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RESUMO

O objetivo do presente estudo é analisar e comparar os diferentes
aspectos histologicos do prepucio de criangas com hipospadia, com e sem aplicagao
prévia de testosterona, comparando com o de criangas postectomizados. O prepucio
de nove criangas postectomizadas (G1), 13 criangas com hipospadia sem uso de
testosterona (G2) e 13 com hipospadia que fizeram aplicagcao topica de propionato
de testosterona a 1% por 30 dias (G3) foram incluidas no estudo. Avaliagéo
histolégica dos prepucios para fibras colagenas foi feita com picrosirius, usado para
avaliar densidade dessas fibras. Com o Tricrbmio de Masson foi avaliada a
homogeneidade das fibras colagenas e sua quantificacdo através do sistema de
arcos cicloides sobreposto a um sistema de videomicroscopia, onde obtive-se a
densidade de superficie. Resorcina-fucsina de Weigert foi usada para avaliar a
densidade e homogeneidade das fibras elasticas. Com o receptor de andrégeno
avaliou-se o numero e intensidade das células coradas. Fator de Von Willebrand foi
usado para avaliar o numero e densidade de volume dos vasos sanguineos. O
picrosirius, ndo mostrou diferengas entre os grupos estudados (p= 0,905). Com o
Tricrobmio de Masson, observamos que os pacientes tratados com testosterona (G3)
apresentaram uma menor homogeneidade (p= 0,001) e menor densidade de
superficie de fibras colagenas (0,3 £ 0,1 fibras colagenas) que aqueles nao tratados
(0,4 + 0,1 fibras colagenas) (p< 0,001). As criangas postectomizadas apresentaram
um padrao de distribuicdo de fibras elasticas mais denso (p= 0,003) e menos
homogéneo (p= 0,008) que os demais grupos. A marcagao para receptor de
androgeno foi maior nas criangas do G1 quando comparadas ao G3 (p=0,011). O
prepucios tratados com testosterona (G3) apresentaram aumento do valor numérico
absoluto de vasos (8,5 + 1,3 vasos/campo) (p< 0,001) e aumento da densidade de
volume destes vasos (50,5% + 7,8 vasos/ponto) quando comparados com o grupo
nao tratado (G2) (24,8% + 8,6 vasos/ponto) (p< 0,001). O uso topico de propionato
de testosterona a 1% foi capaz de provocar neovascularizagao, em numero absoluto
e densidade de volume, e reduzir o tecido fibroso. Criancas tratadas apresentaram
padrao de distribuicdo de fibras colagenas menos homogéneo préxima aos vasos o
que sugere menor maturidade destas fibras com menos deposi¢cao de colageno.

Palavras-chave: Hipospadia. Testosterona. Postectomia. Prepucio.



ABSTRACT

The goal of this study is to analyze the different histological features of
the foreskins of children with hypospadia, that has and has not recieved application
of testosterone cream, and compare them with circumcised patients. The foreskin of
09 circumcised children (G1), 13 children with hypospadia, who did not receive
testosterone (G2), and 13 children who received topical 1% testosterone propionate
(G3) were included in this study. The histological evaluation of the collagen fiber was
done with Picrosirius staining to analyze the density of these fibers. Masson's
trichrome was used evaluate the homogeneity of the collagen fibers and its
quantification as their surface density, which was obtained through a video-
microscopy system superimposed with a cycloid arch test system. Elastic fiber
density and homogeneity was evaluated with resorcin-fucsin of Weigert. Androgen
receptor histochemistry was used to stain intensity and the number of stained cells.
With the von Willebrand factor and the same video-microscopy system superimposed
with a cycloid arch test system, the number and volume density of the blood vessels
was obtained. Picrosirius histochemistry did not show differences among the study
groups (p= 0.905). With Masson's trichrome, testosterone-treated patients (G3) had
lower homogeneity (p=0.001) and surface density of the collagen fibers (0.3 + 0.1
collagen fibers) than those untreated (G2) (0.4 + 0.1 collagen fibers) (p<0.001).
Circumcised children had a denser pattern of elastic fiber distribution (p=0.003), and
the elastic fibers were also less homogeneous (p=0.008) than the other groups. The
histochemistry for androgen receptor showed a greater staining pattern in children of
G1 compared to G3 (p=0.011). Testosterone-treated foreskins (G3) had an increased
absolute numbers of blood vessels (8.5 + 1.3 vessels/field) (p<0.001) and an
increased blood vessel volume density (50.5% + 7.8 vessel/points) compared to
untreated subjects (G2) (24.8% + 8.6 vessel/points) (p<0.001). Topical 1%
testosterone propionate produced neovascularization, in absolute numbers and
volume density, and reduced fibrous tissue. Treated children had less homogeneous
distribution patterns of vessel-surrounding collagen fibers, suggesting a lower
maturity of these fibers, with less collagen deposition.

Keywords: Hypospadias. Testosterone. Circumcision. Foreskin.
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1INTRODUGAO



1 INTRODUGCAO

A hipospadia (do grego hipo = inferior, e spadon = fenda) pode ser definida
como defeito congénito do pénis resultante do desenvolvimento incompleto da
uretra, podendo o meato uretral se abrir em qualquer local desde o perineo até a
glande (STOKOWSKI, 2004). Dessa forma, sao trés as caracteristicas primordiais da
hipospadia: defeito ventral da uretra; curvatura congénita ventral do pénis, a qual se
manifesta em decorréncia de desproporcdo dos corpos cavernosos ou de tecido
fibroso ventral — resquicio do corpo esponjoso hipoplasico - e capuz dorsal de
prepucio, que também n&o se fechou ventralmente (FISCH; THRUROFF,1998;
KURZROCK; KARPMAN, 2004). A localizagdo anatbmica do meato uretral
determina o grau de gravidade da doenga, aumentando da regido distal em direcéo
a porgao proximal do pénis (UTSCH; ALBERS, et al., 2004).

Assim, a localizagdo mais distal (glandar) do meato uretral, determina uma
hipospadia, na qual o pénis pode se assemelhar ao normal; entretanto, casos
severos, muito proximais, mostram genitdlias femindides. Nas duas situagdes,
podemos encontrar multiplas formas dessa anomalia, que em maior ou menor grau,
podem levar a disturbios funcionais, sexuais e psicologicos. A fertilidade pode estar
alterada, quando a hipospadia é acompanhada de outras malformacdes, como a
presenca de testiculos criptorquidicos (KURZROCK; KARPMAN, 2004).

