até a 112 semana gestacional a parede
da bexiga é formada por mesenquima e este gradualmente amadurece em
tecido conjuntivo frouxo. O colageno torna-se aparente por volta da décima
terceira semana gestacional.

O colageno e a elastina sdo componentes importantes da parede da
bexiga que participam do seu funcionamento. O colageno proporciona

resisténcia de tensdo, porém, um acUmulo excessivo pode inibir a



contratilidade da bexiga e a conducdo dos impulsos elétricos através da
parede. A elastina proporciona ao tecido elasticidade e pode ajudar na
complacéncia. [14].

No tecido muscular o seu papel é proporcionar sustentacdo, da
mesma forma que os tenddes no tecido esquelético. Desta maneira, como o
musculo liso ndo apresenta tenddes, necessita de uma maior quantidade de
colageno [14].

O musculo detrusor da bexiga € um dos que apresenta a camada mais
espessa de musculo liso. Ele é responsavel pela principal fungdo da bexiga,
armazenamento e eliminacdo da urina. Em algumas condices patoldgicas,
como a HPB, valvulas posteriores de uretra, espinha bifida e danos no
corddo espinhal, a organizacdo e a funcdo do musculo detrusor sdo
profundamente alteradas. Essas alteracGes levam a complacéncia anormal
de bexiga e subseqiiente pressdo intravesical elevada, a qual ndo sendo

tratada ocasiona danos renais [15].

Anencefalia

Os defeitos de tubo neural séo uma das mas-formacgdes mais comuns
do sistema nervoso central, com uma prevaléncia ao nascimento de 1:1000
[16].

A anencefalia ¢ a ma-formacdo de tubo neural mais agressiva,
resultante do ndo fechamento do tubo neural na base do cranio que ocorre
entre a terceira e quarta semanas (do dia 26 ao 28) ap0s a concepcao,
deixando os ossos que formam a cabeca pouco desenvolvidos. O cérebro
fica incompleto e o tecido cerebral remanescente permanece exposto O
encéfalo se apresenta sem parte ou sem todo o cerebro e o tecido encefalico
remanescente é freqlentemente lesado pela exposicdo ao liquido amnidtico.

O nascimento de criancas mortas € uma consequéncia comum da



anencefalia fetal, mas alguns fetos anencéfalos nascem vivos com cérebro
rudimentar. Porém, a auséncia de um cerebro funcional os deixa incapazes
de ter consciéncia e de sentir dor, embora os reflexos do tronco cerebral
possam ocasionar a¢cdes como respirar e ocasionalmente respostas ao som e
ao toque. Anencéfalos recém-nascidos ndo sao viaveis ou trataveis e a sua
sobrevida é medida em horas ou dias. [17,18].

A patogenia da anencefalia ainda é controversa. Tanto uma falha no
fechamento do tubo neural quanto uma reabertura apos o fechamento
podem ser hipoteses. [19,20,21].  Alguns estudos sugerem que a
anencefalia se origina da exencefalia, na qual o tecido cerebral ndo coberto
pelas meninges, pelo cranio e pela pele € progressivamente destruido no
utero [22].

Apesar dos conflitos éticos, a literatura apresenta alguns artigos
sobre o uso de orgéos de fetos com anencefalia para transplante [23, 21,
24,25].

A estrutura da bexiga de fetos humanos anencéfalos é desconhecida

até o momento.
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OBJETIVOS

Os objetivos desta tese sdo realizar um estudo estrutural e
ontogenético do Uraco de fetos humanos normais, observando a cronologia
do fechamento da sua luz e analisando possiveis diferencas estruturais entre
0s sexos masculino e feminino; e realizar um estudo estrutural da bexiga de

fetos humanos normais e anencéfalos do segundo trimestre gestacional.
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MATERIAL E METODOS

O Projeto foi realizado na Unidade de Pesquisa Urogenital, e foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario
Pedro Ernesto, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) com o
protocolo nimero 1918-CEP/HUPE (Anexo 1).

Foram utilizados 59 fetos humanos sendo 47 normais e 12
anencefalos. Dos 47 fetos normais, 25 eram do sexo feminino e 22 eram do
sexo masculino. Dos 12 fetos anencéfalos, 5 eram do sexo masculino e 7
eram do sexo feminino. Nenhum dos fetos estudados apresentou morte
relacionada ao aparelho urogenital. Todos apresentavam bom estado de
preservacdo. Os fetos utilizados neste estudo foram doados pelo Instituto
Fernandes Figueira.

