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RESUMO

O uso pré-operatério da testosterona topica na corregdo da hipospadia visa
aumentar o tamanho peniano de forma a obter melhores resultados cirurgicos. O uso
tépico do estradiol vem sendo associado a melhora da qualidade da pele em outros sitios
anatbmicos, mas seus efeitos ainda ndo foram bem esclarecidos em meninos com
hipospadia. Este estudo procura avaliar os efeitos primarios da administragdo hormonal
toépica na espessura da epiderme e na expressdo do colageno dérmico na pele do
prepucio de meninos com hipospadia. Pacientes foram randomizados em trés grupos de
acordo com a terapia hormonal empregada: GT: Grupo Testosterona; GE: Grupo
Estradiol; GC: Grupo Controle, com emprego de creme base. Fragmentos de prepucio
foram ressecados, fixados e seccionados para analise histolégica. Para cada amostra,
foram analisadas a espessura da epiderme e a expressao de colageno dérmico através
de analise especifica de computador, considerando p<0,05. Trinta e trés pacientes com
meédia de idade de 4,01 + 2,92 anos foram incluidos. A classificagdo da hipospadia foi
semelhante entre os grupos. A média da espessura da epiderme e da expressao do
colageno tipo | no GE foi maior que nos outros grupos. A expressao do colageno tipo Il
foi semelhante entre os grupos. O uso do estradiol topico antes da cirurgia de hipospadia
estd associado ao aumento da espessura da epiderme e do colageno dérmico no

prepucio.

PALAVRAS-CHAVE

Hipospadia. Criangas. Estradiol. Testosterona. Cicatrizagao.



ABSTRACT

The use of preoperative topical testosterone stimulation prior to hypospadias
correction aims to increase penile size and achieve better surgical results. Topical
estradiol has been shown to improve the quality of skin in other sites, but its use in boys
with hypospadia has not yet been elucidated. This study aims to evaluate the primary
effects of topical hormone therapy in epidermal thickness and collagen distribution in skin
of prepuce before hypospadia surgery. Patients were randomized into three groups
according to the topical hormone used: TG: Testosterone ointment; EG: Estradiol
ointment; CG: Neutral base ointment. Fragments of foreskin were excised, fixed and then
sectioned for histology. For each sample, epidermal thickness and dermal collagen
expression was measured by specific computer analysis, p-values of <0.05. Thirty-three
patients with a mean age of 4.01 £ 2.92 years were included. Hypospadia classification
was similar in all three groups. Mean epidermal thickness and collagen type | expression
in EG were greater than those of the other groups. Collagen type lll expression was similar
in all groups. Use of topical estradiol before hypospadias surgery lead to greater epidermal

thickness and increased dermal collagen expression in foreskin.
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1 INTRODUGAO

A hipospadia é anomalia congénita caracterizada pela posicéo ectdpica do meato
uretral. Sua corregao cirurgica € um desafio, especialmente nos casos de meninos com
pénis de tamanho muito reduzido. Em decorréncia disso, muitos cirurgides optam pelo
estimulo pré-operatorio com testosterona, com o objetivo de aumentar o tamanho
peniano e assim, facilitar a técnica cirurgica (DEVINE e HORTON, 1977).

Entretanto, o papel da terapia hormonal pré-operatéria ainda nao esta bem
estabelecido na literatura. Ha muitas controvérsias quanto a posologia e forma de
administragdo da testosterona, além de recentes estudos demonstrarem que ela esta
associada ao prejuizo no reparo tecidual (GILLIVER et al., 2003; GORDUZA et al., 2011).
O estradiol tépico, por sua vez, proporciona beneficios relacionados a qualidade da pele
em situacdes diversas (ASHCROFT et al., 1999; ASHCROFT e ASHWORTH, 2003;
VERDIER-SEVRAIN et al., 2004; SON et al., 2005), porém seu uso no prepucio de
pacientes com hipospadia ainda nao foi elucidado.

A boa cicatrizacéo da ferida é importante ndo apenas devido a questdes estéticas,
mas sobretudo devido a necessidade de confecgcdo de enxertos e retalhos cutaneos para
a reconstrugdo peniana, com o objetivo de evitar complicagdes relacionadas ao reparo
tecidual, como fistulas e deiscéncias. Embora haja mais de 250 técnicas para a corregéo
da hipospadia, sabemos que dois fatores s&o primordiais para o sucesso cirurgico: a
habilidade do cirurgido quanto a técnica empregada e a disponibilidade de tecido de boa
qualidade para a corregao do defeito (VAN DER HORST e DE WALL, 2017).

Esse estudo visa avaliar os efeitos do estradiol e testosterona comparados com o
controle quanto a espessura da epiderme e a expressao do colageno na pele do prepucio,
quando administrados antes da cirurgia em criangas com hipospadia. Nossa hipotese é
que a administragcdo hormonal tépica possa determinar alteragdes histolégicas

significativas na pele do prepucio desses pacientes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CONSIDERAGOES INICIAIS

A hipospadia constitui a mais frequente anomalia da genitalia externa masculina.
E caracterizada pelo desenvolvimento incompleto da uretra, com disposi¢do do meato
uretral na face inferior do pénis (face ventral) e nao na extremidade da glande. Ocorre
em cerca de 1 a cada 200 nascimentos masculinos (LUND et al., 2009). Acomete a
porcao distal do pénis em aproximadamente 70% dos casos. Em 30% dos casos a
hipospadia € mais proximal e habitualmente de tratamento mais complexo (VAN DER
HORST e DE WALL, 2017).

E considerada doenca de etiologia multifatorial. Acredita-se que a hipospadia seja
resultado do desenvolvimento incompleto da uretra, causada por a) produgéo
androgénica anormal pelo testiculo fetal, b) sensibilidade anormal ao estimulo
androgénico em tecidos alvo no pénis e/ou c) término precoce do estimulo androgénico
causado por atrofia das células de Leydig nos testiculos (BASKIN et al., 2001).

Sabe-se que os androgénios estimulam o desenvolvimento da genitalia externa
masculina. Entretanto, defeitos no metabolismo desses horménios e/ou no receptor dos
mesmos ainda nao foram, com clareza, explorados por estudos especificos. Assim, nem
todos os casos de hipospadia podem ser explicados (BASKIN, 2000).

Estudos sugerem diferengas étnicas e geograficas na prevaléncia da hipospadia,
sendo mais observada nos caucasianos que nos negros ou nativos americanos (LOWRY
et al., 1986).
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2.2 APRESENTAGAO CLINICA

Quanto mais proximal for a localizagdo anatdomica do meato uretral, maior a
gravidade da hipospadia. A maioria das criangas com hipospadia nao apresenta outros
sinais de baixa masculinizagdo ou malformacdo congénita (WEIDNER et al., 1999).
Dessa forma, a hipospadia se apresenta de forma isolada na maioria das criangas,
porém, criptorquidia € micropénis podem estar associados (HSIEH et al., 2008).

A criptorquidia pode ocorrer em 5% a 18% dos casos. A prevaléncia de hipospadia
associada a criptorquidia € maior quanto menor o peso ao nascimento. Nesses casos, a
fertilidade do individuo pode ser prejudicada (LUND et al., 2009) e é importante investigar
e afastar a presenca de disturbios de diferenciacdo sexual.

O pénis com hipospadia difere do normal pela auséncia da uretra na extremidade
distal da glande e por apresentar pele fina e atréfica em sua superficie ventral. O quadro
€, ha maioria das vezes, acompanhado de curvatura peniana ventral congénita
(“chordee”), que se manifesta em decorréncia de tecido fibroso ventral (resquicio do corpo
esponjoso hipoplasico) ou de desproporgédo dos corpos cavernosos. O prepucio é
deficiente em sua face ventral. A presenca de prepucio exuberante e redundante apenas
na face dorsal €, muitas vezes, o Unico sinal percebido pelos pais. Esta anomalia confere
ao prepucio um aspecto de capuchao, e sua corre¢ao cirurgica € importante pela questao
funcional e estética. Inimeras técnicas utilizam a pele prepucial, tanto na substituicao da
uretra quanto na cobertura e protecdo da uretra reconstruida com outro tecido
(SNODGRASS e BUSH, 2016).

Entre as alteragcbes neurovasculares, podemos encontrar déficit de vascularizagao
no pénis, assim como menor distribuigdo nervosa na glande, em comparagao com as
caracteristicas penianas normais (BASKIN, 2000).

Do ponto de vista funcional, a topografia ectépica do meato uretral implica num
jato urinario nao direcionavel para frente. Assim, muitas criangas s&o obrigadas a urinar
sentadas, o que pode levar a grande problema psicologico. A curvatura peniana,
dependendo de sua angulagdo, também pode acarretar em dificuldade para penetragéo

durante o coito e comprometer a fertilidade por dificuldade no momento da ejaculacao.
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2.3 TERAPIA HORMONAL PRE-OPERATORIA

Sabe-se que parametros biométricos penianos, como pequeno tamanho da glande
ou estreita placa uretral, sdo associados ao maior risco de complicagdes locais pos-
operatodrias (DA SILVA et al., 2014; BUSH et al., 2015). Entretanto, ha um crescimento
peniano apenas moderado nos primeiros anos de vida. Assim, o adiamento da cirurgia
com o objetivo de aguardar o crescimento peniano ndo deve ser recomendado
(MANZONI et al., 2004).

Por esse motivo, alguns cirurgides defendem o uso da testosterona antes do
procedimento cirurgico a fim de estimular o crescimento peniano e facilitar a técnica
cirargica. Uma pesquisa envolvendo os associados da American Academy of Pediatrics
— Section of Urology (MALIK e LIU, 2014) demonstrou que 78% dos mesmos indicavam
0 uso da testosterona pré-operatéria, principalmente nos casos de micropénis,
circunferéncia diminuida da glande, menor espessura da placa uretral ou hipospadia
proximal. O micropénis € definido como o comprimento peniano abaixo do terceiro
percentil (WRIGHT et al., 2013).

Ainda ndo ha consenso sobre a melhor dose ou via de administracido da
testosterona no pré-operatorio da cirurgia de hipospadia, podendo ser utilizada por via
tépica a 1% ou 2%, duas vezes ao dia por 4 a 6 semanas. A testosterona também pode
ser utilizada por via intramuscular em doses de 25 mg ao més, por 3 meses antes da
cirurgia, ou ainda, dose unica de 2 mg/kg um més antes do procedimento (WONG e
BRAGA, 2015). Gonadotrofina coridnica, outra opcao terapéutica, pode ser empregada
por via intramuscular em doses de 250 Ul em meninos com menos de um ano, e de 500
Ul entre 1 a 5 anos, aplicadas duas vezes por semana por cinco semanas (NETTO et al.,
2013).

Embora varios estudos tenham comparado o uso intramuscular e topico da
testosterona, nenhuma diferenga significativa tem sido apresentada entre as duas vias
de administracdo no que diz respeito aos resultados na biometria peniana (WRIGHT et
al., 2013; VAN DER HORST e DE WALL, 2017). Nerli et al. (2009) demonstraram que
tanto a testosterona parenteral quanto tépica sido eficazes em aumentar o tamanho

peniano no pré-operatorio. Em seu estudo, um grupo recebeu tratamento tépico por 3
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semanas e outro recebeu tratamento intramuscular uma vez ao més por 3 meses, nao
havendo diferenga estatistica quanto ao tamanho peniano alcangado entre os grupos.