A hipospadia € uma das principais doengas genitais e ocorre em cerca de 1
a cada 125 nascimentos masculinos, sendo que 75% a 87% dos casos ocorrem na
porcao distal ou coronal do pénis (LUND; ENGEBJERG, et al., 2009). Contudo, a
incidéncia da doenga parece estar aumentando em todo mundo, sugerindo, mais
uma vez, ser a hipospadia uma doenga de etiologia multifatorial (KURZROCK;
KARPMAN, 2004; RADOJICIC; PEROVIC, 2004; BASKIN; EBBERS, 2006). Pode
ainda ser observada uma diferenga étnica e geografica na prevaléncia da
hipospadia, uma vez que sua prevaléncia € maior nos caucasianos que nos negros
ou nativos americanos (LOWRY;THUNEM, et al., 1986) . Nos paises nérdicos como,
por exemplo, a Finlandia, existe uma clara diminuicdo da prevaléncia, quando

comparado com a Dinamarca, Suécia e Noruega (TOPPARI, 2008).



A associacdo com outras doencgas € pouco frequente, mas, ela pode estar
relacionada a criptorquidia em 5% a 18% dos casos (LUND; ENGEBJERG, et al.,
2009). Portanto, na concomitancia de criptorquidia bilateral com testiculos nao
palpaveis, deve-se afastar a presencga de disturbio de diferenciagdo sexual (POOHL;
JOYCE, et al., 2007). A maioria das criangas com hipospadia ndo apresenta outros

sinais de baixa masculinizagdo ou malformagao congénita.

Trata-se de uma doenca multifatorial que pode estar relacionada a diversas
causas, como as influéncias hereditarias (FREDELL; KOCKUM, et al., 2002); baixo
peso ao nascimento (FREDELL; KOCKUM et al., 2002); mées com idade avangada
(TOOPARI; VIRTANEN, 2006); pais com fertilidade diminuida (TOOPARI,

VIRTANEN, et al., 2008); e ainda, interrupcao de terapéutica hormonal ou enddcrina.

Alguns autores (FREDELL; KOCKUM, et al., 2002) reafirmaram isso
estudando 2.503 criancas do sexo masculino, que apresentaram uma clara relacao
fenotipica, hereditaria, étnica e de baixo peso ao nascimento com a manifestagao da

doencga tanto em sua forma peniana, peno-escrotal e perineal.

Ao que se percebe, a base etioldégica da hipospadia permanece
desconhecida, e, atualmente, as disfungcbes enddcrinas, parecem ser a melhor
explicagdo para o aumento mundial de casos nas Uultimas décadas (BASKI;
EBBERS, 2006). Logo, o unico tratamento eficaz para hipospadia € a cirurgia, e a

prevencgao torna-se algo imperativo (BASKIN; HIMES, et al., 2001).

Como, para se prevenir determinada doenga, é necessario conhecer sua
etiologia, a pesquisa cientifica deve concentrar sua atengdo na descoberta dos
pilares que regem a etiopatogenia da hipospadia. Parece que o caminho até entao
mais promissor para sua obtencdo é o estudo das alteracbes hormonais,
androgénicas e estrogénicas, uma vez que a diferenciagdo sexual adequada esta
intimamente relacionada com a acdo dos hormoénios reprodutivos, principalmente
androgenos, cuja presencga é fundamental para o desenvolvimento sexual masculino
(BASKIN; EROL, et al., 2001; BASKIN; HIMES, et al., 2001).

Um desequilibrio na relagdo androgeno/estrégeno pode provocar disturbio
na diferenciacao sexual, podendo ser a causa de diversas doencas sexuais, dentre

elas a hipospadia (TOPPARI, 2008). Vale ressaltar que, dados referentes a



participagdo de horménios na génese da hipospadia s&o escassos e inconsistentes

na literatura.

Sendo a cirurgia o unico tratamento disponivel para correcéo da hipospadia,
existe uma busca por alternativas que possibilitem melhor resultado cirurgico (LUO;
LIN, et al., 2003), tanto do ponto de vista estético quanto funcional. Alguns autores
propdem que a cirurgia deva ser indicada quando o tamanho do pénis for satisfatério
para permitir a facil manipulagao cirargica (LUO; LIN, et al., 2003). Dessa forma, o
emprego de estimulagdo peniana hormonal a base de testosterona,
dihidrotestosterona ou gonadotrofinas (MONFORT; LUCAS, 1982; DAVITS; VAN
DEN AKER, et al., 1993) muitas vezes é indicado, a fim de facilitar o ato operatério,
uma vez que esses hormdénios aumentam o diametro da glande e o comprimento do
pénis (MOURIQUAND; MURE, 2004).

Diante disso, duas correntes distintas de estudo atuam no pré-operatdrio
para corregao de hipospadia: uma defende o uso de andrégenos, afirmando que o
atraso da cirurgia até que se alcance um pénis de tamanho satisfatorio para o ato
cirurgico acarretaria estresse psicolégico aos pais e a crianga, o que poderia ser
evitado (LUO; LIN, et al., 2003). Ja a realizagdo da cirurgia eletiva em criangas
menores de dois anos proporciona menor estresse e trauma psicolégico para a
crianga (American Academy of Pediatrics, 1996).

Outro ponto a favor seria o fato de o crescimento peniano ser muito
pequeno nos primeiros anos de vida (GABRICH; VASCONCELOS, et al., 2007).
Além disso, o emprego desse hormdnio possibilitaria melhor cicatrizagdo cirurgica,
em virtude do aumento temporario na vascularizagdo peniana (LUO; LIN, et al.,
2003; STERN; CHEN, et al., 2004).

Em contrapartida, ha pesquisadores, que alegam que o0 emprego precoce
da testosterona pode causar prejuizos na idade adulta (HUSMAN, 1999). Portanto,
as vantagens, no emprego desse hormdnio, ainda sao limitadas.