A idade gestacional dos fetos foi determinada em semanas pos-
concepcéo (SPC), de acordo com o critério do comprimento do maior pé
(Figura 1). Eram feitas 3 medidas de cada um dos pés, direito e esquerdo.
Em seguida era feita a media entre as 3 medidas de cada um dos pés.
Aquele que apresentasse a maior média seria utilizado para a determinacao
da idade gestacional. Atualmente, esse critério é o pardmetro mais aceito
para o célculo da idade gestacional [26, 27, 19; 28, 20]. Também foram
determinados 0 comprimento cervix-coccix dos fetos e o seu peso corporal
Imediatamente antes da dissec¢do, sendo que todas as medidas foram feitas

pelo mesmo examinador.



Figura 1: Determinacdo da idade gestacional através da medida do maior pé com
um paquimetro de precisao.

Apos as medidas, os fetos foram cuidadosamente dissecados com o
auxilio de um microscépio esteroscopio com aumento de 16/25X. O Uraco

e a bexiga foram removidos, juntamente com o bloco urogenital.

Analise estereoldgica

A Dbexiga e o Uraco foram separados das outras estruturas e fixados
em formalina tamponada 10%. Realizou-se processamento histoldgico de
rotina para inclusdo em parafina e, em seguida, foram feitos cortes de 5 um
de espessura com intervalo de 200 um entre cada um deles. Foram
estudados a area da luz do uraco, o tecido muscular, o tecido conjuntivo, as
fibras do sistema elastico e o colageno através de métodos histoquimicos,
imunohistoquimicos e bioquimicos.

Os cortes eram corados com hematoxilina-eosina para verificar a
integridade do material. Foi utilizado o Tricrbmico de Masson para

quantificar o tecido conjuntivo e o tecido muscular e para determinar a area



da luz do Uraco; Resorcina Fucsina de Weigert com prévia oxidacdo para
observacdo das fibras do sistema elastico; e Vermelho de Picro Sirius com
polarizacdo para observacdo dos diferentes tipos de colageno. O tecido
muscular, o tecido conjuntivo e as fibras do sistema elastico foram
quantificadas por método estereoldgico [29].

Cinco cortes foram corados, e cinco campos foram selecionados em
cada corte. Assim, de cada feto eram analisados 25 diferentes campos de
cada um dos fetos estudados. Todos os campos selecionados foram
fotografados em aumento de 400x e as imagens capturadas com a utilizacéo
do microscopio Olympus BX51 e da cadmera Olympus DP70. As imagens,
em seguida eram transferidas para o software Image Pro. As fibras foram
quantificadas com a utilizacdo do software Image J (versdo 1.34s; National
Institute of Health, Bethesda, MD) para a determinacdo da densidade

volumétrica (Vv) de cada componente.

Era sobreposta uma grade de 100 pontos a area do tecido selecionada.
Com relagédo aos cortes corados pelo Tricromico de Masson, 0s pontos que
se encontravam sobre a coloracdo azul eram colocados como tecido
conjuntivo e 0s pontos que se encontravam sobre a colora¢do vermelha eram
colocados como tecido muscular (Figura 2). Era determinada a média dos
dados obtidos em cada feto para que fosse realizada a analise estatistica. Ja
para a determinacdo da area da luz do Uraco era realizado o contorno do
epitélio. As imagens no aumento de 400x, eram capturadas e digitalizadas

da mesma forma que na analise descrita anteriormente (Figura 3).



Figura 2: Fotomicrografia da bexiga com a grade de 100 pontos do software
Image J sobreposta ao tecido para quantificagdo. Feto do sexo feminino com 15 SPC.
Coloracéo Tricromico de Masson. 400x.

Figura 3: Fotomicrografia do Uraco mostrando a regido selecionada para a
determinacdo da area da luz. Feto do sexo masculino com 14,5 SPC. de Coloragéo

Tricrémico de Masson. 400x.



Analise imunohistoquimica

Para a analise por imunohistoquimica, foram utilizadas laminas silanizadas
para melhor fixacdo do tecido, e os anti-corpos utilizados foram colageno
tipos | e 111 ( ABCAM ab6308-100® e ABCAM ab6310-100®). A etapa
de reativacdo antigénica foi realizada em banho de tampdo TRIS-EDTA
(pH 9.0) overnigth a 60°C. Os cortes também foram submetidos ao
blogueio da peroxidase endogena e incubados em camara umida com
reagente A (Invitrogen®) para o bloqueio dos sitios antigénicos. Apds o
bloqueio, foi colocado o anticorpo primario, permanecendo em camara
umida. Em seguida foram incubados nos reagentes B (anticorpo
secundario) e C (streptavidina). Os cortes foram revelados ao abrigo da luz

com o uso do diaminobenzidina (DAB).