Também sao limitados e pouco conclusivos os estudos que avaliam os efeitos do
uso da testosterona no pré-operatério desses pacientes. Em revisdo sistematica
conduzida por Netto et al., (2013) onde foram comparados 14 ensaios clinicos com 473
pacientes sendo 300 tratados com testosterona, os autores concluiram que esse tema
ainda carece de maior investigagdo, visto que muitos dos trabalhos levantados
apresentam pequena amostra, falta de padronizacdo no uso do hormdnio e resultados
pouco convincentes.

Duas correntes distintas atuam frente ao uso da testosterona antes da cirurgia:

2.3.1 AFAVOR DA TESTOSTERONA:

A primeira corrente defende o uso de andrégenos, afirmando que o aumento do
tamanho peniano facilitaria o ato cirurgico, possibilitando uma cirurgia mais precoce e,
assim, diminuindo o estresse psicoldgico aos pais e a crianga. Koff e Jayanthi (1999)
realizaram estudo em que demonstraram menor incidéncia de fistulas e menor
necessidade de retalhos e técnicas complexas para a corre¢cado da hipospadia no grupo
em que houve administragdo hormonal pré-operatoria.

Em recente estudo do nosso grupo de pesquisa, foi avaliado o uso da testosterona
tépica em criangas com hipospadia e comparado com grupo placebo. Segundo seus
resultados, o uso prévio de testosterona tépica (propionato de testosterona a 1%) em
criangcas com hipospadia, aplicados duas vezes ao dia por 30 dias antes da cirurgia,
proporcionou significativo aumento da vascularizagdo do prepucio (neovascularizagao),
0 que poderia estar relacionado a melhor oxigenagdo das ceélulas relacionadas a
cicatrizacdo (BASTOS et al., 2011). Foi demonstrado aumento significativo no numero
absoluto de vasos sanguineos e também na densidade vascular do prepucio no grupo
que usou testosterona. Em outro estudo do mesmo autor (BASTOS, 2009), este concluiu
que a testosterona estd associada a uma menor homogeneidade e densidade de

superficie de fibras colagenas, quando comparada ao grupo controle. Criangas tratadas
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com testosterona também apresentaram menor densidade na distribuicdo de fibras
elasticas que o grupo ndo tratado.

Essa hipotese ja havia sido levantada anteriormente, correlacionando o aumento
temporario na vascularizagdo peniana proporcionado pela testosterona a melhora da
cicatrizagao cirurgica. Em estudo desenvolvido com enxerto de pele humana em ratos
apos uso de testosterona tdpica, observou-se aumento significativo dos vasos
sanguineos, indicando que a testosterona seria capaz de promover angiogénese e
reduzir o tecido fibroso nestes (STERN et al., 2004).

Kaya et al. (2008) realizaram estudo randomizado em que a testosterona foi
comparada ao placebo, e demonstraram que a testosterona topica estaria associada a
reducdo na incidéncia de complicagdes pds-operatorias, incluindo deiscéncia, estenose
e fistula, ao promover aumento peniano. Varios outros estudos também ratificaram que
a testosterona pré-operatéria poderia ser benéfica em reduzir a incidéncia dessas
complicagbes pos-operatorias(AHMAD et al., 2011; ASGARI et al., 2015).

2.3.2 CONTRA A TESTOSTERONA:

A segunda corrente argumenta que as vantagens relativas ao uso da testosterona
antes da corregédo da hipospadia ainda nao foram elucidadas de forma clara, inclusive
associando a testosterona a repressao do reparo cutdneo (MANZONI et al., 2004).

Gorduza et al. (2011) realizaram estudo de coorte ndo randomizado com 126
meninos e mostraram que a incidéncia de complicagdes relacionadas a ma cicatrizagao
foi maior no grupo que usou testosterona pré-operatéria. E preciso ressaltar que o estudo
apresenta criticas devido a sua heterogeneidade e ao fato de que o grupo testosterona
apresentava maior numero de casos complexos, o que por si s6 ja aumentaria a chance
de complicagdes.

Entretanto, este mesmo achado também foi confirmado em revisdo sistematica:
Wright et al. (2013) demonstraram piora no processo de cicatrizagdo e maior risco de
complicagbes pos-operatérias em pacientes com hipospadia grave que usaram

testosterona antes do procedimento cirurgico.
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Menon et al. (2017) conduziram estudo prospectivo randomizado para avaliar a
incidéncia de fistula uretrocutanea e deiscéncia da ferida operatoria em pacientes com
hipospadia submetidos a uretroplastia. Embora a incidéncia de fistula tenha sido
semelhante ao grupo controle, a incidéncia de deiscéncia da ferida foi significativamente
maior no grupo tratado com testosterona, além disso, este mesmo grupo apresentava
maior infiltrado linfocitario na avaliagédo histolégica e maior edema e inflamagéo no pos-
operatorio.

E importante destacar que ja é bem descrita a associagdo da testosterona com o
pior reparo tecidual em outras areas do corpo. Gilliver e colaboradores (GILLIVER et al.,
2003; GILLIVER et al., 2006; GILLIVER e ASHCROFT, 2007; GILLIVER et al., 2007;
GORDUZA et al., 2011) demonstraram, por varios estudos, que androgénios sao
repressores do reparo cutaneo, retardando a cicatrizagao e aumentando a inflamagao.
Os androgénios sao prejudiciais também no que se refere a uretra prostatica: recente
estudo demonstrou que os mesmos regulam a resposta inflamatéria durante a
cicatrizagéo, sendo comprovado que a privagdo androgénica acelera a cicatrizagéo
(WANG et al., 2017).

A testosterona topica também poderia estar associada a maior incidéncia de
eventos adversos locais do que a parenteral, (NETTO et al, 2013) como
hiperpigmentacgao e irritagdo cutdnea ou aumento da pilificagéo na regiao genital. Outros
eventos adversos reportados seriam comportamento agressivo e aumento da frequéncia
de eregbes nos meninos em uso de testosterona, embora sejam efeitos transitorios
(WONG e BRAGA, 2015).

Recente estudo retrospectivo (RYNJA et al., 2018) que avaliou 121 adultos
submetidos a correg¢ao da hipospadia na infancia demonstrou que nao houve diferenca
quanto as taxas de complicagdo nem quanto a percepgao estética peniana quando
comparado o uso da testosterona pré-operatéria e o placebo. Dessa forma, o real
beneficio da testosterona na prevengao das complicagées devido ao aumento peniano
necessita de maiores comprovagoes a fim de justificar seu uso, mesmo sabendo de seu

efeito deletério no reparo tecidual.
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2.3.3 O ESTRADIOL TOPICO NO PRE-OPERATORIO

Na menopausa ocorre diminuicdo progressiva da producao estrogénica, levando
a diminuic&do da espessura da pele e da produgéo de colageno, o que torna mais evidente
o envelhecimento cuténeo. Ja foi comprovado que esses efeitos podem ser revertidos
com a aplicagéo topica de estradiol. Son e colaboradores (2005) estudaram a pele de
pacientes apds a menopausa e demonstraram que a aplicagdo tépica de estradiol
aumentou a quantidade de colageno e a proliferagdo de ceratindcitos, aumentando a
espessura da epiderme

Sauerbronn et al. (2000), por sua vez, demonstraram aumento de 6,49% no
volume de fibras colagenas sem aumento da espessura da epiderme, apés aplicacéao de
estradiol topico, a partir da analise computadorizada de biépsias de pele. Em outro
estudo, foi encontrado aumento significativo da espessura da pele (e ndo da epiderme
isoladamente) sob o trocanter, medido através de ultrassom e bidpsia do local (MAHEUX
et al., 1994). Brincat et al. (1985) também demonstraram aumento do colageno na pele
nao lesionada.

Entretanto, o estradiol topico ainda ndo tem sua aplicabilidade bem estudada para
0 pré-operatério nos casos de hipospadia. O unico trabalho publicado sobre a
administragdo de estradiol topico nesse grupo de pacientes € aquele desenvolvido em
nosso grupo de pesquisa, conduzido por Paiva et al. (2016). Neste trabalho, os autores
concluiram que o estradiol topico n&o foi associado a efeitos adversos persistentes e nao
proporcionou mudancgas na biometria peniana.

Sabe-se que eles modulam a reagao inflamatoria, aceleram a reepitelizagao,
estimulam a angiogénese e a contragao da ferida (ASHCROFT et al., 2003). O estudo de
seus efeitos no tecido prepucial de pacientes com hipospadia é ainda inédito, porém,
suas propriedades cicatrizantes, ja descritas em outras partes do corpo, poderiam ser
benéficas neste grupo de pacientes, visto que varias complicagdes pos-operatorias

decorrem justamente da deficiéncia no reparo cutaneo.
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2.4 AIMPORTANCIA DO PREPUCIO NA TECNICA OPERATORIA

Para que se obtenha aspecto funcional e estético normais apds a cirurgia, é
importante que ocorra boa cicatrizagdo, ndo s6 da neouretra, mas também de todos os
retalhos e eventuais enxertos utilizados. Segundo Joseph e Perez (1999) , o uso de um
tecido bem vascularizado para recobrir a neouretra é o fator individual mais importante
na prevencgao de fistulas.

A conduta cirurgica na hipospadia visa a corregéo funcional e estética da genitalia
masculina. O prepucio exuberante que cobre a face dorsal da glande deve ser corrigido
para compensar sua deficiéncia na porgao ventral. A pele prepucial e peniana constitui o
tecido empregado na grande maioria das técnicas de corregcédo de hipospadia, utilizando
principalmente o excedente cutaneo da face dorsal do prepucio, que ja seria naturalmente
removido por questdes estéticas. (SPINOIT et al., 2013)

Em 1977, Devine e Horton publicaram técnica para uretroplastia com confecg¢ao
de enxerto de pele da extremidade prepucial distal. Este entdo é tubulizado para constituir
0 segmento da neouretra distal. Em 2017, os mesmos autores reiteraram sua preferéncia
pelo enxerto de pele prepucial, afirmando ser possivel a corre¢cdo em um tempo cirargico,
com baixa incidéncia de fistulas no pés-operatério, e declarando que a pele prepucial
seria mais adequada para uso como enxerto nos casos de hipospadia.

Como o enxerto de pele total do prepucio apresenta menor grau de contragao
secundaria que o enxerto de pele parcial, McCormack (1954) defendeu o uso do primeiro
para a reconstrucao da uretra. Porém, devido a nutricdo deficiente do enxerto, quando
comparada ao retalho, passou-se entdo a estudar os transplantes pediculados de pele
prepucial e peniana baseados nos conceitos descritos inicialmente por Asopa e
colaboradores (1971).

Importante contribuicdo foi dada por Duckett (1980) ao descrever a irrigacéo
arterial longitudinal da pele prepucial dorsal, que permite ser facilmente separada do
tecido subcutaneo da pele peniana. Desta forma, é possivel obter retalhos em ilha do
prepucio, que podem ser utilizados para substituir a uretra na hipospadia.
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O exposto acima reafirma a importancia de ter um prepucio saudavel e de boa
qualidade tecidual para o sucesso final da corre¢do da hipospadia, assim como a

importancia de estudos que busquem formas de melhorar as condi¢cdes deste tecido.

2.5 HISTOLOGIA DO PREPUCIO

O prepucio € uma membrana dupla que envolve a glande, e como explicitado
anteriormente, é frequentemente utilizado como enxerto ou retalho para a reconstrugéo
cirdrgica nos casos de hipospadia.