Embora varios estudos tenham comparado o uso intramuscular e topico da
testosterona no pré-operatorio de pacientes hipospadicos, nenhuma diferenca
significante tem sido apresentada entre as duas vias de administragdo, no que diz
respeito aos resultados pos-operatorios (CHALAPATHI; RAO, et al., 2003; ROTH;
FRIMBERGER, et al., 2008). No entanto, a medicagao topica € menos traumatica

para a crianga tanto do ponto de vista fisico quanto psicolégico - o que facilita a
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adesdo ao tratamento (FOWLER-KERRY; LANDER, 1987). Por outro lado, o
urologista nao tem controle sob o uso correto do creme pelo paciente.

Um estudo randomizado com 75 criangas com a média etaria de 33,4 meses
avaliou a eficiéncia da dihidrotestosterona topica antes da primeira cirurgia para
hipospadia. Foi realizada aplicacdo topica de dihidrotestosterona a 2,5%, durante
trés meses, em 37 criangas. Os demais pacientes ndo foram medicados. Todos
foram operados pela mesma técnica e observou-se que o uso da dihidrotestosterona
topica foi efetivo em reduzir as complicagdes cirurgicas e melhorar o resultado
cosmético apds o reparo da hipospadia (ROTH; FRIMBERGER, et al., 2008). Isso
nos despertou o interesse em avaliar qual o real efeito que a testosterona provoca
sobre o prepucio do ponto de vista histoldgico.

Embora existam estudos que avaliem o resultado pds-operatério da
hipospadia (DAVITS; VAN DEN AKER, et al., 1993; LUO; LIN, et al., 2003), uma vez
que seu reparo estad associado a inumeras complicacdes, incluindo fistula
uretrocutanea; estenose uretral e formacéao de cicatriz (ROTH; FRIMBERGER, et al.,
2008), apenas poucos discutem o resultado estético (MUREAU; SLIIPER, et al.,
1995; SCARPA; CASTAGNETTI, et al., 2009).

Estudo avaliando o efeito da cirurgia de hipospadia do ponto de vista
psicossexual, 40% dos envolvidos na pesquisa relataram ter dificuldade na relagéo
por ndo gostarem do resultado estético pos-operatorio (MUREAU; SLIIPER, et al.,
1995). Por isso, é importante levar em conta a estética da cirurgia. Assim,
estimulagdo andrégena com testosterona, dihidrotestosterona ou gonadotrofina
coribnica humana tém sido aplicadas com o intuito de melhorar o resultado estético
e reduzir complicagdes, pois promovem, temporariamente, o crescimento peniano,
facilitando a corregédo cirurgica (MONFORT; LUCAS, 1982; DAVITS; VAN DEN
AKER, et al., 1993). Para isso, € necessaria uma analise histolégica de toda a pele
do prepucio, analisando suas células, a matriz extracelular, as fibras elasticas e
colagenas, que participam do processo cicatricial, os receptores androgénicos e a
ocorréncia de neoformacgao vascular.

O fator de Von Willebrand é uma glicoproteina produzida pelas células
endoteliais e encontra-se também presente em megacaridcitos e plaquetas, sendo
rotineiramente utilizado para a identificagdo de vasos sanguineos em cortes
teciduais (ZANETTA; MARCUS, et al., 2000). A densidade do vaso em alguns tipos
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de tumor é determinada pela marcacdo imunohistoquimica do fator de Von
Willebrand (ZANETTA; MARCUS, et al., 2000). O fator-2 de crescimento de
fibroblastos e o fator de crescimento endotelial vascular sdo potentes indutores de
angiogénese expressada em diversos tumores e suprarregulados pela expressao do
fator de Von Willebrand (ZANETTA; MARCUS, et al., 2000). Até a presente data
acredita-se que o fator de Von Willebrand detectado em tumores seja capaz de
demonstrar atividade endotelial ou angiogénese, uma vez que o fator de Von
Willebrand € heterogenicamente distribuido através da vasculatura (ZANETTA,;
MARCUS, et al., 2000).

Estudo desenvolvido com enxerto de pele humana em ratos, onde 10 dias
apos o enxerto, foi aplicado testosterona tépica, observou-se aumento significativo,
na analise imunohistoquimica feita com o fator de Von Willebrand (VWF), dos vasos
sanguineos, indicando assim, que a testosterona foi capaz de promover
angiogénese e reduzir o tecido fibroso nesses ratos. (STERN; CHEN, et al., 2004).

Nessa mesma pesquisa, utilizou-se histoquimica com tricrdbmio de Masson,
para avaliar a disposigdo organizacional das fibras colagenas e constatou-se, sem
quantifica-las, uma reducdo da deposicdo de colageno, mostrando que a
testosterona toépica € capaz de reduzir a fibrose tecidual em peles enxertadas em
ratos (STERN; CHEN, et al.,, 2004). Também, para melhor avaliar a forma e
densidade das fibras colagenas, pode ser usado o Picrosirius, que € um marcador
histoquimico para fibras colagenas (FLINT; PICKERING, 1984).

Em uma pesquisa em que se comparou cicatriz hipertrofica, cicatriz com
queldide e tecido de pele normal, e avaliaram-se os aspectos morfolégicos e
quantitativos dos componentes do sistema elastico presentes na matriz extracelular
(AMADEU; BRAUNE, et al.,2004), observou-se que tanto na derme superficial
quanto na profunda a densidade de volume para fibrilina-1 e para elastina estava,
significativamente, aumentada na pele normal - quando comparada com a cicatriz
com queldide e a cicatriz hipertréfica. Contudo, na derme profunda, a densidade de
volume da elastina estava maior na pele de cicatriz com queldide - quando
comparada com a pele normal e a de cicatriz hipertrofica.

E de conhecimento de todos que a fibrilina-1 é a principal glicoproteina
estrutural das microfibrilas que, por sua vez, ao se associar a tropoelastina compoe

a fibra elastica, que é uma proteina presente nas fibras elasticas (KIELTY;
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BALDOCK, et al., 2002). Assim, um aumento destas proteinas indicam um aumento
de tecido elastico, o que confere ao tecido mais capacidade de recuo ou
elasticidade.

Para analise da forma e densidade das fibras elasticas, pode-se usar a
resorcina fucsina de Weigert, que € um marcador histoquimico para fibras elasticas
(NICOL, 1949).