Analise bioguimica

Para as analises bioquimicas do colageno, as amostras foram fixadas
em acetona. A concentracdo de colageno total no tecido foi determinada
por método colorimétrico de dosagem de hidroxiprolina. Em seguida, 5 a
14 mg de tecido seco, foi hidrolizado em HCL 6N por 18 horas a 118°C,
como previamente descrito [30]. O ensaio foi realizado em seguida
utilizando o método da cloramina T [31]. Os resultados eram expressos em

micrograma de hidroxiprolina por miligrama de tecido seco.
Anélise estatistica
As médias eram comparadas estatisticamente através do Teste — T

ndo pareado utilizando o software Graph Pad Prism. As diferencas eram

consideradas estatisticamente significativas quando p<0.05.
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RESULTADOS

Os fetos estudados apresentavam idade entre 13 e 23 SPC, peso
corporal entre 60 e 950g e comprimento cervix-coccix entre 9.5 e 20.5 cm.
A tabela 1 evidencia os dados dos fetos utilizados para a analise do Uraco.
A tabela 2 evidencia os dados dos fetos normais utilizados para analise
estrutural da bexiga.

A tabela 3 evidencia os dados dos fetos com anencefalia.



Tabela 1: A tabela evidencia os dados referentes aos fetos cujos Uracos foram utilizados
nesse trabalho: M: masculino; F: feminino, idade gestacional em semanas pos
concepcao (SPC), peso corporal em gramas (g) e comprimento cervix-coccix em
centimetros (cm).

FETOS NORMAIS — ANALISES URACO

SEXO IDADE (SPC) PESO (g) COMPRIMENTO (cm)
M 17 300 73
F 204 455 19.3
M 16.4 245 165
M 153 125 133
F 137 120 122
F 13 60 95
M 20 400 185
F 195 285 185
M 18 365 185
F 174 280 16
M 18 280 16
M 173 280 17
F 164 155 14
M 16.2 230 155
F 165 220 16
M 18.2 300 15
F 17 295 16.4
F 16.2 215 16.1
M 178 350 177
F 193 300 18.9
F 18 300 165
F 16.1 200 16
F 16.6 225 16
F 145 105 125
F 186 335 165
F 178 280 155
M 147 165 13
M 155 190 13
M 175 245 15
M 16.6 150 145
F 174 290 16
F 18.4 350 17
M 16.6 185 15
M 15.9 185 145
F 18.2 405 18
M 185 145 155
M 176 190 16
M 145 90 12
F 19.4 400 18
M 16.4 220 15




Tabela 2: A tabela evidencia os dados referentes aos fetos cujas bexigas foram
utilizadas nesse trabalho: M: masculino; F: feminino, idade gestacional em semanas
po6s-concepgdo (SPC), peso corporal em gramas (g) e comprimento cervix-coccix em
centimetros (cm).

FETOS NORMAIS — ANALISES BEXIGA

SEXO | IDADE (SPC) PESO(g) | COMPRIMENTO (cm)
M 14.2 125 13
M 14.7 165 13
M 155 190 20
F 15.7 260 155
M 15.9 185 145
M 16.3 195 15
F 16.5 300 16.2
M 16.6 150 145
F 16.6 225 16
F 173 140 14
F 174 290 16
M 175 245 15
M 176 190 16
F 17.8 285 155
F 17.8 280 155
F 18.2 405 18
F 18.2 285 153
F 19.4 400 18
M 21 580 20.5
F 23 950 24




Tabela 3: A tabela evidencia os dados referentes aos fetos anencéfalos cujas bexigas
foram utilizadas nesse trabalho: M: masculino; F: feminino, idade gestacional em
semanas pos-concepcdo (SPC), peso corporal em gramas (g) e comprimento cervix-
coccix em centimetros (cm).

FETOS ANENCEFALOS - ANALISES BEXIGA

SEXO | IDADE (SPC) PESO (g) COMPRIMENTO (cm)
F 18 265 13
F 18.8 170 14
F 18.9 230 14
M 19 230 14
F 19.3 245 14
F 19.6 330 145
M 19.6 280 14
F 20.1 280 145
M 20.2 340 165
M 21.2 420 155
F 21.2 320 145
M 21.9 340 165




Uraco
Area da luz e epitélio

Ao comparar a idade gestacional com a area da luz do draco,
observou-se uma correlagdo negativa, tanto no sexo masculino (r = -
0.9666; 95% IC - 0.9923 a - 0.8611) quanto no sexo feminino (r = - 0.9462;
95% IC - 0.9875 a - 0.7832) (Figura 4). Quanto maior a idade gestacional,
menor a area da luz do Uraco. A area variou de 1.676 (17 SPC) a 16.301
(13 SPC). O seu fechamento ocorreu na 18% SPC em ambos os sexos. O
epitélio de transicdo no uUraco foi identificado nos fetos que apresentavam
luz aberta (Figura 5). Nos fetos com idade gestacional maior ou igual a 18
SPC o epitélio ndo foi visualizado porque a luz encontrava-se fechada
(Figura 6).
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Figura 4: Os graficos evidenciam a correlacdo negativa ou inversa entre a idade
gestacional e a area da luz do Uraco nos sexos masculino e feminino. Quanto maior a

idade gestacional, menor a area da luz do Uraco que oblitera-se a partir da 172 SPC.