A nivel microscépico, € constituido por um eixo fibromuscular revestido
internamente por membrana mucosa e externamente por pele. Histologicamente

identifica-se cinco componentes, explicitados em sequéncia na Figura 1:

Figura 1: Fotomicrografia ilustrativa dos cinco componentes histoldgicos do prepucio,
identificados por nimeros:

1) Tecido epitelial pavimentoso estratificado nao ceratinizado da mucosa, similar e em
continuidade com aquele da glande;

2) Tecido conjuntivo propriamente dito do cérium ou Idmina proépria

3) Eixo central de tecido muscular liso e tecido conjuntivo frouxo, constituindo a lamina Dartos
4) Tecido conjuntivo propriamente dito da derme, constituida por fibras colagenas e elasticas

5) Tecido epitelial pavimentoso estratificado ceratinizado, a epiderme, que contém ceratinécitos
e melandcitos, espessura média variavel, aproximada de 20.54 + 12.51uym desde sua camada

basal até o estrato cérneo (DINH et al., 2010)
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Fonte: Elaborado pela autora

A pele do prepucio apresenta caracteristicas tipicas de uma pele fina inespecifica,
porém com algumas particularidades: a camada epidérmica é muito fina com
queratinizacdo escassa. E nitida a abundancia de fibroblastos ativos. A derme papilar é
rica em nervos e linfocitos. Uma rede capilar densa pode ser observada tanto na
extremidade superior quanto inferior da derme. Nao ha zona densa de colageno.
Melandcitos podem ser observados, porém sdo escassos. Fibras elasticas sao
abundantes e densas. A derme reticular apresenta aspecto frouxo entre as fibras de
colageno, que sao orientadas tanto no sentido longitudinal quanto horizontal. (TUNCALI
et al., 2005)

A separacgao entre prepucio e glande inicia-se em torno do sexto més de gestacgéo
e envolve a ceratinizagado do prepucio e do epitélio da glande. A ceratinizagéo inicia-se
em lados opostos, na coroa da glande e na margem distal do prepucio, a qual se estende
para ambos os lados. Esse processo leva a formagao do espago prepucial, separando a

pele da glande.
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A utilizagao do prepucio como enxerto de pele total, de forma geral, é bastante
difundida e aceita na literatura devido as suas inumeras vantagens, como facil
manipulacao, baixa incidéncia de contracao secundaria, além de ser constituido de tecido
altamente elastico, flexivel, que permite a inosculagdo na area receptora sem maiores
dificuldades. E descrito seu uso para casos de sindactilias, queimaduras, reconstrugéo
de conjuntiva e traumas de mao (TUNCALI et al., 2005).

A cicatrizacdo dos tecidos no poés-operatorio envolve trés fases: inflamatéria,
proliferativa e maturagdo. A falha ou prolongamento de uma destas fases pode causar
um retardo ou nao oclusao da ferida. O colageno tipo | é aquele predominante na pele.
O colageno tipo Ill é distribuido juntamente com o tipo |, porém essas proporgdes se
alteram durante o reparo tecidual. O colageno tipo Ill € o primeiro a se depositar na
cicatrizacao, ainda na fase proliferativa, causando o aumento de sua proporgao, € na fase
de maturagao o colageno tipo Ill é substituido pelo tipo |. Assim, a maior deposigéo do
colageno tipo | ocorre principalmente na fase de maturacgao da cicatrizagdo.(HAYASHI et
al., 2011)

Devido a essa dindmica no processo de cicatrizacdo, o colageno tipo Ill é
considerado imaturo ou jovem, e o colageno tipo | € considerado maduro ou tardio.

A resisténcia mecanica da pele prepucial esta estreitamente relacionada a
presenca das fibras de colageno na derme reticular. A quantificagéo destas fibras permite

avaliar o efeito do tratamento hormonal empregado em relagao a reparagao tecidual.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais:

e Avaliar os efeitos teciduais do uso de hormoénios tépicos no pré-operatério da
corregao da hipospadia que possam estar envolvidos no reparo ao nivel da
epiderme e derme prepucial, comparando-os entre os grupos: Testosterona,

Estradiol e Controle

3.2 Objetivos Especificos:

e Avaliar e comparar, em estudo histologico e morfométrico, a espessura da
epiderme do prepucio em cada grupo estudado
e Avaliar e comparar, em estudo histoquimico, a expressao de colageno tipo | e

tipo lll no prepucio de cada grupo estudado
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4 PACIENTES E METODOS

O presente estudo obteve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Juiz de Fora (Parecer: 983.247 /| CAAE: 33295514.4.0000.5147
— Anexo 1), segundo as normas da declaragdo de Helsinki. Os responsaveis pelas
criangas concordaram e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido - TCLE
(Apéndice 1)

As criangas foram atendidas no ambulatério de Urologia Pediatrica do Hospital
Universitario — Centro de Atencao a Saude da Universidade Federal de Juiz de Fora (HU-
CAS), sem qualquer O6nus para a instituicdo ou prejuizos ao paciente. Elas foram
operadas no Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora (HU-UFJF)
e no Hospital e Maternidade Therezinha de Jesus da Faculdade de Ciéncias Médicas e
da Saude de Juiz de Fora (HMTJ-SUPREMA).

A selecao das criangas para os grupos de estudo foi feita de forma aleatdria,
utilizando  programa de computador Research Randomizer Form  v4.0
(http://www.randomizer.org/form.htm), apds primeira consulta ambulatorial, quando foi
feita indicacdo operatéria. A classificagdo da hipospadia foi avaliada pelo médico
assistente, de acordo com a localizagdo do meato uretral.

As formulagdes topicas foram manipuladas na farmacia da UFJF, com validade de
trés meses, conservadas em temperatura ambiente e disponibilizadas sem qualquer
custo ao paciente. Os pacientes foram divididos em 3 grupos:

Grupo Testosterona (GT): criancas que fizeram uso de creme de propionato de
testosterona a 1%;

Grupo Estradiol (GE): criancas que fizeram uso de creme de estradiol a 0,01%;

Grupo Controle (GC): criangas que fizeram uso do creme hidratante (placebo).

O creme de testosterona e estradiol continham, além dos horménios nas
concentragdes ja citadas, os seguintes excipientes: petrolato liquido, metilparabeno,
propilparabeno, cera emulsificante anidnica, butil-hidroxianisol, acido citrico e agua.

O creme hidratante formulado foi composto apenas por substancias de carater
neutro (estabilizantes e conservantes) na seguinte composigao: estearato de octila, BHT,
sorbitol, nipagim, nipazol, EDTA, propilenoglicol, emulgade, akzonobel e agua.
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Os pais ou responsaveis foram orientados a administrar as formulagcdes em dose

quantificada em uma colher de café rasa de aproximadamente 5 gramas em toda a

superficie peniana, inclusive na glande, 2 vezes ao dia, por 30 dias, interrompendo o uso

1 a 10 dias antes do procedimento cirurgico.

Meninos elegiveis ao estudo:

Pré-puberes, com idade de 6 meses a 9 anos, 11 meses e 29 dias de vida
Auséncia de outras anomalias penianas ou genitais associadas;

Auséncia de tratamento prévio para hipospadia ou outra operacéo peniana;

Sem historia de uso prévio de androgénio ou qualquer medicagdo que pudesse
interferir no eixo hipotalamo-hipdfise-testiculo;

Auséncia de disturbios endocrinoldgicos.

Meninos nao incluidos ou excluidos do estudo:

Com 10 anos ou mais de vida;

Meninos com sinais clinicos de puberdade, mesmo com idade inferior a 10 anos
Com hipospadias glandares;

Com outras anomalias genitais ou penianas;

Com historia de operagao peniana prévia;

Que fizeram uso de androgénio em algum momento da vida.

Portadores de endocrinopatias;

Em uso de medicagbes que possam afetar o eixo hipotalamo-hipdfise-testiculo.
Uso incorreto do horménio prescrito ou perda de seguimento, ou que ndo seguiram

o protocolo corretamente;

Apds os 30 dias em uso dos hormoénios, a administracao topica foi suspensa e as

criangas aguardaram de um a dez dias para serem submetidas ao procedimento

cirargico. Dois cirurgides foram responsaveis pela correcdo de todos os casos de

hipospadia incluidos, sendo realizados no Hospital e Maternidade Terezinha de Jesus ou

no Hospital Universitario (Universidade Federal de Juiz de Fora — UFJF).
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4.1 ANALISE HISTOLOGICA

As amostras de prepucio utilizadas para analise histolégica e morfométrica foram
excisadas durante o procedimento cirurgico. A extirpagdo do prepucio ja é realizada de
forma rotineira durante a operacdo, sendo este habitualmente desprezado. O
aproveitamento destas pecgas cirurgicas como objeto de investigagao de varias naturezas,
além de ndo causar qualquer prejuizo funcional ou estético ao paciente, constitui mérito
em pesquisa clinica por se tratar de utilizacdo de material nobre (humano).

O armazenamento do material ficou sob responsabilidade dos pesquisadores,
sendo estocados em caixas apropriadas, em temperatura ambiente, até o momento da
analise macroscopica. Foi realizada secg¢ao do prepucio ressecado em dois segmentos,
de forma que separasse a regiao interna, revestida por mucosa, da regidao externa
revestida por pele, e os fragmentos foram distendidos em superficie rigida de isopor e

fixados em formol tamponado a 10%. (Figura 2)

Figura 2: Fragmento de prepucio fixado em superficie rigida

Fonte: Elaborado pela autora
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No laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia - ICB da UFJF, os
prepucios foram clivados (Figura 3) de forma que o corte fosse perpendicular a superficie
epidérmica da amostra, os fragmentos selecionados foram submetidos a técnica
histolégica convencional para preparo do material antes da coloragao (processados,

desidratados, diafanizados, impregnados e incluidos em bloco de parafina).

Figura 3: Fragmento de prepucio clivado e dimensionado

| 3 t Vil HH H' i I

Fonte: Elaborado pela autora

Em seguida, os blocos foram submetidos a cortes de 4um de espessura e
distendidos em laminas convencionais. Posteriormente, os cortes foram desparafinizados
em xilol em estufa a 60°C e reidratados com alcool em temperatura ambiente. As laminas
foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) para avaliagao histolégica e morfométrica

e outros cortes foram corados com picrossirius para avaliagao histoquimica.
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4.2 ANALISE MORFOMETRICA

Para a coloracdo de HE, as laminas foram imersas em solucdo de hematoxilina
por 55 segundos, seguido por 10 segundos em agua corrente e mais 5 segundos em
eosina. As laminas coradas com HE foram submetidas a andlise morfométrica da
epiderme. Para a analise, foi usado microscopio 6ptico modelo Olympus U-TV0.5XC-3,
acoplado ao programa eletrénico Zeiss, disponivel no Laboratorio de Histologia do
Departamento de Morfologia da UFJF.

A medida da espessura do epitélio ceratinizado (epiderme) foi realizada em toda
a extensdo da lamina, na lente de 20x de aumento, por meio de 5 medidas
perpendiculares, (Figura 4) partindo do estrato basal até a parte mais externa da camada
granulosa, ou seja, sem incluir a camada cérnea. Esta nao foi incluida na medida pela
frequente presenca de areas de descamacao do estrato cérneo, o que poderia resultar

em medida sub ou superestimada, prejudicando a confiabilidade do resultado.

Figura 4. Demonstragao do software para medida da epiderme, com os 5 tragados dispostos em
cada campo, que indicam medidas da espessura da epiderme, em microscopia 6ptica com 20 x

de aumento.

Distsnce 20,247 e ’h‘éum 12,874 fim ID'S"”“.-

T pistsnce 13,221 um
[. Blewance 15/165 um
-

VL I ECIY © i Ml

Fonte: Programa eletrénico Zeiss, fotomicrografia elaborada pela autora
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A partir de cada lamina foram extraidas aproximadamente 10 fotos, de forma a
abranger toda a extensdo de sua epiderme, a fim de atingir maior precisdo na medida de
sua espessura. Dessa forma, chegamos a um total aproximado de 50 a 60 medidas para
cada lamina, ou seja, para cada prepucio estudado.