Os resultados funcional e estético sdo de grande importancia em qualquer
cirurgia, especialmente na corregado da hipospadia; e, sabendo que o uso prévio de
testosterona pode reduzir as complicacbes e melhorar o aspecto final do pénis,
torna-se importante o entendimento do mecanismo de agao desse hormdnio sobre o

tecido prepucial.
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2 OBJETIVOS

2.1 Analisar e comparar os diferentes aspectos histolégicos do prepucio de

criangas com hipospadia e criangas sem hipospadia submetidas a
postectomia.

2.2 Analisar e comparar os diferentes aspectos histolégicos em prepucio de
criangas com hipospadia, com e sem aplicacdo de creme de propionato

de testosterona a 1% por 30 dias; avaliando os seguintes aspectos:

A) Neoformagao vascular
B) Presencga de receptores de andrégenos

C) Distribuicéo de fibras colagenas

D) Distribuicao de fibras elasticas

15
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3 MATERIAL E METODOS

3.1) ASPECTOS GERAIS

O presente estudo obteve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Juiz de Fora (sob protocolo de numero 1094.140.2007),
segundo as normas da declaracdo de Helsinki. Os responsaveis pelas criangas que
participaram deste estudo concordaram e assinaram o temo de consentimento livre
e esclarecido - TCLE (ANEXO 1).

Os procedimentos cirurgicos para este estudo sao rotineiramente realizados
no Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora (HUFJF), pelo
servico de Urologia Pediatrica no tratamento da hipospadia e na circuncisdo, nao
tendo, portanto, levado a 6nus para a Instituicdo e nem prejuizos ao paciente.

As amostras de prepucio utilizadas foram colhidas no periodo de setembro
de 2007 a janeiro de 2009, apdés as cirurgias (postectomia ou correcdo de

hipospadia).

3.2) AMOSTRA

Foi realizado um estudo prospectivo randomizado, para comparar as
caracteristicas histolégicas do prepucio de criangas submetidas a cirurgia de
correcao de hipospadia que utilizaram creme de testosterona tépica no pré-
operatorio, e aquelas que foram submetidos ao ato cirurgico sem o uso topico prévio
de testosterona. A selecdo das criangas para os grupos 2 e 3 foi feita de forma
aleatdria, por sorteio, apds a consulta ambulatorial e indicagéao da cirurgia.

A amostra foi dividida em 3 grupos:

Grupo 1 (Controle): Composto por 9 amostras de prepucio. Este grupo é
representado por amostras de prepucio de pacientes submetidos & postectomia. E
importante ressaltar que na fimose, a pele que recobre o pénis apenas possui
componentes adicionais de fibrose e o fragmento enviado para analise nao continha
a regiao do anel fibroso. As criangas do grupo controle ndo tinham histéria de
balanopostite, nem quadro infeccioso no momento da cirurgia, nem haviam sido

submetidas a tratamento tépico com corticoide.
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Grupo 2 (Hipospadia sem Testosterona): Composto por 13 amostras
prepuciais sobre as quais nao foi utilizado o creme de propionato de testosterona a
1%.

Grupo 3 (Hipospadia com Testosterona): Composto por 13 prepucios
sobre os quais foi utilizado creme de propionato de testosterona a 1%, sobre todo o

pénis, duas vezes ao dia, por 30 dias, antes da correcao cirurgica da hipospadia.

3.3) CRITERIOS DE INCLUSAO / EXCLUSAO

O estudo foi desenvolvido apenas com meninos com idade igual ou inferior a
12 anos, a fim de se evitar qualquer interferéncia hormonal proveniente da
puberdade. Nao foi estabelecida uma idade minima como critério de inclusdo ou
exclusdo de pacientes. Todos eram portadores de hipospadia, sem outras anomalias
associadas, ou qualquer tratamento cirurgico prévio no pénis, a fim de se evitar

interferéncias.

3.4) INSTRUMENTOS

Foi desenvolvido uma ficha de coleta de dados (ANEXO 2), onde era
anotados os dados de identificacdo da criangas, caracteristicas clinicas da

hipospadia e os resultados.

3.5) COLETA DO MATERIAL

Apds a excisdo do fragmento de prepucio durante o ato operatério, este foi
colocado em recipiente contendo soro fisiologico a 0,9%, e mantido até o final da
cirurgia.

Terminado o procedimento, o cirurgido pegou a amostra do tecido e a
estendeu sobre pequena placa de isopor, fixando suas pontas com alfinetes, porém
sem tensdo exagerada, para que nao houvesse lesao tecidual. (Figura 3.1)

A seguir, o material foi colocado no fundo de um frasco de plastico contendo
solucao de formol tamponado a 10%, onde permaneceu por até 48 horas, antes da

formacéo dos blocos de parafina.
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Figura 3.1: Fragmento de prepucio sobre placa

de isopor

3.6) PREPARACAQO DAS LAMINAS

3.6.1) HISTOLOGIA

Os fragmentos prepuciais foram fixados em formol tamponado a 10% por
até 48 horas, antes da formagdao dos blocos de parafina. Cortes de 4um de
espessura foram aplicados em |aminas silanizadas. Os cortes foram
desparafenizados em xilol e reidratados em alcool. O material foi marcado com
hematoxilia-eosina para avaliacdo histolégica de rotina. A localizagdo, forma e
densidade de fibras colagenas foram avaliadas pelo Picrosirius; as formas e
densidades das fibras elasticas foram avaliadas pelo Resorcina Fucsina de Weigert;
e a disposi¢cao das fibras colagenas e a organizagao tecidual foram evidenciadas
pelo Tricromio de Masson, utilizando para tanto técnicas histoquimicas de rotina. A
avaliacao foi feita através de microscopia 6ptica com 200 vezes de aumento,
avaliando sempre na regiao da derme tecidual. Os dados observacionais foram

descritos e avaliados.
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3.6.2) PICROSIRUS

Foi utilizado kit EasyPath, Erviegas, EP-11-20011, (conforme a bula do

fabricante). Apds a desparafinizagdo em xilol e a hidratagdo em alcool, obedeceu-se

ao seguinte protocolo:

a) 10 gotas do reagente de picrosirius aplicadas por 1 hora;

b)

c)

apos a lavagem e secagem das laminas, 10 gotas de Hematoxilina de
Crazzi, aplicadas por 4 minutos;

apos lavagem, as laminas foram desidratadas em série de alcool
ascendente até o xilol e montadas em seguida. Assim, o colageno marcou

em vermelho e o fundo em azul.