Figura 5: Fotomicrografias da luz do Uraco fetal e do seu epitélio em corte transversal.
Feto do sexo masculino com 14 SPC em diferentes aumentos. A) Viséo geral do uraco.
Epitélio e tecido conjuntivo. Coloracdo Tricromico de Masson. 40x. B) Luz do Uraco
fetal e do seu epitélio em corte transversal. Feto do sexo masculino com 14 SPC.

Coloracdo: Tricrdmico de Masson 1000x.



Figura 6: Fotomicrografias da luz do Uraco fetal e do seu epitélio em corte transversal.
A) Observa-se a luz se fechando. Feto do sexo masculino com 17 SPC. Coloracao:
Tricrdmico de Masson Aumento: 200x. B) Luz do uraco fetal completamente
obliterada. N&o se observa mais a presenca do epitélio. Feto do sexo masculino com 20

SPC. Coloragéo: Tricromico de Masson. Aumento:1000x.



Tecido Conjuntivo

O draco apresentou uma quantidade maior de tecido conjuntivo em
relacdo ao tecido muscular, em ambos os sexos, masculino e feminino. As
anélises quantitativas (Figura 7) mostraram um aumento estatisticamente
significativo (p = 0.0439) na densidade volumétrica de tecido conjuntivo no
uraco dos fetos do sexo feminino (67.64%; 95% IC 55.64 — 79.63) quando
comparado aos fetos do sexo masculino (58.38%; 95% IC 34.97 — 61.81).
Ao comparar a idade gestacional com a quantidade de tecido conjuntivo foi
observada uma correlacdo positiva apenas no sexo feminino (r = 0.9368;
95% IC 0.8442 — 0.9751) (Figura 8).
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Figura 7: Grafico comparativo da quantidade de tecido conjuntivo no Uraco entre 0 sexo

masculino e feminino. Existe uma maior quantidade de tecido conjuntivo no sexo
feminino em relacdo ao sexo masculino e essa diferenca é estatisticamente significativa
(p = 0.0439).



IG x Tecido conjuntivo - Masculino

125+ _
® tec. coni.

100+ n

L] L] L] ' |
10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 225

Idade gestacional

IG x Tecido conjuntivo - Feminino
125+ o
®  Tec. conjuntivo
100+ m EN

754 .
50+ L

25+

0 L] L] L] L] L]
10.0 125 15.0 17.5 20.0 22.5

Idade gestacional

Figura 8: Os graficos evidenciam a correlacdo positiva entre a quantidade de tecido
conjuntivo no Uraco e a idade gestacional apenas no sexo feminino.



Tecido Muscular

As analises quantitativas demonstraram que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa do tecido muscular do Uraco entre 0s sexos
masculino (23.02%; 95% IC 15.58 — 30.48) e feminino (18.43%; 95% IC
9.61 — 23.32). Ao comparar a idade gestacional com a quantidade de tecido
muscular, observou-se uma diminuicdo estatisticamente significativa deste
tecido nos fetos com maior idade gestacional (feminino: r = - 0.8280, 95%
IC - 0.9298 a -0.6083; masculino: r = - 0.6324, 95% IC - 0.8399 a -
0.2635). Porém apenas no sexo feminino foi observada uma correlacéo
inversa ou negativa, indicando que quanto maior a idade gestacional dos
fetos do sexo feminino, menor a quantidade de tecido muscular no Uraco

dos mesmos (Figuras 9, 10 e 11).
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Figura 9: Grafico comparativo da quantidade de tecido muscular no Uraco entre 0s sexos

masculino e feminino. N&o existe diferenca significativa entre os grupos (p = 0.1475).



Figura 10: Fotomicrografias do uraco fetal mostrando o tecido muscular em cote
transversal. A) Grande quantidade de tecido muscular (vermelho) em feto do sexo
feminino com 15 SPC. Coloragéo: Tricromico de Masson. Aumento: 200x. B) Reducéo
de tecido muscular em um feto do sexo feminino com 20 SPC. Coloracdo: Tricromico

de Masson. Aumento: 200x.
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Figura 11: Os graficos evidenciam a correlacdo inversa ou negativa entre a quantidade

de tecido muscular no Uraco e a idade gestacional apenas no sexo feminino.