O fato de a interface dermoepidérmica apresentar sinuosidades faz com que a
camada basal epidérmica nao seja retilinea em toda a sua extensdo. Assim, os tragcados
para medida da epiderme foram posicionados acompanhando esta sinuosidade, e nao
necessariamente paralelos entre si.

Além disso, os 5 tracados foram dispostos de forma que fossem aproximadamente
equidistantes entre si, e a imagem dividida em 6 partes aproximadamente simétricas.
Evitou-se fazer a medida em areas de cristas epidérmicas, pois algumas amostras
apresentavam epiderme fina e cristas profundas, ou seja, a profundidade destas ultimas
poderia superestimar a medida final da epiderme. Nesses casos, as linhas foram
posicionadas em area imediatamente adjacente a crista epidérmica, estendendo-se do
estrato basal supra papilar até a granulosa. (Figura 5) A partir deste método foi

determinada a Média da Espessura da Epiderme (MEE).

Figura 5: Fotomicrografia esquematica da analise tecidual do prepucio, onde se identifica a
epiderme supra-papilar (linhas), papilas dérmicas (circulos), cristas epidérmicas (setas) e derme

reticular (retdngulos). HE, 200X.

Fonte: Elaborado pela autora
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4.3 ANALISE HISTOQUIMICA

Para a analise do colageno dérmico, cortes histologicos adicionais foram
submetidos a técnica histoquimica picrossirius, método ja padronizado no Laboratério de
Histologia da UFJF. As laminas foram coradas com a solugéo A por 5 minutos, seguido
por 1 hora com a solucao B e lavadas por 10 minutos na solugédo C. Apds esse processo,

foram desidratadas e montadas (Tabela 1).

Tabela 1: Composigéo das solugdes A, B e C, que foram utilizadas em sequéncia para

confecgao das laminas de picrossirius.

Solugéo A 5 g de Hematoxilina cristalizada,
50 ml de alcool absoluto, 100 g de
alumen de potassio, 100 ml de agua

destilada, 2,5 g de 6xido de mercurio

Solugéo B 0,2 g de Sirius Red, 100 ml de
acido picrico saturado
Solucédo C 55 gotas de HCI 1N, 100 ml de

agua destilada

Fonte: Laboratério de Histologia da UFJF

As laminas coradas por picrossirius foram examinadas sob luz polarizada, sendo
que a area constituida por colageno apresenta aspecto birrefringente. Imagens com
aproximadamente 2560 x 1920 pixels representativas de cada lamina foram capturadas
utilizando-se o programa eletrénico Image Pro-Plus 4.5 Media Cybernetics TM acoplado
a um microscopio 6ptico Olympus BX51. Dois examinadores avaliaram as imagens e
identificaram as fibras de colageno presentes na derme das amostras, sendo
determinado o volume dessas fibras por area de campo analisada.

Esta técnica permite visualizar e distinguir as fibras colagenas do tipo | (colageno
maduro) e do tipo lll (colageno jovem) em decorréncia da birrefringéncia dessas fibras

com cores distintas, ou seja, vermelho e verde para os tipos | e lll, respectivamente,
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enquanto que os demais componentes (material amorfo) do tecido sao visualizados como
fundo em cor preta. Este método é, portanto, especifico para a diferenciagdo dos
colagenos tipos | e lll.

As amostras foram analisadas em microscopia 6ptica de luz polarizada modelo
IPWin32 por dois examinadores habilitados no Laboratério de Farmacia e Bioquimica da
UFMG e no Laboratdrio de Genética da UFJF. Foram obtidas fotos de toda a extensao
da derme presente nas laminas, usando lentes de 20 x de aumento, e em seguida feita a
quantificagao do colageno.

No Image Pro-Plus o processamento das imagens foi realizado com a ferramenta
“Count/Size”, presente no menu “Measure”. Foi selecionado o atributo “area” e definidas
duas classes para representar as fibras de colageno dos tipos | e Ill. A medida que os
pixels com tonalidade correspondente as fibras de colageno do tipo | ou do tipo Il sdo
selecionados (“red” e “green”, respectivamente), todas as areas daimagem com a mesma
cor sdo contabilizadas, gerando estatisticas de média e desvio padrdo. O resultado,

portanto, foi expresso em numero de pixels na cor vermelho e verde por imagem.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis quantitativas, continuas ou ordinais, foram descritas por medidas de
tendéncia central (médias) e de dispersao (desvios-padrdes). As variaveis qualitativas ou
categoricas foram descritas por seus valores absolutos ou proporgdes. Na avaliagao das
diferengas entre os grupos utilizou-se o teste ANOVA, e o pos-teste de Dunnett para
comparagdes entre os grupos. Na comparacao dos dados categoricos utilizou-se o teste
do qui-quadrado. Valores de p inferiores a 0,05 (p<0,05) foram considerados
estatisticamente significativos. Para as analises utilizou-se o programa estatistico
computacional (GraphPad Prism, versdo 8.1.2, GraphPad Software, San Diego-CA,
USA).
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5 RESULTADOS

Trinta e trés criangas completaram o protocolo, das quais 13 foram incluidas no
GT, 10 no GE e 10 no GC.
A distribuicdo entre os grupos de acordo com a classificagdo da hipospadia foi

realizada de forma aleatéria (Tabela 2):

Tabela 2: Distribuicdo dos tipos de hipospadia de acordo com sua localizagdo anatdbmica em

cada um dos grupos estudados (teste Qui-quadrado)

Grupos Coronal Subcoronal Médio-peniana Proximal Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
GT 5(38%) 4(31%) 3(23%) 1(8%) 13(100%)
GE 4(40%) 5(50%) 1(10%) 0(%)  10(100%)
GC 4(40%) 5(50%) 1(10%) 0(%)  10(100%)
Total 13(39%) 14(42%) 5(15%) 1(3%) 33(100%)
p=0,5921

A média de idade do total de 33 pacientes foi de 4,01 + 2,92 anos, sendo que no
GT foi de 3,15 £ 2,64 anos, no GE foi de 3,80 + 2,97 anos e no GC foi de 5,10 + 3,17

anos. Nao houve diferenca significativa quanto a distribuigcdo entre os grupos (p=0,293).

5.1 ESPESSURA DA EPIDERME

A medida da espessura da epiderme (MEE), avaliada pela coloragao HE, diferiu
entre os grupos, e foi significativamente maior no GE quando comparados ao GT e ao
GC, respectivamente 33,67 £ 5,53 uym; 20,84 £ 7,34 ym, e 18,99 £ 4,54 ym, p<0,0001.

Os dados estio demonstrados no Grafico 1:
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Grafico 1: Valores da MEE do prepucio de pacientes, medida em micrémetros, nos

grupos Testosterona, Estradiol e Controle (ANOVA).
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Fonte: Elaborado pela autora

Figura 6: Analise da espessura da epiderme (seta). A: Grupo Testosterona. B: Grupo
Estradiol. C: Grupo Controle. HE 200X.

Fonte: Elaborado pela autora
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5.2 EXPRESSAO DO COLAGENO

A expressao do colageno no prepucio dos pacientes pode ser ilustrada a
partir da figura 7, em que o colageno tipo | se cora de vermelho e o tipo Ill se cora de

verde.

Figura 7: Intensidade de fibras colagenas tipo | e lll. A: Grupo Testosterona. B: Grupo

Estradiol. C: Grupo Controle. Picrossirius, polarizagao 200X.

A

Fonte: Elaborado pela autora

A expressao do colageno tipo | no GE foi maior que no GT e GC, conforme
evidenciado no Grafico 2.

A média de colageno tipo | no GE foi de 155,6 + 34,85 pixels. No GT foi de 125,8
1 27,72 pixels e no GC os valores foram de 132,2 + 19,81. p=0,003.
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Grafico 2: Expressao do colageno tipo | no prepucio de pacientes, medida em pixels, nos

grupos Testosterona, Estradiol e Controle (ANOVA).
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Fonte: Elaborado pela autora

Ja a expressdo do colageno tipo Il (Grafico 3) ndo apresentou diferenga
significativa entre os trés grupos (p=0,271), sendo no GT de 67,18 £ 18,08, GE de 77,39
+ 15,61 pixels, e no GC de 66,17 + 17,12 pixels.

Grafico 3: Expressao do colageno tipo Il no prepucio de pacientes, medida em pixels, nos

grupos Testosterona, Estradiol e Controle (ANOVA).
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6 DISCUSSAO

O aumento da espessura da epiderme e do colageno dérmico associados ao uso
topico do estradiol ja haviam sido demonstrados na pele de outros sitios anatémicos
(MAHEUX et al., 1994; ASHCROFT e ASHWORTH, 2003; SON et al., 2005; GILLIVER e
ASHCROFT, 2007), mas seu achado no prepucio de pacientes com hipospadia € inédito.
O uso topico do estradiol como terapia hormonal no pré-operatorio da corregao da
hipospadia ja é, por si sO, assunto pouco debatido, sendo desconhecidos os seus efeitos
teciduais no prepucio. Além disso, em nosso estudo ainda avaliamos os efeitos da
administragdo topica de testosterona, o que também é motivo de bastante debate no meio
cientifico porque ainda nao ha consenso ou padronizagado quanto a seu uso.

Também nao ha definicdo sobre qual seria a melhor via de administragdo hormonal
pré-operatéria. (WONG e BRAGA, 2015) O tratamento hormonal tépico teria a vantagem
de causar menos desconforto ao paciente do que o intramuscular, aliado ao fato de
proporcionar maior praticidade e rapidez de aplicagdo. Em contrapartida, o uso da via
topica de aplicagdo é impreciso, pela dificuldade de mensurar a dose exata absorvida e
nem controlar precisamente a aplicagdo. Dessa forma, o tratamento tépico pode ser
considerado de dificil controle pelos pesquisadores, ja que o volume exato e o horario
das administragdes ficariam sob responsabilidade daqueles préximos a crianga.

Em nosso estudo, procuramos orientar pacientes e familiares de forma bem
precisa quanto a dose a ser administrada a fim de evitar tal viés. Optamos pelo uso do
propionato de testosterona a 1% para dar seguimento a estudos prévios ja realizados por
nosso grupo(BASTOS, 2009; BASTOS et al., 2011; PAIVA et al., 2016). O tempo de uso
(30 dias) vai ao encontro de outros estudos que utilizaram a via tépica. (NETTO et al.,
2013)

A inclusdo de um grupo controle com crian¢as saudaveis submetidas a circuncisao
poderia ter sido questionada, entretanto, haveria muitas criticas devido a questdes éticas.
Além disso, questiona-se que o prepucio de criangas com hipospadia apresente
diferengas histoquimicas em relagdo ao prepucio de criangas saudaveis (QIAO et al.,

2012), o que poderia se constituir em um viés de selecao.
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Por definicado, grupo controle € um grupo de sujeitos semelhantes ao grupo tratado
em varios aspectos demograficos, porém ndo recebendo a medicagédo ou fator em
estudo, servindo, portanto, como comparagcdo quando o resultado do tratamento for
avaliado. Dessa forma, acreditamos que o melhor grupo controle seria constituido por
criangas, que também apresentassem hipospadia (semelhangas demograficas), mas que
fossem tratados com creme neutro (nem estradiol nem testosterona).