3.6.3) RESORCINA-FUCSINA DE WEIGERT

Foi utilizado kit EasyPath, Erviegas, EP-12-20010 - de acordo com a bula.

ApoOs a desparafinizagdo em xilol e a hidratagdo em alcool, procedeu-se aos

seguintes passos:

a)
b)
c)
d)

e)

f)
g)

aplicacao de 10 gotas de Persufato;

lavagem por 5 minutos;

imersdo em alcool a 70%;

aplicacao de 10 gotas de Resorcina por 50 minutos;

lavagem, diferenciacdo e limpeza da coloragdao do fundo da lamina em
alcool,

aplicacao de 10 gotas de diferenciador alcool-acido;

apos lavagem, as laminas foram desidratadas em série de alcool
ascendente até o xilol e, em seguida, montadas. Dessa forma, as fibras

elasticas marcaram em magenta vermelho e o fundo em azul.
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3.6.4) TRICROMIO DE MASSON

Foi utilizado kit EasyPatth, Erviegas, EP-11-20013 - conforme a bula. Apds

a desparafinizacdo em xilol e hidratagdo em alcool, foi feito o seguinte

procedimento:

a)
b)

c)

d)

f)

aplicacao de 10 gotas de Hematoxilina férrica de Weigert por 10 minutos;
apos lavagem, foram aplicadas 10 gotas de solugdo alcodlica de acido
picrico por 6 minutos;
apos lavagem, aplicadas 10 gotas de fucsina ponceau acida, segundo
Mallory, por 4 minutos;
apos lavagem, aplicaram-se 10 gotas de solugdo acida de fosfomolibdica
por 5 minutos;
em seguida, aplicaram-se 10 gotas de azul de anilina de Masson,;
apos lavagem, as laminas foram desidratadas em série de alcool
ascendente até o xilol e montadas em seguida. Dessa forma, os nucleos
marcaram em preto; o citoplasma, ceratina, fibras musculares e aciddfilos

marcaram em vermelho.

3.6.5) IMUNOHISTOQUIMICA

Os fragmentos prepuciais foram fixados em solugéao de formol a 10% por até

48 horas. Apo6s os procedimentos rotineiros para inclusdao em parafina, foram obtidos

cortes de 4um de espessura, 0os quais foram capturados em laminas silanizadas e

submetidos ao procedimento imunohistoquimico pelo método estreptavidina-biotina-

peroxidase - conforme descrito nas etapas a seguir:

a)
b)

©)
d)

e)

desparafinizacao e rehidratacdo dos cortes de prepucio;

recuperacdo antigénica em forno de micro-ondas utilizando tampéao citrato
10mM, pH 6,0 por 2 ciclos de 9 minutos;

bloqueio da peroxidase enddgena com H202 a 3% por 10 minutos;

bloqueio de reacgdes inespecificas pela incubagao com PBS/BSA a 2%;

para receptor de andrégeno, incubagdo com anticorpo primario monoclonal

liofilizado de rato novocastra, NCL-AR-318 na diluicdo de 1:100. Para o fator
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f)

g)

h)

de Von Willebrand incubagdo com anticorpo monoclonal de rato novocastra,
NCL-vWF na diluicdo de 1:200 por 18 horas a 4°C em camera umida;
incubacdo com anticorpo secundario biotinilado cabra antirrato (BD
Biosciences Pharmigen ) por 15minutos;

incubacdo com o polimero estreptavidina-peroxidase por 20 minutos a
temperatura ambiente;

revelagao utilizando-se o substrato cromogeno diaminobenzidina (DAB) por
2 a 5 minutos;

contracoloragdo com hematoxilina de Harris e (10) desidratacédo e
montagem das laminas.

Utilizaram-se para o fator de Von Willebrand cortes de tonsila palatina como

controles positivos; e para o Receptor de Andrégeno, cortes de carcinoma de

prostata.

O perfil imunohistoquimico foi considerado como positivo, quando as células

apresentavam coloracdo acastanhada estritamente nuclear para o Fator de Von

Willerbrand. Para o Receptor de Andrégeno foi considerada positiva a marcagao

citoplasmatica.

3.7) QUANTIFICAGAO

Inicialmente, foi realizada uma avaliagado histolégica de rotina, utilizando

para isso as laminas coradas pela hematoxilina eosina.

Através do picrosirius, foi feita uma classificacdo quanto ao padrao de

densidade das fibras coldgenas onde classificamos o padrao tecidual em cruzes,

sendo (+) baixa densidade; (++) moderada densidade; e (+++) grande densidade.

Foram utilizadas as proprias amostras (Figura 3.2 a, b, c) para definir este critério.
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Figura 3.2a: Considerada de baixa
densidade (+).

Figura 3.2b: Considerada de média

densidade (++).

Figura 3.2c: Considerada de alta
densidade (+++).

Através da coloragao feita com o Tricrémio de Masson, foi realizada uma
classificagdo da organizagao tecidual de acordo com o grau de homogeneidade,

onde consideramos dois padrées: homogéneo e ndo homogéneo. Ainda utilizando a
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coloracao feita com Tricrdbmio de Masson, foram quantificadas as fibras colagenas,
através do sistema de arcos cicléides. Para isso, nos utilizamos um sistema de video
acoplado a um microscopio (Leica DMR DMRBE® microscopio, uma video-camera
Prior® e um monitor Sony Triniton). A seguir, foram fotografados trés campos
microscopicos, escolhidos de forma aleatoria, e os arcos cicloides foram
sobrepostos as imagens, e as fibras que interceptaram os arcos foram entédo
contadas, e desta forma, obtivemos o valor de (IL). A densidade de superficie (Sv)
foi estimada através da formula (Sv = 2.IL/LT), onde LT= 16*7,5 (Figura 3.3).