Sistema elastico

N&o foram observadas fibras do sistema elastico em nenhum dos
Uracos analisados. Elas foram observadas apenas nas artérias umbilicais e

demais vasos sanguineos do uraco (Figura 12).

Figura 12: Fotomicrografias do uraco fetal mostrando a presenca das fibras do sistema
elastico apenas nos vasos, A) Aspecto geral do Uraco mostrando a auséncia de fibras do
sistema elastico no tecido conjuntivo. Feto do sexo masculino com 14 SPC. Coloracéo:
Resorcina Fucsina de Weigert com prévia oxidacdo. Aumento: 40x. B) Artéria
umbilical com a presenga das fibras do sistema eléstico. Resorcina Fucsina de Weigert

com prévia oxidagdo. Aumento: 400x.



Colageno

Através da imunohistoquimica foi observada uma predominancia de
coldgeno tipo Il em fetos mais jovens (Figura 13). Ja através da
observacdo das fibras de coladgeno através da polarizacdo observou-se nos
fetos mais jovens uma predominéncia da cor verde e nos mais velhos uma
predominédncia da cor vermelha (Figura 14). Isso pode sugerir uma
predominancia de colageno tipo | nos fetos mais jovens e do colageno tipo

Il nos fetos de maior idade.

Figura 13: Fotomicrografia do uraco fetal mostrando através da marcacdo por
imunohistoquimica a distribuicdo das fibras de colageno tipo Il1l. Feto com 15 SPC.

Anti-colageno tipo I1l. Aumento: 400x.
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Figura 14: Fotomicrografias do Uraco fetal mostrando a distribuicdo das fibras de
coladgeno. A) Feto com 18 SPC predominando a coloracdo vermelha. B) Feto com 13

SPC predominando a coloracdo verde. Coloracdo: Vermelho de Picro Sirius com

polarizagdo. Aumento: 200x.



A concentracdo de colageno total no draco dos fetos do sexo
masculino (45,656 ng-OHpro/mg; 95% IC 35.46 — 55.86) e do sexo
feminino (42,308 pg-OHpro/mg; 95% IC 35.50 — 49.11) avaliada por
métodos bioquimicos ndo apresentou diferencas entre os grupos (p =
0.5912). Nos fetos do sexo feminino, a concentracdo de coldgeno total
aumentou com a idade, porém, nos fetos do sexo masculino ndo foi
observada nenhuma correlagdo com a idade (feminino: r = 0.9022, 95% ClI
0.009715 — 0.9936; masculino: r = 0.1906, 95% IC - 0.7347 a 0.8680).



Bexiga Urinaria
Tecido conjuntivo

As analises estereol6gicas mostraram um aumento estatisticamente
significativo (p<0.0001) na quantidade de tecido conjuntivo na bexiga dos
fetos anencéfalos (69.71 %; 95% IC: 68.02 £ 71.39) quando comparados
aos normais (52.74 %; 95% IC: 48.90 + 56.57) (Figura 15). Ao comparar a
idade gestacional dos fetos com a quantidade de tecido conjuntivo (Figura
16), ndo foi observada nenhum tipo de correlacdo nem no grupo de fetos
normais (r = -0.5520; 95% IC: -35.48 £ 39.58) e nem no grupo de fetos
anencefalos (r = 0.5125; 95% IC: 21.11 + 26.80).
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Figura 15: Grafico comparativo da quantidade de tecido conjuntivo na bexiga dos fetos
normais e dos fetos anencéfalos. Observa-se um aumento significativo de tecido

conjuntivo na bexiga dos fetos anencéfalos.
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Figura 16: Auséncia de correlacdo entre a quantidade de tecido conjuntivo na bexiga e a

idade gestacional nos grupos normal e anencéfalo.



Tecido muscular

As bexigas dos fetos anencéfalos (23.96%; 95% IC: 21.11 + 26.80)
apresentaram uma diminuicéo significativa estatisticamente (p<0.0001) na
quantidade de tecido muscular em relacdo aos fetos normais (38.35%; 95%
IC: 35.96 + 40.75). Nao foi observada nenhuma correlagdo entre a idade
gestacional e a quantidade de tecido muscular nas bexigas dos grupos
normal (r = 0.3211 95% IC: -0.1416 £ 0.6687) e anencéfalo (r = -0.17724;
95% IC: -0.6818 + 0.4418) (Figuras 17, 18 e 19).