A medida em colher rasa de café foi uma forma de facilitar a dosagem e padronizar
quantidade similar de creme para todos os pacientes, visto ser um instrumento de medida
encontrado em todos os lares brasileiros. O fato de a medicagao tépica ser mais comoda
para a crianga tanto do ponto de vista fisico quanto psicoldgico facilitou a adesédo ao
tratamento tanto pela crianga quanto pelos responsaveis pela administragdo (FOWLER-
KERRY e LANDER, 1987). Além disso, a opg¢ao pela via intramuscular impediria, do ponto
de vista ético, a inclusdo de um grupo controle, uma vez que néo seria possivel fazer
injecao de placebo. Como todos os grupos receberam a medicagdo da mesma forma, ou
seja, topica, considera-se que qualquer problema na aplicagdo possa ter ocorrido em
qualquer grupo.

Embora a testosterona seja amplamente utilizada, mesmo sem evidéncias
concretas quanto a melhor forma de administracdo, o estradiol tépico ainda é terapia
desconhecida pela maioria dos urologistas pediatricos. Muitos autores advogam pelos
beneficios da testosterona no aumento peniano, enquanto o estradiol ndo esta associado
a mudancgas em sua biometria (PAIVA et al., 2016). Por outro lado, sdo evidenciados os
maleficios da testosterona no processo de cicatrizacdo da pele, enquanto o estradiol
chama atengdo por seus beneficios no reparo tecidual em outros sitios anatdmicos
(GILLIVER e ASHCROFT, 2007).

O conceito de que a testosterona previamente a cirurgia poderia reduzir a
incidéncia de complicagdes pos-operatoérias pelo fato de proporcionar o0 aumento peniano
e facilitar a técnica cirurgica também € bastante debatido: (CHALAPATHI et al., 2003;
NETTO et al., 2013; WONG e BRAGA, 2015; RYNJA et al., 2018) alguns autores
defendem que o crescimento peniano seria responsavel por uma menor tensdo nas
bordas da ferida, dessa forma, proporcionando menor incidéncia de complicacbes

relacionadas a cicatrizagao, inclusive fistula e estenose.
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Asgari e colaboradores (2015) correlacionaram o uso da testosterona ao aumento
peniano e também a menor incidéncia de complicagbes poés-operatorias. Entretanto,
deve-se ressaltar que foi administrada testosterona via parenteral, o que poderia
ocasionar niveis mais elevados na corrente sanguinea e mais efeitos colaterais. Outros
autores estudaram a di-hidrotestosterona topica, e defenderam que ela poderia reduzir
complicagdes cirurgicas e melhorar o resultado cosmético apds o reparo da hipospadia
(ROTH et al., 2008). Entretanto, tais achados foram relacionados a di-hidrotestosterona,
e ndo ao propionato de testosterona, como 0s nossos casos.

Em outro estudo com 200 pacientes e uso de testosterona intramuscular (BABU e
CHAKRAVARTHI, 2017), foi novamente demonstrado que o aumento do didmetro
peniano poderia estar relacionada a prevengao de complicagdes. Uma particularidade
desse estudo foi a separagdo dos pacientes em uso de testosterona entre
“respondedores”, com aumento do didmetro da glande em mais que 2 mm, e “ndo-
respondedores”. A prevencado de complicacbes soO foi evidenciada naqueles pacientes
‘respondedores” a testosterona, o que corrobora que o beneficio relacionado a
testosterona no pds-operatério apenas se da para os casos em que ha aumento peniano
de fato (BABU e CHAKRAVARTHI, 2017) .

Numa recente série de 94 criangas portadoras de hipospadia anterior, com uso de
testosterona intramuscular 30 dias antes de serem submetidas a uretroplastia, estas
apresentaram aumento significativo das dimensdes penianas (comprimento,
circunferéncia e largura da glande), assim como aumento na proliferagdo vascular e
infiltracdo linfocitica. Porém houve também aumento da reacéo inflamatéria e edema,
principalmente no grupo operado ap6s 3 meses do uso hormonal, com mais deiscéncia
da ferida quando comparado com o grupo operado apos 1 més. Esse resultado pode
estar relacionado a rapida reabsorgdo das suturas, devido ao aumento do infiltrado
linfocitico local (MENON et al., 2017).

Assim, por mais que possa haver beneficios quanto ao aumento peniano, a
testosterona também apresenta desvantagens em relagédo ao reparo tecidual: Bastos et
al. (2009) demonstraram que a testosterona estaria associada a redugéo na densidade
das fibras colagenas, o que também ja havia sido demonstrado em estudo conduzido por

Stern et al. (2004), que utilizaram histoquimica com tricrémio de Masson para avaliar a
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disposicéo organizacional das fibras colagenas apds terapia topica com testosterona e
constatou-se redugéo da deposicao de colageno, porém sem quantifica-las. Os autores,
entretanto, acreditaram que a redugao do colageno associada a testosterona topica seria
capaz de reduzir a fibrose tecidual em peles enxertadas em ratos. Além de néao
proporcionar aumento do colageno, outro argumento desfavoravel ao estimulo com
testosterona seria seu efeito angiogénico, o que poderia aumentar o risco de hemorragia
durante o ato operatério. (BASTOS et al., 2011)

Em nosso estudo, a testosterona n&o estimulou a expressao de colageno, mas
também nao houve reducao significativa deste quando comparada ao controle, assim
como recente estudo de com 35 pacientes com hipospadia em uso de testosterona topica
ou placebo no pré-operatério, onde foi utilizada a histoquimica com picrossirius para
avaliar o padrao de distribuicao das fibras colagenas, e assim como nossos resultados,
nao foram evidenciadas diferencas significativas entre os grupos testosterona e placebo
(BASTOS, 2009). Entretanto, tal estudo ndo comparou a testosterona ao estradiol, e a
avaliagdo das fibras colagenas foi realizada através da densidade em cruzes, critério
estabelecido pelo préprio avaliador, ndo tendo recorrido a programa de computador
especifico que permita analise mais objetiva, como foi realizado em nossos casos.

A testosterona, entdo, poderia retardar a cicatrizagado por varios mecanismos, ao
contrario do estradiol, que sabidamente acelera a cicatrizagdo (GILLIVER et al., 2003;
GILLIVER et al., 2006; GILLIVER e ASHCROFT, 2007; GILLIVER et al., 2007; GORDUZA
et al., 2011). Por mais que os efeitos da testosterona sobre o aumento peniano sejam
bem estabelecidos na literatura, e tais efeitos possam se constituir em beneficio para
determinado grupo de criangas com hipospadia, a literatura atual demonstra também um
provavel efeito danoso da testosterona, como foi exposto anteriormente. O que se discute
nesse estudo ndo € o abandono da testosterona tdpica no pré-operatério desses casos
ja bem indicados, mas sim o reconhecimento de que seus prejuizos sobre a cicatrizagao
podem e devem ser eficazmente combatidos, de modo a evitar complicagdes ainda
prevalentes, como fistula e deiscéncia.

Ambas estdo entre as complicagbes de maior incidéncia apds a cirurgia de
correcao de hipospadia e sdo associadas a deficiéncia da cicatrizagdo, ou seja, sédo
consequéncias de um desequilibrio na produgdo de colageno. Spinoit et al. (2013)
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relataram em seu trabalho uma incidéncia de reoperacao de 46% devido a fistula. Dessa
forma, seria muito interessante a prevengao dessas complicagbes mais incidentes, e
estimular a producao de colageno nesses pacientes seria um grande aliado no processo
de reparagao da ferida.

O colageno é componente fundamental no processo de cicatrizagdo. O suporte
estrutural da derme depende intrinsecamente da composi¢cao de sua matriz extracelular,
que é principalmente constituida por colageno. A pele sa apresenta aproximadamente
80% de colageno tipo | e 20% de colageno tipo lll, embora essa proporgao possa variar
de acordo com a regiao do corpo. O tecido de granulagao, por sua vez, apresenta 30% a
40% de colageno tipo lll.

Sabe-se que os niveis de colageno diminuem conforme aumentam os anos de
vida. Entretanto, sabe-se também que a fibra colagena é considerada uma molécula que
persiste por muito tempo, apresentando meia-vida de 15 anos. Grande parte do colageno
presente no nascimento persiste até a fase adulta na derme papilar, porém nao na derme
reticular, onde ele diminui progressivamente com a idade. Este fato pode ser uma falha
de nosso estudo, visto que ndo foi contabilizado o colageno separadamente em cada
camada dérmica, e sim na derme em sua totalidade (MARCOS-GARCES et al., 2014).
Entretanto, nao foi objetivo desta pesquisa comparar, qualificar e quantificar o colageno
da derme papilar e reticular separadamente, e sim o colageno dérmico total.

Em contrapartida, Dumas et al. (1994) demonstraram que a redugéo expressiva
de fibras colagenas tem inicio apds a segunda década de vida. Assim, o grupo etario que
constitui os pacientes deste estudo ainda nao teria iniciado seu processo de declinio
acentuado dos niveis de colageno. Além disso, os trés grupos apresentaram meédias
semelhantes de idade, o que significa que os grupos sdo comparaveis entre si quanto a
esta variavel.

Acreditamos que a maior expressao de colageno esteja relativamente ligada a
maior sintese e/ou menor degradagao deste componente, estimulado diretamente pela
administragdo do horménio tépico. Embora tal relagdo de causa-efeito seja comprovada
na literatura, a partir de outros sitios anatébmicos, seus beneficios quanto a melhora da
qualidade do reparo tecidual ndo podem ser estabelecidos baseando-se apenas em

nosso trabalho, visto que nao foi estudada a incidéncia das complicagdes correlacionadas
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no periodo pos-operatério. Dessa forma, nao foi avaliado o impacto do aumento do
colageno na cicatrizagdo desses pacientes do estudo, sendo necessario novas pesquisas
para fortalecer e ratificar tal associacéo.

Witte et al. (1997) demonstraram que o colageno tipo | esta associado a um
aumento na forga ténsil da ferida. O colageno tipo Ill ndo estaria associado a tal beneficio.
As fibras de colageno tipo |, portanto, constituem uma familia de proteinas da matriz que
exercem papel fundamental na cicatrizagdo, ao promover adesédo para as células e
consequentemente maior for¢a para a pele.

Em nosso estudo, GE apresentou aumento da deposi¢cao de colageno tipo | em
relacéo ao GT e GC, o que seria, entao, provavelmente benéfico para o pos-operatorio
dos pacientes. Através da analise de nossos resultados, acreditamos que o colageno tipo
Ill também poderia apresentar aumento significativo no GE se o estudo abrangesse um
numero maior de casos. Além disso, a produgédo de colageno tipo Ill é estimulada pelo
dano tecidual seguido da cicatrizagcdo, evento que nao reproduzimos em nOSsoOS
pacientes por questdes éticas. De qualquer forma, o aumento do colageno tipo |, por si
s0, ja € capaz de sinalizar para uma provavel melhora na resposta da pele ao dano
tecidual caso o estimulo com estradiol tépico acontega antes de um trauma cirargico.

A logistica para analise dessas fibras colagenas nos proporcionou alguns
obstaculos durante a pesquisa. A coloragdo com o picrossirius, embora seja uma das
melhores formas de estudar o colageno, ainda € método pouco disponibilizado e
realizado por poucos profissionais nos centros de pesquisa e laboratérios da nossa
cidade. Assim, para o emprego preciso do método de analise histoquimica, foi necessario
aprender todos os seus detalhamentos no laboratorio da UFMG.

Embora o estudo do colageno e da espessura da epiderme apds estradiol sejam
inéditos no prepucio de pacientes com hipospadia, estes ja sdo bem debatidos quando
se trata da pele de mulheres apds a menopausa. Inclusive, diversos estudos ja
estabeleceram associagéo benéfica entre o estradiol topico e o aumento da epiderme e
do colageno nessas pacientes (SON et al., 2005; MARCOS-GARCES et al., 2014; ZHOU
et al., 2016).