FiFFigura 3.3: As fibras que interceptaram os arcos foram

contadas

Por meio da coloragdo da resorcina-fucsina de Weigert foi feita uma
classificagdo quanto ao padréao de densidade das fibras elasticas e o padrao tecidual
com o codigo em cruzes, sendo (+) baixa densidade; (++) moderada densidade e (+
++) grande densidade. Para definir este critério, foram utilizadas as proprias
amostras. O padrao de distribuicdo das fibras elasticas foi classificado de acordo
com o grau de homogeneidade, onde consideramos dois padrées, homogéneo e nao

homogéneo. Utilizando o mesmo sistema de videomicroscopia descrito
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anteriormente, obtivemos a densidade de superficie (Sv) das fibras elasticas (Figura
3.4a,b,c).

Figura 3.4a: Considerada de baixa

densidade (+).

Figura 3.4b: Considerada de média
densidade (++).

Figura 3.4c: Considerada de grande
densidade (+++)
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A imunohistoquimica feita para receptor de andrégeno foi considerada
positiva quando um padrao citoplasmatico distinto era observado (corando em
marrom). As células positivas foram analisadas em 3 campos microscopicos de
200X de aumento, escolhidos de forma aleatoria e fotografados pelo sistema de
videomicroscopia. Optou-se pela analise descritiva da expressao de todos os
marcadores, usando o critério de cruzes proposto por Sannino e Shousha (1994),
que leva em conta a intensidade da coloracdo e o numero de células coradas. A
intensidade de coloracao foi classificada em leve, moderada e forte.

Quanto ao numero de células coradas, consideraram-se negativo os casos
em que nado se observaram células coradas; positivo, marcando uma cruz (+)
quando da presenga de ocasionais células positivas; duas cruzes (++) nos casos
com até 1/3 coradas de moderada intensidade; trés cruzes (+++) naqueles com até
2/3 coradas de moderada e forte intensidade ou ainda moderada intensidade em
mais que 2/3; e quatro cruzes (++++) naqueles que apresentaram coloragao de forte
intensidade em mais de 2/3 das células. Foi feita ainda, em trés campos
microscopicos aleatorios, uma contagem absoluta do numero total de células
presentes na membrana basal do tecido epitelial e quantas destas células estavam
marcadas em seu citoplasma; assim obtivemos um valor percentual das células

positivas (Figura 3.5, a, b, c e d).
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Figura 3.5a: Auséncia de células

coradas; positivo, marcando uma cruz

(+)-

Figura 3.5b: Presenca de ocasionais

células positivas, duas cruzes (++).

Figura 3.5c: Até 2/3 coradas de
moderada e forte intensidade, trés

cruzes (+++).

Figura 3.5d: Coloracdo de forte
intensidade em mais de 2/3 das células

(H+++).

Para a imunohistoquimica feita para fator de Von Willebrand, foi utilizado o
mesmo sistema de videomicroscopia. De forma aleatéria, foram fotografados trés

campos microscopicos de 200X de aumento, e, em seguida, contado o numero
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absoluto de vasos e obtido o valor médio. Através do sistema de arcos cicldides
sobrepostos as imagens observadas no video, obtivemos a densidade de volume
vascular usando a seguinte formula: VV= PP/PT, onde PP corresponde ao numero
de vasos que tocaram cada um dos 16 pontos cicloides; e PT o numero total de
pontos (16) (Figura 3.6).

FiFigura 3.6: Foi contado o numero de vasos que

tocaram os pontos cicloides.

3.8) ANALISE ESTATISTICA:

A pesquisa foi baseada em dois testes: um teste Qui-Quadrado para as
variaveis categoricas, e o teste Anova para as variaveis métricas. Valores de p foram

considerados significativos quando menores que 0,05.
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4. RESULTADOS
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4 RESULTADOS

A homogeneidade entre os grupos pode ser demonstrada observando idade
média e a raca das criancas operados, que nao apresentou diferenca entre os
grupos (Tabela 4.1) e também a classificagdo das hipospadias nas criangas dos
grupos 2 e 3 (Tabela 4.2).

Tabela 4.1: Idade média dos pacientes

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
N 9 13 13
Idade + DP 756 +26,3 675+481 41,3+£36,5
(meses)
Idade (meses) 36 - 120 04 - 144 12-120
(minima e maxima)
Negros 0 2 1
Brancos 5 5 6
Pardos 4 6 6
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Tabela 4.2: Classificagdo das hipospadias em cada grupo

Hipospadia Grupo 2 Grupo 3
Glandar 2 2
Coronal 4 5
Sub-Coronal 4 3

Médio Peniana 2 2
Posterior Peniana 1 1

Total 13 13

4.1) AVALIACAO DAS FIBRAS COLAGENAS

4.1.1) PICOSIRIUS

Os resultados referentes a marcagao histoquimica com picrosirius, quando

se avaliou o padrdao de distribuicido das fibras colagenas, de acordo com a

densidade tecidual, classificando-as em cruzes, ndo mostraram diferengas entre os

grupos estudados (p= 0,905) (tabela 4.3).
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Tabela 4.3: Padrédo de distribuigdo dos grupos em relagdo a

avaliacao do Picrosirius

Picrosirius (Classificacdo cruzes) Total
1 Cruz 2 Cruzes 3 Cruzes
Grupo 1 n 1 6 2 9
% 111 66,7 22,2 100,0
Grupo 2 n 2 9 2 13
% 154 69,2 15,4 100,0
Grupo 3 n 2 7 4 13
% 15,4 53,8 30,8 100,0
Total n 5 22 8 35
% 14,3 62,9 22,9 100,0

4.1.2) TRICROMIO DE MASSON

a) Homogeneidade

Utilizando a marcacgao histoquimica de tricrébmio de Masson para avaliagao
da homogeneidade das fibras colagenas, observamos que os pacientes tratados
com propionato de testosterona a 1% (Grupo 3) apresentaram, de forma significativa
(p=0,001), menos homogeneidade quando comparados com os demais grupos
(Tabela 4.4 e Figura 4.1).
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Tabela 4.4: Tricrémio de Masson (homogeneidade)

Tricrbmio Masson Total
Homogéneo Nao homogéneo
Grupo1 n 7 2 9
% 77,8 22,2 100,0
Grupo2 n 11 2 13
% 84,6 15,4 100,0
Grupo3 n 2 11 13
% 154 84,6 100,0
Total 20 15 35
% 57,1 42,9 100,0
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Grupo 1 — mostra distribuicdo mais
homogénea do colageno

Grupo 2 - padrao de distribuicdo mais

homogénio.do colageno

Grupo 3 - distribuicdo de fibras
colagenas préximas aos vasos
sanguineos: menos  homogénea,
indicando imaturidade na deposi¢cao de

colageno.