MUSCULO LISO
s0- p<0.0001

—

0 T
Normal Anencéfalos
Figura 17: Grafico comparativo da quantidade de tecido muscular na bexiga dos fetos

normais e dos fetos anencéfalos. Observa-se uma reducdo significativa de tecido

muscular na bexiga dos fetos anencéfalos.
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Figura 18: Auséncia de correlacdo entre a quantidade de tecido muscular na bexiga e a
idade gestacional nos grupos normal e anencéfalo.



N\
AR

Figura 19: Fotomicrografias de bexigas de fetos mostrando a presenca do tecido
muscular ns grupos. A) Bexiga de feto anencéfalo com 18 SPC. B) Bexiga de feto

normal com 18 SPC. Coloragéo: Tricromico de Masson. Aumento: 400X.



Sistema elastico

N&do foi observada a presenca de fibras do sistema elastico em
nenhum dos fetos analisados. Como mostram as imagens, as fibras do

sistema elastico foram observadas apenas nos vasos sanguineos.

Figura 20: Fotomicrografias de bexigas de fetos mostrando as fibras do sistema elastico
presentes apenas nos vasos sanguineos. (system fibers. A) Feto normal com 13 SPC. B)
Feto anencéfalo com 20 SPC. Coloracdo: Resorcina Fucsina de Weigert com prévia
oxidagéo pela oxona. Aumento: 100x.



Colageno

A analise bioguimica apresentou um aumento estatisticamente
significativo (p < 0.02) na concentracdo de colageno total nas bexigas dos
fetos anencéfalos (48117ug-OHpro/mg; 95% IC: 32.38 + 42.33) em
comparacao as bexigas dos fetos normais (37354 pg-OHpro/mg; 95% IC:
39.71 + 56.52).

A analise qualitativa (imunohistoquimica) demonstrou a presenca de
colageno tipo Il em ambos 0s grupos, entretanto as bexigas do grupo
anencefalo apresentaram uma marcagdo mais intensa deste.

Com relagdo ao colageno tipo I, este foi observado em pequena
quantidade em ambos os grupos. As fotomicrografias de cortes corados
com Vermelho de Picro Sirius com polarizacdo apresentaram uma grande
diferenca de cores entre os grupos. Essa diferenca de cores, como ja foi
descrito anteriormente pode sugerir alteraces na organizacgéo das fibras de

colageno nas bexigas dos fetos anencéfalos.
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Figura 21: Grafico comparativo da concentracdo de colageno total entre as
bexigas dos grupos normal e anencéfalo. O grupo anencéfalo apresentou um aumento

significativo em comparacéo ao grupo normal.



Figura 22: Fotomicrografias de imunohistoquimica de bexiga de fetos normais e
anencéfalos mostrando a distribuicdo das fibras de coladgeno tipo Ill. A) Feto
anencéfalo. B) Feto normal. Imunohistoquimica anti-colageno tipo I11. Aumento: 400x.



Figura 23: Fotomicrografias de bexiga de fetos normais e anencéfalos mostrando
a distribuicdo das fibras de colageno. A) Feto anencéfalo 20SPC. (B) Feto normal 19

SPC. Coloracdo: Vermelho de Picro Sirius com polarizacdo. Aumento: 400x.
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DISCUSSAO

O alant6ide surge no décimo sexto dia do periodo embrionario como
uma estrutura tubular fina derivada do saco vitelino. O alantdide € continuo
com a parede ventral da cloaca de um lado e com a parede abdominal
(umbigo) do outro. A porc¢édo ventral da cloaca origina a bexiga depois da
divisdo da cloaca pelo seio urogenital, portanto, inicialmente, a bexiga se
estende até o umbigo [1]. Com o crescimento da bexiga e sua posterior
descida até a pelve, sua conexao apical ao alantoide permanece, originando
0 Uraco, uma estrutura que progressivamente se oblitera com o
desenvolvimento da bexiga. Existem controversias sobre a exata
contribuicdo do alantoide e da porcdo ventral da cloaca na formacédo do
uraco [7, 32].

O momento preciso do fechamento do Uraco € controverso, sendo
relatado entre a décima quinta e a vigésima semanas p0s-concepcéo [33, 4,
5]. No entanto nenhum trabalho cita com exatiddo a partir de qual semana
gestacional a luz do uraco encontra-se obliterada. Em nossa amostra nos
fetos com menos de 16 SPC, o Uraco apresentava sua luz patente e com
4rea maior do que 8000 um?. Todos os fetos estudados com mais de
dezessete SPC tinham a luz do uraco obliterada, tanto no sexo masculino
guanto no sexo feminino.