Castelo — Branco (1992) estudou a pele de 118 mulheres na pds-menopausa

durante 12 meses, e demonstrou aumento dos niveis de colageno em todas do grupo
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estradiol, comparado a um decréscimo dos niveis no grupo placebo. Maheux (1994), por
sua vez, demonstrou aumento de 33% na espessura da derme devido a maior produgao
de colageno associada ao estradiol.

Ja é bem estabelecido que a pele do prepucio possui receptores para o estradiol,
0 que significa que é responsivo ao mesmo (JESMIN et al., 2002). Sabe-se que existem
os receptores para estradiol ERa e ER[, sendo este ultimo predominante na epiderme
(DINH et al., 2010). Estudos variados também ja demonstraram presenga de receptores
de estradiol na uretra, glande, corpo cavernoso, prepucio e placa uretral de criangas
portadoras de hipospadia.(JESMIN et al., 2002; CELAYIR et al., 2007) Qiao et al. (2012)
ja haviam demonstrado a presenca destes receptores estrogénicos alfa e beta no tecido
prepucial, e afirmaram que os mesmos sao fracamente expressos no prepucio dos
meninos com hipospadia, evidenciando o importante papel do estradiol no
desenvolvimento normal do prepucio humano.

Em nosso estudo foi possivel evidenciar a relacdo de causa-efeito entre a
administragao topica de estradiol e 0 aumento da epiderme e colageno no sitio anatémico
que sofreu a intervengado. Tal achado corrobora que o tecido prepucial do pénis com
hipospadia também é responsivo ao estimulo com estradiol, o que indiretamente sinaliza
para a presencga e responsividade dos receptores de estradiol no prepucio.

O estradiol tem efeito benéfico também quando se trata da pele lesionada,
melhorando a cicatrizagédo das feridas existentes (SHIMIZU, 2005; ZHOU et al., 2016).
Estudos recentes tém demonstrado que ele é capaz de acelerar o fechamento cutaneo
atraveés de varios mecanismos, dentre os quais podemos citar a proliferacdo e migracao
de ceratindcitos: o estradiol teria, entdo, um potente efeito mitogénico sobre ceratindcitos
e também sobre fibroblastos, demonstrados tanto in vitro quanto in vivo (WILKINSON e
HARDMAN, 2017).

Dessa forma, o aumento da espessura da epiderme poderia constituir em um efeito
indireto do estradiol sobre os ceratinécitos. Ja o aumento da expressao de colageno seria
um efeito indireto do estradiol sobre a atividade dos fibroblastos. (ZHOU et al., 2016)

O estradiol também modula citocinas que influenciam a produgao de componentes
da matriz, contragdo da ferida e angiogénese (ASHCROFT et al., 1999; ASHCROFT e
ASHWORTH, 2003). Sabe-se que o fator de inibicdo de migragdo de macréfagos (MIF)



41

€ regulado pelo estradiol durante a cicatrizagao, ao estimular a proliferagdo da epiderme
e a produgéo de células inflamatdérias (ASHCROFT et al., 2003). Verdier — Sevrain (2004)
demonstraram que o estradiol poderia atuar sobre seus receptores, localizados nos
ceratindcitos do prepucio, estimulando a proliferagdo destas células. Os autores
defendem que durante a cicatrizagdo, o estrogeno seria capaz de estimular a
multiplicacdo dos ceratindcitos com o objetivo de facilitar a reepitelizagao.

Gilliver et al. (2007), por sua vez, estudaram os efeitos do estradiol e de
androgénios na cicatrizagdo de feridas, e demonstraram que o estradiol limita a
magnitude da resposta inflamatéria. Os androgénios, ao contrario, dificultam o reparo
tecidual da pele lesionada e aumentam a resposta inflamatéria (MENON et al., 2017).

Como este € o primeiro estudo a avaliar os efeitos histologicos do estradiol topico
no prepucio de pacientes com hipospadia, nao ha literatura disponivel sobre o tema para
compararmos nossos resultados. Até o momento da conclusédo desse estudo
encontramos apenas dois estudos publicados a respeito do uso do estradiol tépico no
prepucio humano.

No primeiro estudo, foram estudadas as repercussodes clinicas do uso do estradiol
tépico em pacientes com hipospadia, porém né&o foi realizada analise histolégica dos
mesmos. Paiva et al. (2016) estudaram 69 criancas apods terapia topica com estradiol,
testosterona e placebo, e concluiram que a testosterona aumenta o didmetro peniano, da
glande, e o tamanho do pénis. De acordo com os autores, diferente da testosterona, o
estrogénio ndo provoca alteracbes na biometria peniana, ndo causando aumento
significativo do tamanho do pénis, o que poderia ser uma desvantagem no sentido de néo
facilitar a técnica cirurgica, especialmente naqueles casos de micropénis. Além disso,
nesse estudo nao foi observado alteragdes nos niveis séricos dos hormonios sexuais
(testosterona livre e total, horménio luteinizante, horménio foliculo estimulante e
estradiol).

No segundo estudo, foram estudadas alteragées histoldgicas do prepucio de seis
pacientes adultos e sadios que realizaram terapia topica com estriol antes da circuncisao,
e foi comprovada a cornificagdo da mucosa escamosa. Este estudo teve o objetivo de
avaliar uma possivel protecdo do epitélio do prepucio ao contagio pelo HIV. O mesmo

diferencia-se de nosso trabalho por estudar pacientes adultos e sem hipospadia, além de
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ter estudado a porgéao interna do prepucio, e nao a externa.(PASK et al., 2008)

Poucos estudos avaliaram a medida da espessura da epiderme do prepucio,
sendo em grande parte relacionados a essa suposta protecdo que a maior espessura do
epitélio local ofereceria contra o contagio do HIV. (DINH et al., 2010)

No estudo de Dinh e colaboradores (2010) em 16 homens adultos, foi
demonstrado que a espessura média do epitélio externo (epiderme) seria de 20,54 +
12,51 um, ja a medida do epitélio da mucosa seria de 25,37 + 12,51 ym. O mesmo autor
enfatiza a dificuldade em identificar area correspondente ao epitélio da mucosa (“inner
foreskin”) em todas as amostras de prepucio. A MEE encontrada nos grupos GC e GT de
nosso trabalho vao ao encontro dos dados fornecidos por Dinh. O GE de nosso trabalho,
por sua vez, apresentou MEE bem superior a média disponivel na literatura. Tal achado
corrobora o fato de que ha uma relagao direta entre a espessura da epiderme encontrada
no GE e o estradiol tépico administrado nesses pacientes. Entretanto, devemos ressaltar
que ha uma grande diferenga na faixa etaria dos pacientes avaliados em relagao ao nosso
estudo, além do fato de que o estudo de Dinh n&o envolveu pacientes com hipospadia
nem houve estimulo hormonal pré-operatorio.

A medida da epiderme através de cinco linhas perpendiculares ao estrato cérneo
foi um método reproduzido a partir de dissertacdo sobre o tema, com o uso do programa
de computador adequado para a realizagdo das medidas, assim como nosso estudo.
(PAULA, 2010) Essa técnica é facilmente reprodutivel, devendo-se tomar o cuidado de
medir toda a extensdo da mesma e evitar a medida nos locais que apresentam cristas
epidérmicas ou cortes obliquos, 0 que poderia causar grande viés nho momento da
analise.

Em alguns momentos, foi inevitavel o posicionamento de tracados em regides da
epiderme cujo corte ndo tenha sido totalmente transversal, ou seja, regides em que o
corte tenha sido obliquo, e ndo totalmente perpendicular a superficie epidérmica no
momento da clivagem. Por mais que tenhamos nos empenhado em clivar com grande
cuidado e sempre perpendicular a superficie, foi inevitavel que algumas regides se
apresentassem mais obliquas que outras devido a extrema rugosidade do prepucio.
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No momento das medidas, portanto, procuramos evitar estes locais obliquos; além
disso, a medida em varios pontos percorrendo toda a extensdo da amostra nos permitiu
minimizar o viés dessa analise.

Uma possivel critica a este método seria o fato de ser avaliador-dependente, ou
seja, o pesquisador que faz a medida poderia posicionar as linhas nos locais mais
apropriados para o resultado almejado. Para evitar tal viés, foi imprescindivel o correto
posicionamento das linhas buscando a divisdo simétrica em toda a extensdo da
epiderme, dividindo a mesma em seis partes através de cinco linhas perpendiculares.
Além disso, as medidas foram realizadas por pesquisador cego, ou seja, que
desconhecia qual horménio havia sido administrado em cada amostra mensurada, o que
certamente aumentou ainda mais a confiabilidade dos nossos resultados.

Achados relativos a boa cicatrizagdo na avaliagao histolégica do prepucio séo
fundamentais para a corre¢ao da hipospadia, nao sé devido ao beneficio estético, mas
sobretudo por aumentar a confianga dos retalhos e enxertos oriundos desse tecido
(SNODGRASS e BUSH, 2016). Dessa forma, a boa cicatrizagdo do prepucio estaria
relacionada a uma menor incidéncia de complicagdes como fistulas e deiscéncias.

Nosso estudo é focado em area ainda pouco explorada pelos pesquisadores de
urologia pediatrica, visto que sdo escassos o0s trabalhos que pesquisam aspectos
histoldgicos relacionados a cicatrizagao do prepucio nesses pacientes, e torna-se inédito
quando aliamos a isso o fato de estudarmos os efeitos do estradiol no prepucio de
pacientes com hipospadia.

Entretanto, reconhecemos que existem questionamentos quanto a real
aplicabilidade de nossa pesquisa na pratica clinica diaria da urologia pediatrica, uma vez
que nossos achados se limitam a analises histoldgicas, e muitas vezes as alteracdes
encontradas ao nivel tecidual ndo se refletem em beneficios clinicos evidentes e
concretos. Dessa forma, existe, sim, a possibilidade de que o evidente aumento da
espessura da epiderme e do colageno dérmico proporcionados pelo estradiol ainda assim
ndo sejam capazes de oferecer melhora nos indices de complicagdes relacionadas a
cicatrizagao desses pacientes. Entretanto, essa hipotese deve ser contestada através de
novos estudos.

Os resultados aqui apresentados, por outro lado, sinalizam para provavel beneficio
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no uso do estradiol em meninos com hipospadia. Pesquisas prévias demonstrando
resultados satisfatorios em outros sitios anatémicos aliadas aos achados histolégicos em
nossos pacientes fazem com que seja levantada a hipétese de que o estradiol esteja
relacionado a melhora na cicatrizagdo de meninos com hipospadia. De qualquer forma,
essa associacado nao pode ser afirmada baseada apenas em nossos achados, uma vez
que nao foi estudado o real impacto de nossos resultados no pdés-operatorio dos
pacientes estudados.

Assim, o aumento da espessura epidérmica e do colageno dérmico podem de fato
estar associados a menor incidéncia de complicagdes pos-operatorias, mas tal

associacéo deve ser pesquisada em novos estudos voltados para esse objetivo.
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7 CONCLUSAO

Ocorreram alteragdes histolégicas ao nivel de epiderme e derme prepucial
associadas ao uso da terapia hormonal tépica pré-operatéria.

A administracao do estradiol topico foi relacionada a maior espessura da epiderme
do tecido prepucial.