FIGURA 4.1: Marcacdo com o tricrébmio de Masson demonstrando disposicdo do

colageno.
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b) Densidade de superficie pelos arcos ciclbides:

Foi observado menos densidade de superficie de fibras colagenas (0,3 £ 0,1
fibras colagenas) nos pacientes do grupo 3 - quando comparados com O grupo
controle (0,4 £ 0,1 fibras colagenas) (p<0,001) e com aqueles do grupo 2 (0,4 £ 0,1
fibras colagenas) (p<0,001); enquanto o grupo 1 se mostrou similar em relagdo ao
grupo 2 (p=1,0) (Figura 4.2).

0,6 7

N
S0 B
. |

&0 1

Tricrémio de Masson

Gl G2 G3

Figura 4.2: Tricrbmio de Masson

4.2) AVALIAGCAO DAS FIBRAS ELASTICAS

4.2.1) RESORCINA FUCSINA DE WEIGERT

a) Densidade das fibras

A densidade das fibras elasticas avaliada com a resorcina fucsina de
Weigert e classificada em cruzes demonstrou que as criangas do grupo controle
apresentaram padrao de distribuicdo de fibras elasticas mais denso que os demais

grupos (p=0,003) (Tabela 4.5).
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Tabela 4.5: Classificagao por cruzes, Weigert

Weigert (Classificacdo cruzes) Total
1 Cruz 2 Cruzes 3 Cruzes
Grupo 1 n O 5 4 9
% 0,0 55,6 44 4 100,0
Grupo2 n 2 10 1 13
% 15,4 76,9 7,7 100,0
Grupo3 n 8 3 2 13
% 61,5 23,1 15,4 100,0
Total n 10 18 7 35
% 28,6 51,4 20,0 100,0

b) Homogeneidade

Classificando ainda as fibras elasticas quanto a homogeneidade de sua
distribuicdo, observou-se que os pacientes do grupo controle apresentaram menor
homogeneidade das fibras elasticas que os demais grupos (p=0,008); enquanto que
0s prepucios de criangas que fizeram uso de propionato de tetosterona a 1% no pré-
operatorio apresentaram padrao mais homogéneo para as fibras elasticas (p=0,008)
(Tabela 4.6 e Figura 4.3).
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Tabela 4.6: Padrdo de homogeneidade

Weigert Total
Homogéneo Nao homogéneo
Grupo1 n 1 8 9
% 11,1 88,9 100,0
Grupo2 n 5 8 13
% 38,5 61,5 100,0
Grupo3 n 10 3 13
% 76,9 23,1 100,0
Total n 16 19 35
% 45,7 54,3 100,0

Grupo 1 - padrao de distribuicdo de

fibras elasticas mais irregular

—
N2,

L. |
.
}é
\ r"

7
N Grupo 2 - padréo de distribuicdo de

fibras elasticas mais irregular
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Grupo 3 - padrao de distribuigdo mais
homogéneo

)
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FIGURA 4.3:Marcacgao pelo Weigert demonstrando distribuicao de fibras elasticas

c) Densidade de superficie pelos arcos cicléides:

Observamos que os pacientes do grupo 1 apresentaram maior densidade de
superficie de fibras elasticas (0,5 + 0,1 fibra elastica) que os do grupo 2 (0,4 + 0,1
fibra elastica) (p=0,002) e os do grupo 3 (0,4 = 0,1 fibra elastica) (p<0,001);
enquanto os pacientes dos grupos 2 e 3 apresentaram padrdao semelhante (p=1,0)
(Figura 4.4).
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Figura 4.4: Densidade de superficie (Weigert)
4.3) MARCACAO PARA RECEPTOR DE ANDROGENOS
a) Analise subjetiva
A andlise imunohistoquimica para receptor de androgeno realizada para

avaliar a presenga de andrégenos no tecido demonstrou que nao houve diferenga
significante (p=0,605) entre os grupos avaliados. (Tabela 4.7 e Figura 4.5)
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Tabela 4.7: Receptor de androgeno, classificado por cruzes

Receptor de Androgeno (Classificacao cruzes)  Total
1 Cruz 2 Cruzes 3 Cruzes 4 Cruzes
Grupo 1 1 1 5 2 9
% 11,1 11,1 55,6 22,2 100,0
Grupo 2 2 3 4 4 13
% 15,4 23,1 30,8 30,8 100,0
Grupo 3 4 4 3 2 13
% 30,8 30,8 23,1 15,4 100,0
Total 7 8 12 8 35
% 20,0 22,9 34,3 22,9 100,0
: &bﬁg‘i‘,. Grupo 1 - marcando
i \ X intensamente.

mais

Grupo 2 - marcacio citoplasmatica

de algumas células da lamina basal
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Grupo 3 - marcando menos

intensamente

FIGURA 4.5: Marcacao feita para receptor de andrégeno

b) Analise quantitativa:

Observamos que os pacientes do grupo 1 marcaram mais intensamente
para receptor de andrégeno (62,7 + 11% das células) que aqueles do grupo 3 (35
20,2% das células) (p=0,011). Houve uma tendéncia a marcagado mais intensa no
grupo 2 (53,7 £ 23,8% das células) em relagédo ao grupo 3 (p=0,083). Os grupos 1 e
2 se mostraram semelhantes (p=0,918) (Figura 4.6).
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Figura 4.6: Receptor de andrégeno, analise quantitativa.
4.4) AVALIACAO DA NEOVASCULARIZACAO
4.4.1) FATOR DE VON WILLEBRAND - vWW
a) Fator de Von Willebrand (Vasos/Campo):
Observou-se aumento significativo do valor numérico absoluto de vasos nos
prepucios do grupo 3 (8,5 + 1,3 vasos/campo) - quando comparados com o grupo 1
(5,3 £ 1,4 vasos/campo) (p<0,001) e o grupo 2 (4,8 + 1,8 vasos/campo) (p<0,001)

(Figuras 4.7 e 4.8 a, b, c). O grupo controle e o grupo nao tratado com testosterona

se mostraram semelhantes (p= 1,0)
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Figura 4.7: Fator de Von Willebrand - Vasos / Campo