A partir da 172 SPC, quando a luz do draco encontrava-se fechada
observamos uma diminuicdo do tecido muscular do Uraco em ambos 0s
sexos e uma maior quantidade de colageno tipo | no Uraco a partir desta
idade. Outra modificacdo que ficou evidenciada foi em relacédo ao epitélio
de transicdo. Todos os fetos com mais de 17SPC e que ja tinham a luz do
uraco fechada, ndo apresentavam o epitélio de transicdo. Nos fetos com

menor idade gestacional o epitélio de transicdo era bem evidenciado em



toda a extensdo do Uraco. Essas alteracdes estruturais sdo sugestivas de
uma modificacdo tecidual que originard um tecido fibroso.

Em nossa amostra observamos que ocorreu uma predominancia de
colageno tipo Il no Graco dos fetos mais jovens e uma predominadncia de
colageno tipo | nos fetos que ja apresentavam a luz do Uraco fechada. Esse
achado confirma que ocorre uma grande modificacéo tecidual na bexiga
fetal antes do fechamento do Uraco. Atraves da quantificacdo bioquimica
observamos um aumento nas concentracdes de colageno total nos fetos
femininos com maior idade gestacional. Ja nos fetos do sexo masculino
ndo observamos uma correlacdo positiva entre a concentracdo de colageno
total e a idade.

As alteracGes do sistema elastico estdo envolvidas na formagéo de
tecidos fibrosos, no entanto ndo foi observado em nenhum dos casos
estudados em nosso trabalho a presenca de fibras do sistema eléstico no
uraco. Isso pode indicar que este componente da matriz extracelular forma-
se apenas a partir do terceiro trimestre gestacional na bexiga fetal. Estudos
prévios evidenciaram a presenca de fibras do sistema elastico em outros
orgéos do sistema genito-urindrio em fetos humanos [34].

Bastos (2004) observou um sistema elastico fino e escasso no tecido
do corpo esponjoso de um feto com 15 semanas de gestacdo e em um feto
com 36 semanas de gestacdo observou a trabécula do corpo esponjoso
delimitando extensos espacos vasculares. As fibras do sistema elastico séo
abundantes e organizadas em fetos mais velhos [34]. Esse estudo indica
que as fibras do sistema elastico no sistema urogenital fetal sdo mais
evidentes e desenvolvidas no terceiro trimestre gestacional. Nossa amostra
era composta de fetos do segundo trimestre gestacional, periodo onde
provavelmente as fibras do sistema elastico ainda estdo se formando na

bexiga fetal.



As anomalias do U(raco mesmo sendo raras acometem mais
individuos do sexo masculino que do feminino [7, 1, 6,35]. Em nosso
trabalho observamos que existem algumas diferencas estruturais no draco
fetal entre os sexos em uma mesma idade gestacional. A mais relevante
diferenca estrutural é que a quantidade de tecido conjuntivo €
significativamente maior nos fetos do sexo feminino quando comparados
aos do sexo masculino. Além disso foi observado apenas no sexo feminino
uma correlacdo positiva entre a quantidade de tecido conjuntivo e a idade
gestacional. 1sso significa que com o aumento da idade gestacional ocorria
também o aumento da quantidade do tecido conjuntivo no sexo feminino, o
que n&o ocorria nos fetos do sexo masculino.

E dificil especular se a menor quantidade de tecido conjuntivo
presente nos fetos do sexo masculino poderia explicar a maior incidéncia
de anomalias uracais em pacientes do sexo masculino. Seriam necessarios
estudos estruturais em pacientes portadores de patologias uracais de ambos
0S sexos, com a quantificacdo do tecido conjuntivo nesses pacientes para
confirmar essa hipotese.

O conhecimento da estrutura da bexiga em fetos anencéfalos é de
grande importancia, pois existem relatos de transplante de fetos
anencefalos para doadores com insuficiéncia renal cronica onde a bexiga
foi utilizada para a derivagédo urinaria [36].

A bexiga fetal é visualizada aproximadamente na décima semana
gestacional devido ao inicio da producédo de urina nesse momento, mas as
opinibes sobre o inicio da producdo de urina variam da 112 até a 16°
semanas de gestacdo baseado em ultrasonografias [10, 11,12]. A bexiga é
formada a partir de células mesenquimais e do endoderma. A maior parte
da bexiga urinaria se origina da parte vesical do seio urogenital enquanto
que a area do trigono é derivada da absorcdo da regido caudal do ducto

mesonéfrico na bexiga em desenvolvimento [37].



A bexiga fetal humana passa por uma série de transformacgdes em seu
desenvolvimento da décima terceira até a vigésima primeira semanas
gestacionais finalmente adquirindo um urotélio tipico e uma camada
muscular bem desenvolvida. Até a decima primeira semana gestacional a
parede da bexiga é formada por mesenquima e este gradualmente
amadurece em tecido conjuntivo frouxo. O colageno torna-se aparente por
volta da décima terceira semana gestacional [13].