A administragao do estradiol topico foi relacionada a maior expresséo do colageno

tipo | na derme do prepucio.
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Summary

INTR.ODUCTION: The use of pregperative topical testosterone stimulation prior to hypospadias
correction aims to increase penile size and achieve better surgical results. Topical estradicl has
been shown to improve the quality of skin in other sites, but its use in bovs with hypospadia has
not yet been elucidated. This study aims to evaluate the primary effects in epidermal
thickness and collagen distribution of estradiol compared to testosterone and placebo in

skin of prepuce before hypospadia surgery.

MATHERIALS AND METHODS: Patients were randomized mnto three groups according to the
topical hormone uzed: TG: Testosterone ocintment; EG: Estradiol omtment; CG: Newtral base
ointment. Fragments of foreskin were excized, fixed and then sectioned for lustology. For each
sample. epidermal thickness and dermal collagen expression was measured by specific computer

analysis, p-values of <0.03.

EESULTS: Thirty-three patients with a mean age of 4.01 = 2.92 years were included.
Hypospadia classification was simular i all three groups. Mean epidermal thickness and collagen
tvpe I expression in EG were greater than those of the other groups. Cellagen type III expression

was stmilar in all groups.

DISCUSSION: Foreskin has a fundamental role in many techmiques of hypospadias surgery and
can be used either as a graft or a flap in the correction of the penile defect. Increase of epidermal
thickness and dermal collagen observed in the present study has already been related to use of
estradiol in other skin sites, but not vet in foreskin. Further studies are needed to evaluate the real
significance of these findings in boys with hypospadias.

CONCLUSION: Use of topical estradiol before hypospadias surgery lead to greater epidermal

thickness and increases dermal collagen expression in foreskin
KEYWORDS

Hypospadias. Chuldren. Estradiol. Testosterone. "Wound healing.
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Introduction

Hypospadia i a common congenital abnormality charactenized by an ectopic urethral meatus
along the ventral surface of the penis proximal to the normal glanular location [1] Surgical repair
of hypospadias is challenging even in experienced hands, especially in bovs with a small-sized
glans and pents [2]. Therefore, many surgeons suggest temporary enlargement of the penis,
achieved by local or parenteral application of testosterone [3].

Nevertheless, the role of supplemental hormonal therapy before hypospadias surgery is still not
clear. There is considerable controversy surrounding the use of androgen stimulation or
supplementation before hypospadias repair for the improvement of surgical results. Subjects of
debate include best agent. route, dose, dosing schedule, and timing of treatment to be emploved
as well az increase in vascularization. Typical indications for administening hormones are a
small-appearing penis and/or glans and ventral curvature. [4] Some studies B pave
demonstrated negative effects of androgens on the skin healing process, raising the guestion of
potential adverse effects of preoperative topical hormonal stimulation in hypospadia surgery.

Satisfactory wound healing 1= important not only because of its aesthetical advantages, but also
to improve safety of grafts, flaps, and to avoid dehiscence and fistulas. Despite more than 250
different techniques for hypospadias repair, successful outcome depends mainly on the surgeon’s
skills and the availability of appropriate fissue [7] Bastos ef af. [8]. demonstrated that the use of
topical testosterone prior to hypospadias surgery is associated with an inereaze of blood vessels
density and number in foreskin. This neovascularization could be associated with a greater
oxygenation in scar healing but to our knowledge the real effect of necvascularization on

surgical results remains to be proved.

On the other hand, topical estradiol has been shown to improve the quality of skin and healing
process. [9-12] It has already been studied in shin aging, as it prevents decline of collagen
fibers.[13] In other sites, the use of topical estrogen accelerates healing, increases collagen
deposition, and reduces inflammatory cell influx, but its histological findings i boys with
hypospadia has not vet been elucidated. We have hypothesized that topical hormones could
determine significant histological changes in epidermal thickness and dermal collagen

expression in foreskin of children with hypospadias.
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Patients and methods

A randomized, double-blinded controlled trial was conduct including 33 boys prezenting with
hypospadias and with age ranging from 6 months to 10 years. Children with other penile or
genital abnormalities, previous genital surgery and those who have used hormone were not
included in the study. The study was approved by the Fesearch Ethics Committee of our
mstitution, according to the norms of the Declaration of Helsinki. It was registered and adheres
to CONSORT statement. Written informed consent was obtained from the responsible for all
individual participants included in the study.

Thirty-three patients were randommzed according to the type of hormone used into three groups
wsing the software “Eesearch Randomizer Form v4.07 (http'www randomizer org/ form him).
The groups were divided as follow: Control Growp (CG): Placebo. Neutral base ointment;

Testosterone Group (TG): 1% Testosterone propionate ointment; Estrogen Group (EG): 0.01%
Estradiol ointment.

All patients received a tube of ointment not 1dentified of its comtent. Surgeon and pathologist
were alzo blinded. Mothers were instructed to use gloves when applying the cmtments.

After randomization, patients were instructed to use the topical treatment (volume measured in a
coffee scoop of approximately 5g) twice a day for 30 days, applying the cintment all over the
pemis. Surgical procedures were done 1 to 10 days after the end of treatment. Surgenies were
performed in two different institutions, by two surgeons with 20-23 years of prior experience in
performing the reported intervention, from April 2015 to December 2017. During surgery, a
small zegment (1.0 cmz} of the dorsal foreskin was removed and sent for histologic analysis.

Fragments of the foreskin were fixed in 10% formalin prior to paraffin embedding and sectioning
for histology. Paraffin-embedded 4-pm sections were stained with Hematoxylin Eosin (HE),
Maszon Trichrome (MT) and Picrosirius Red (PR). For each sample of HE-stamned fragments,
the keratinocytes layer was studied by measuring epidermal thickness in five different pounts by
unage analysis using a Zeiss camera and PC image capture syvstem. [14] [15] Besults were
determined by measuring equidistant points in all epidermis extension, Measure was always
perpendicular to epidermis edge, under stratum comeum till stratum basale, which means that

was not necessarily vertical.
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Picrossiriuz Bed fragments were imaged using polarized light Pictures of all dermis extension
were taken. Image Pro-Plus 4.3 Media Cybermnetics was used to evaluate collagen expression.
Type III collagen fibers was showed as green. and type I as red'orange [16] We analyzed the

incidence of pixels in color green and red in each picture.

Statistical analyses were performed wasing GraphPad Prismm 603 (GraphPad Scoftware, San
Diego, CA). Results were expressed as mean = standard deviation. A one-way amalysis of
variatice (ANOVA) was vzed to determine zignificant differences among the three groups.
Significant differences were defined as p-values of <0.035.

Results

Thirty-three patients with a mean age of 4.01 = 2 92 vears were included. Thirteen subjects in the
TG group (3.15 = 2.64), and 10 in the EG group (3.8 + 2.97) p=0.2020_ Ten subjects were
allocated to the CG group (3.10+ 3.17 years old).

Hypospadias classification was sunilar in all three groups (p=0392):

* TG - Coronal (5), Subcoronal (4), Midshaft (3) and Proximal (1);
*  EG - Coronal (4), Subcoronal (5) and Midshaft (1):
* €G- Coronal (4). Subcoronal (5), and Midshaft (1);

Mean epidermal thickness (MET) in foreslin of boys who received estradiol was greater than
those of the other groups (p < 0.0001): (Figure 1)

* MET in TG was 20.584 £ 7.34 pm (12.05-40.76)

* MET in EG was 33.67 £ 5.53 um (26.16 — 44.63)

+ MET in CG was 18.99 = 4.54 nm (13.68-19.69)
When the groups were paired, EG showed greater MET than CG (p < 0.0001), and TG (p <
0.0001). MET in CG and TG were similar (p = 0.4760)

Under polarized light, collagen fibers are easily differentiated from the black background, thus
allowing for quantitative morphometric analysis. Collagen fibers appear red or green,

representing type I or type III collagen content, respectively. (Figure 1)
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Mean collagen type I expression in EG was higher than CG and TG (TG: 1238 = 27.72 pixels;
EG: 1536 + 3485 pixels: CG: 1312 = 1081 pixels) {p = 0.032). Collagen type III expression
was similar in all three groups (T'G: 67.18+ 18.08 pixels; EG: 77.39+ 15.61 pixels; CG:
66.17+ 17.12 pixels) (p = 0.2709). (Graphic 1)

Expression of collagen type [ was:

*  TG: 1258 +27.72 pixels
- EG: 155.6 + 34.85 pixels
. CG: 1322+ 19.81 pixels

Expression of collagen type III was:

+  TG:67.18+ 18.08 pixels,
»  EG: 77.39+ 15.61 pixels,
. CG:66.17= 17.12 pixels.
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Graphic 1: Expression of collagen type I (p = 0.0328) and type III {p = 0.2709) expreszion in
groups Testosterone (TQ), Estradiol (EG) and Control (CG), 1n pixels.
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Discussion

To our knowledge this is the first study on the effects of estrogen on the prepuce of children
with hypospadias. The present data demonstrates that use of topical estradiol on the penis
30 days prior to hypospadias surgery increases epidermal thickness and collagen type I
expression in the foreskin. This adds to cur previous study that has shown no side effects and
o changes on penile biometry after estrogen stitulation. [3]

Foreskin ha: a fundamental rele in many techniques of hypospadias surgery and can be used
erther as a graft or a flap in the comection of the pemle defect. [1] Increase of epidermal
thickness and dermal collagen observed in the present study has already been related to use of
estradiol in other skin sites [11, 17, 12] but not yet in foreskin,

The proliferation stage of healing entailz a local increase m epidermal cell drvision to replace
those cells destroved by wounding. It invelves migration of epidermal cells over the wound site
(reepithelialization). Therefore, epidermal proliferation is of paramount dmportance for wound
repair. It 15 already well known that keratinocytes are responsible for restoring the epidermis
after injury through the epithelialization process. Complex interactions and cross-talk between
keratinocytes, fibroblasts, inflammatory cells, and other types of cells during wound healing are
critical for successful wound closure and healing. [18]

The dermal =tructural support depends primarily on the composition of the dermal extra cellular
matrix, which i3 mainly composed of collagens. Collapens are a family of extracellular matrix
protens that play a dominant role in connective tissue healing, by providing strength for the slan
and an extracellular matrix framework for cell adhesion and migration. Collagen type II is
codistributed with type I in tissues and their relative proportions may change during wound
healing. [19]

Collagen type IIT iz also referred as “new”™ or “immature™ collagen and collagen type I as
“old” or “mature™ collagen. Immature (type III) collagen increases when skin is damaged,
which was not observe in our patients. Since this is the first study that evaluate collagen
levels after topical estradiol in foreskin, we don’t have any previous literature to compare

our results. It's known that unwounded dermis contains approximately 80% type I
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collagen and 20% type III collagen. Acute wound granulation tissue, in contrast, expresses
30% to 40% type III collagen.[20]

The process of remodeling involves recrganization of immature collagen to a more orgamzed
extracellular matrix. In the adult, this occurs with a change from type III collagen to
predominately type I collagen and extensive cross-linking of the collagen molecules. Witte et al.
showed that higher levels of collagen type [ are associated with higher strength of the wound,
and collagen type III does not contribute to the strenpgth of the wound [20] EG showed a
significant increase of type I collagen deposition, which may lead to a higher strength of the
wound in this group, on the other hand, collagen type III does not contribute to wound

strength and did not have a significant increase in our study.

Furth ef al [21] reported a high expression of type I and III procollagens m fetal dermis that
remained partially elevated during the postnatal period to decrease later with skin maturation. In
our study, mean age was similar in all three groups, therefore, the groups were comparable
regarding age, and it could not be interpreted a5 a confounding factor. There iz a high density of
collagen fibers existing at birth that remains constant until adulthood in the papillary dermis, but
not in the reticular dermis, where it diminishes progressively. This i a hmitation of our study,

since we didn’t measure collagen exprezzion in each dermal laver, separately.

In normal tissues. a greater amount of collagen was already proven to be beneficial for
older menopausal women because of its aesthetical benefits.[22] We have previously showed
a reduced collagen deposition with higher incidence of immature forms associated to topical
testosterone prior to hypospadias surgery, which could be correlated to a worze healing
process [23] Nevertheless, in the present study we did not observe the same changes in
collagen levels in those receiving testosterone treatment, and we believe that this needs to

be better elucidated in further studies.

Gilliver ef al. [13] studied effects of androgens and estrogens in scar healing, and showed that
estrogens are associated to rapid healing and androgens slowed down the repair of the damaged
dermis. Penile skin has hormone receptors, both to estradiol and testostercne, as shown in other
study. [24] Gorduza et al. showed higher rates of complications when topical testosterone

was used before surgery in children with hypospadia, and referred to those complications
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as healing failure, although in their study most of the patients that used testosterone were
those with more severe hypospadias. [25] On the other hand, other previous studies and
two recent meta-analvses have shown satisfactory results with androgen therapy prior to

hypospadias. [4,20-21]

It's already known that topical application of 17b-estradiol to aged human skin increases the
amcunt of collagen and the proliferation of epidermal keratinocytes, leading to a thickening of
the skin. [12] Using a computerized image analysis of biopsy samples, Sanerbronn ef af found
an increase of 6.49% of collagen fibers in the dermis and no significant change in epidermal
thickness after six months of treatment with estradicl valerate and cyproterone acetate. [26)

Estradiol seems to have effects also on damaged skin improving wound healing. Previcus
studies have already establizhed that estrogen is capable of accelerating cutaneous wound healing
through multiple mechanisms, one of which involves affecting keratinocytes biological
properties. such as migration and proliferation [27] Estrogens may accelerate the healing
response via modulation of cytokines that influence matrix production, wound contraction, and
angiogenesis [9, 11]

The exprezsion of cytokine macrophage migration inhibitory factor (MIF) iz tightly regulated by
estrogens during wound healing by the proliferating epidermis, endothelial cells and infiltrating
inflammatory cells. MIF has emerged as a key mediator of the enhancement of cutanecus repair
by estrogens. [28] Interestingly, administration of anti-MIF antibodies induces a delay in
wound healing in vive, which suggests a potential role of MIF in wound healing. In vitro
assays have shown a striking estrogen mediated decrease in MIF production from activated
murine macrophages, a process involving the estrogen receptor. Estrogen inhibits the local
inflammatory response by downregulating MIF, suggesting a specific target for future

therapeutic intervention in impaired wound-healing states. [20]

MNevertheless, there iz only one study that showed clinieal aspects of topical estradiol in the penis
of boys with hypospadias. Paiva et al., [3] studied 69 boys after the use of topical estradiol,
testosterone and placebo, and concluded that preoperative uvse of topical testosterone increases
penile size but the use of estradiol does not change penile bictnetry. No side effects nor

alterations in serum hormone levels were found in those who used estrogen.
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We are aware of the limitations of our study, which includes only histological analysiz on
epidermal thickness and collagen expression and no other analysis such as MIF or clinical
outcomes were evaluated. Even though, our findings should be of value since it includes a
new approach to hormonal stimulation for hypospadias surgery that has already been
proved to be safe, [3] and it can lead to new sindies searching for clinical events related to
healing after surgery in this group of patients to confirm if topical estradicl could be related to
better wound healing and results in this group of patients.

Studies are still needed on histological findings related to the vse of topical estradiol in the
foreskin of boys with hypospadias. Previous good results in slin of other sites combined with our
recent finding of epidermis thickness and dermal collagen improvement could prompt a potential
benefit of using estradiol before hypospadias surgery, but still need to be replicated.

Conclusion

The usze of topical estradiol before hypospadias surgery stimulates epidermal prowth and
collagen production, leading to greater skin thickness m prepuce. Further studies are needed to
evaluate the real significance of these findings i boys with hypospadias.
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Fig 1. Histological examinations of the foreskin, 10X, original magnification. Arrows
indicate epidermis.

A Hematoxylin—eosin staining, epidermal thickness in Testosterone Group. Red lines indicate
epidermal thickness measure.

B: Hematoxyvlin—eosin staining, epidermal thickness in Estradiol Group. Red lines indicate
epidarmal thickness measure.

C: Hematoxylin—eosin staining, epidermal thickness in Control Group. Red lines indicate
epidermal thickness measure.

D: Masson Trichrome staining, epidermal thickness in Estradiol Group.

Fig 2. Histochemical examinations of the foreskin with Picrosirius Red staining, 10X.

A Deposition of dermal collagen (collagen type 1l in green, type | in red) in Testosterone Group.

B: Deposition of dermal collagen (collagen type 1l in green, type | in red) in Estradiol Group.

C: Deposition of dermal collagen (collagen type Il in green, type | in red) in Control Group.
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Josmal of Pedintrs Urndogy (ooo) oo

Commentary to ‘Topical estradiol
increases epidermal thickness and
dermal collagen of foreskin prior to
hypospadia surgery — randomized

Chigren's Hospital of double blinded controlled trial’

af hd:l:u‘henlﬂleum:ird
Pennsylvania, PA 19904, USA
C.J. Long *, D.A. Weiss
* Conrpspanding aithor.
Long E34E email_chop ade (T

J. Long} Hormonal therapy use in hypospadias surgery
is not a new concept, with surgeons utilizing it
to tip (pun intended!) the odds of a successful

3 May 2015 repair in their favor. Although its use varies

mm“mm" per surgeon, pre-operative Lestosterone is
typically given to increase the penile length
and glans width in hopes of decreasing tension
on the repair [1]. In this study, the authors
examine the effects of administering pre-
operative topical estradiol to boys with hypo-
spadias. In contrast to testosterone, estradiol
does not, and is mol intended to, increase
penile size [2]. Their goal, however, was not Lo
study the effects on surgical outcomes but
instead to understand the histologic changes
in epidermal thickness and collagen distribu-
tion in the dorsal foreskin. The authors spe-
cifically examined the effect of estradiol on
the ratio of ‘favorable’ to ‘unfawvorable'
collagen levels in the foreskin of these boys,
with the assumption that this could improve
wound healing after surgery as the preputiat
skin is utilized in most repairs.

An examination of this study must start with
identification of its significant flaws. The au-
thors did not include a control group of patients.
exposed to topical estradiol without hypospa-
dias, which although is a drawback, & an un-
devrstandable one because of ethical reasons.
Their analysis is preliminary in that they did not
study other potential effects of estradiol thal
have been previously demonstrated, including
expression of macrophage migration inhibitory
factory (MIF) [3]. Finally, althoush they iden-
tified an increase in type | cotlagen in preputial
skin, the ratio of type | {(favorable) to type 11
{unfavorable} collagen is low, consistent with
that found in injured tissue. This may suggest a
lack of clinical impact of estradiol.

hittps:/ {dol.org/ 10. 10164, jpurel, 2049, 06. 015

In spite of these lLimitations, this article
begins to think ‘ouiside the androgen box”
regarding hypospadias, and, more than being
another evaluation of which surgical tech-
nigue works best in which hands, offers an
opening for a new avenue of study. Perhaps,
peri-operative topical estradiol will increase

[1] Worg WL, Braga LH. The influence of pre
operative hormonal stimedation on hypospadias
repair. Front Pediatr 2095.3. 3.

[2] Paiva ML, Bastos AN, Miana LP, Barmos [ES,
Ramos PS5, Maanda LM, et al Biometry of the
hypospadic penis after hommone themapy (tostos-
terone and estrogen): & randomized, double-
Bétnd controtied trial. J Pediatr Urol 2016 Acg;
12{4)200 216 hitps: / / dod_org/ H0U V006 -
prurol 2071 6.04.013. Epub 2096 May 26.

3] Ashcroft G5, Mills 5, Lei K, Gibbors L, leong B,
Tariguchi M, et al Estropen modulates cuts-
nesonrs weowndd healing by downreguisting macrm-
phage migration inhibitory factor. J Chin frvest
O3 v TR 13010

1477-5131/% 2019 Journal of Pediatric Urolozy Company. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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ANEXO 1
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo biométrica e morfoldgica do pénis, prepucio e miocérdio de
criangas portadoras de hipospdadia antes e apds estimulo hormonal. Pesquisador: José Murillo Bastos
Netto Area Tematica:

Versao: 5
CAAE: 33295514.4.0000.5147
Instituicdo Proponente:FACULDADE DE MEDICINA - UFJF

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 983.247
Data da Relatoria:
19/03/2015

Apresentacgao do Projeto:

Apresentacdo do projeto esta clara e detalhada de forma objetiva. Descreve as bases cientificas que
justificam o estudo.

Objetivo da Pesquisa:

Apresenta clareza e compatibilidade com a proposta de estudo.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Identificacdo dos riscos e as possibilidades de desconfortos e beneficios esperados, estdo adequadamente
descritos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto esta bem estruturado, delineado e fundamentado, sustenta os objetivos do estudo em sua
metodologia de forma clara e objetiva, e se apresenta em consonancia com os principios éticos
norteadores da ética na pesquisa cientifica envolvendo seres humanos elencados na resolugdo 466/12 do

CNS e com a Norma Operacional N2 001/2013 CNS.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

O projeto estda em configuracdo adequada e ha apresentacdo de declaragcdo de infraestrutura e de
concordancia com a realizagdo da pesquisa, assinada pelo responsavel da instituicdo onde sera realizada
a pesquisa. Apresentou de forma adequada o termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O Pesquisador
apresenta titulacdo e experiéncia compativel com o projeto de pesquisa Conclusées ou Pendéncias
e Lista de Inadequacdes: Diante do exposto, a emenda ao projeto estd aprovada, pois estad de acordo
com os principios éticos norteadores da ética em pesquisa estabelecido na Res. 466/12 CNS e com a Norma
Operacional N2 001/2013 CNS. Data prevista para o término da pesquisa:Dezembro 2015.
Situacao do Parecer:Aprovado Necessita Apreciagao da CONEP:N3o
Consideragdes Finais a critério do CEP: Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa
CEP/UFJF, de acordo com as atribuigdes definidas na Res. CNS 466/12 e com a Norma Operacional
N2001/2013 CNS, manifesta-se pela APROVACAO a emenda solicitando altera¢do do titulo "Avaliagdo
biométrica e morfoldgica do pénis e prepulcio de criangas portadoras de hipospdadia antes e apds estimulo
hormonal" para "Avaliacdo biométrica e morfoldgica do pénis, prepucio e miocardio de criangas
portadoras de hipospadia antes e apds estimulo hormonal", inclusdo da pesquisadora Elisabeth Campos
de Andrade,como membro da equipe, e a continuagdo a linha de pesquisa, que irda comparar outros
hormonios e vias de administracdo usados no pré-operatdrio da correcao de hipospadia, a fim de
verificarem qual o mais eficiente. Constatar a a¢do da testosterona tépica, estradiol tépico e da hCG no
crescimento do pénis, e comparar qual dos horménios e via de aplicagdo oferece melhores resultados na
neoformacdo vascular e sobre as fibras colagenas e eldsticas, ao protocolo de pesquisa proposto. Vale
lembrar ao pesquisador responsdavel pelo projeto, o compromisso de envio ao CEP de relatdrios parciais
e/ou total de sua pesquisa informando o andamento da mesma, comunicando também eventos adversos

e eventuais modificacdes no protocolo.

JUIZ DE FORA, 12 de Margo de 2015

Assinado por:
Francis Ricardo dos Reis Justi
(Coordenador)