O colageno e a elastina sdo componentes importantes da parede da
bexiga que participam do seu funcionamento. O colageno proporciona
resisténcia de tensdo, porém, um acumulo excessivo pode inibir a
contratilidade da bexiga e a conducdo dos impulsos elétricos através da
parede. A elastina proporciona ao tecido elasticidade e pode ajudar na
complacéncia [14], no tecido muscular o seu papel é proporcionar
sustentacdo, da mesma forma que os tenddes no tecido esquelético. Desta
maneira, como o masculo liso ndo apresenta tenddes, necessita de uma
maior quantidade de colageno [14].

O colageno ¢ responsavel por proporcionar tensdo de resisténcia aos
tecidos. A quantidade de coldgeno é aumentada na obstrucdo cronica de
bexiga nos adultos humanos. Porém, um estudo sobre a obstrucdo de
bexiga fetal humana mostrou que embora a quantidade total de colageno
tenha aumentado ele é proporcional a quantidade de musculo, o qual
aumenta também em resposta a obstrucéo. Se todo o colageno for removido
do tecido muscular liso sua forca de ativacdo serad reduzida. De maneira
interessante, o acumulo anormal de colageno encontrado em bexigas
obstruidas pode diminuir a contratilidade muscular aléem de afetar a
complacéncia da bexiga [14]. Observamos um aumento significativo na
qguantidade de coladgeno total nas bexigas de fetos anencéfalos com
predominéncia do colageno tipo IlI.

O musculo detrusor da bexiga é um dos que apresenta as camadas



mais espessas de musculo liso. Ele é responsavel pela principal funcédo da
bexiga, armazenamento e eliminacdo da urina. Em algumas condicdes
patoldgicas, como a hiperplasia prostatica benigna (HPB), valvulas
posteriores de uretra, espinha bifida e danos no corddo espinhal, a
organizacdo e a fun¢do do musculo detrusor sdo profundamente alteradas.
Essas alteracdes levam a complacéncia anormal de bexiga e subsequente
pressao intravesical elevada, a qual ndo sendo tratada ocasiona danos renais
[15]. Nos fetos com anencefalia observamos uma diminuicdo significativa
da musculatura lisa.

Analises histologicas do desenvolvimento da bexiga revelam que o
musculo liso desenvolve-se inicialmente na periferia da bexiga, adjacente a
superficie da serosa. O sinal do epitélio deve estar apto para cruzar todo o
mesénquima da submucosa até atingir a sua regido mais externa. Outra
explicacdo € que 0 mesénquima embrionario da submucosa que
eventualmente se tornard a lamina prépria da bexiga age como um
mecanismo intermediario de sinalizacdo. Em outras palavras, a submucosa
esta apta a transmitir o sinal epitelial para a periferia da bexiga sem sofrer
diferenciacdo em masculo liso. O tecido conjuntivo e/ou a membrana basal
podem agir como canais de sinalizacdo ou mediadores da diferenciacéo.
[38]. Mesmo que a bexiga amadureca e a camada de musculo liso aumente
em tamanho, uma submucosa bem definida separa o urotélio da camada
muscular. O desenvolvimento da arquitetura da bexiga implica que o sinal
deve atravessar a submucosa. [38]. Na bexiga dos fetos anencéfalos
observamos uma quantidade maior de tecido conjuntivo do que nas bexigas
de fetos sem anomalia o que pode sugerir uma alteracdo no

desenvolvimento completo da camada muscular da bexiga.
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CONCLUSAO

O fechamento da luz do dUraco ocorre na 172 semana pds-concepcao.
Apos o fechamento de sua luz notamos a auséncia do epitélio de transicao
no seu interior, a diminuicdo na quantidade de tecido muscular e um
aumento de colageno tipo I, o que indica um remodelamento caracteristico
na formacéo de tecidos fibrosos. N&o foram encontradas fibras do sistema
elastico em nenhum dos fetos estudados. O Uraco dos fetos femininos
apresentou uma quantidade de tecido conjuntivo significativamente maior
guando comparados com os fetos masculinos.

A bexiga dos fetos anencéfalos apresentou alteracdes estruturais
significativas em relacdo aos fetos sem anomalia. Os fetos anencéfalos
apresentaram uma maior quantidade de tecido conjuntivo, uma menor
quantidade de mdsculo liso e uma maior quantidade de colageno total e
colageno do tipo Ill. Essas diferencas podem indicar que a bexiga de fetos

anencefalos apresenta alteragdes funcionais.
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