Grupo 1 — Poucos vasos por campo
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Grupo 2 — Poucos vasos por campo

Grupo 3 - Mais vasos por campo

FIGURA 4.8: Fator de Von Willebrand mostrando a distribui¢gao vascular.

b) Fator Von Willebrand - Densidade de volume:

Além do aumento numérico, houve aumento significativo da densidade de
volume dos vasos dos pacientes do grupo 3 (50,5% + 7,8 vasos/ponto) - quando
comparados com o0s pacientes do grupo 1 (25,7% £ 3,7 vasos/ponto) (p<0,001) e
com os do grupo 2 (24,8% = 8,6 vasos/ponto) (p<0,001), (Figura 4.9).
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Figura 4.9: Fator de Von Willebrand - densidade de volume
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5 DISCUSSAO

A cirurgia para corregao da hipospadia € uma cirurgia desafiadora para o
urologista, pois exige grande habilidade operatéria, experiéncia e conhecimento das
inumeras técnicas cirurgicas disponiveis. Os resultados pds-operatérios dependem,
além da experiéncia do cirurgido, de aspectos locais, como localizagdo do meato
uretral; grau de curvatura peniana; largura e qualidade da placa uretral; e, ainda da
quantidade e qualidade do tecido disponivel para o reparo (STERN; CHEN, et al.,
2004).

Os diferentes graus de fibrose desse tecido no pré-operatério pode adicionar
uma dificuldade a mais nesse tipo de intervengao cirurgica e pode provocar um
resultado cirurgico desfavoravel, uma vez que uma pele ruim pode ter sua
capacidade de cicatrizagao reduzida (STERN; CHEN, et al., 2004).

O uso da testosterona no pré-operatorio, por via tépica ou intramuscular, tem
se mostrado importante na melhora dos resultados cirurgicos, diminuindo o indice de
complicagdes pos-operatorias (SAKAKIBARA; NONOMURA, et al., 1991; DAVITS;
VAN DEN AKER, et al., 1993; LUO; LIN, et al., 2003; ROTH; FRIMBERGER, et al.,
2008). Isso se deve, principalmente, ao crescimento em comprimento e didmetro do
pénis e ao aumento da vascularizacdo tecidual (FRANCK-LISSBRANT;
HAGASTROM, et al., 1998; HUSMANN, 1999; CHALAPATHI; RAO, et al., 2003;
LUO; LIN, et al., 2003).

Apesar do emprego da testosterona ja estar consagrado na pratica do
urologista pediatrico, pouco tem sido feito para demonstrar os seus reais efeitos
sobre o tecido prepucial.

Assim, os resultados apresentados neste estudo demonstram que a
aplicagao topica da testosterona na forma de propionato de testosterona a 1%,
estimulou, de fato, a angiogénese, uma vez que a densidade de volume vascular e a
quantificacdo numérica dos vasos sanguineos se mostraram, significativamente,
aumentadas apos seu uso. Pudemos, assim, demonstrar, através da analise pelo
fator de Von Willebrand, que no grupo tratado com testosterona ocorre um grande
estimulo da angiogénese.

A contagem dos vasos por campos poderia mostrar resultados diferentes do

real, visto que tecidos com vasos mais calibrosos ou com uma matriz extracelular
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extensa, até mesmo pelo aumento do proprio colageno, poderiam apresentar uma
contagem vascular numérica por campo diminuida, por isso, também foi feita a
contagem usando os arcos cicléides e obtivemos a densidade de volume vascular e,
com isso, observamos um crescimento tanto do numero de vasos, quanto do volume
total deles, - o que confirma que realmente ocorreu uma neoformacgao vascular. Isso
comprova as teorias descritas na literatura (FRANCK-LISSBRANT; HAGGASTROM,
et al., 1998) que o uso prévio de testosterona melhora a vascularizagao tecidual.

A melhora da vascularizagdo tecidual é importante em uma cirurgia
reparadora, onde existem inumeras suturas, que tém que ser herméticas para
impedir vazamento de urina. Além das suturas, muitas vezes € necessaria a rotacao
de retalhos cutaneos e a aplicagdo de enxertos cutaneos, de mucosa oral e, em
algumas situagdes, de outros tecidos. A mais bem vascularizada, ou seja, nutrida e
oxigenada, tem melhor cicatrizagdo (ICHIOKA; ANDO, et al., 2008), permitindo uma
cicatriz de melhor qualidade e com menos chances de falha ou complicacbes
(DINAR; AGIR, et al., 2008)

Estudo realizado por STERN, et al.(2004) no qual foi feita uma quantificagéo
da neovascularizagdo, também utilizando o VWF, encontrou um aumento vascular
absoluto nas peles enxertadas em ratos tratados com testosterona (STERN; CHEN,
et al., 2004).

Os efeitos da testosterona na vascularizacdo tém sido também
demonstrados tanto em animais quanto em humanos. Franck-Lissbrant et al.( 1998)
observaram que a testosterona é capaz de restaurar a proliferagao endotelial e a
vascularizagdo sanguinea de ratos castrados, visto que a castragao reduz o aporte
sanguineo prostatico e eventualmente leva a morte celular endotelial. A
suplementacdo com testosterona fez restabelecer o fluxo sanguineo e estimulou a
proliferagdo celular endotelial em tecido prostatico (FRANCK-LISSBRANT;
HAGASTROM, et al.,1998). A testosterona pode, ainda, aumentar,
significativamente, in vitro, a proliferacédo celular endotelial em ratos (LIU; WU, et al.,
2002).

A avaliacdo da expressdo do fator de crescimento endotelial vascular em
prostata de ratos adultos que foram estimulados com testosterona, comparando com
grupo controle, demonstrou que a inje¢cado de testosterona foi capaz de estimular o

fator de crescimento endotelial vascular no tecido prostatico (SORDELLO;
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BERTRAND, et al., 1998), mostrando que androégenos podem aumentar a atividade
dos fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF) em células epiteliais
prostaticas (SORDELLO, BERTRAND, et al., 1998).

Nesta pesquisa,, observamos um aumento da marcagao pelo VWF (fator de
Von Willebrand) que foi acompanhado por uma diminui¢do da fibrose tecidual - o
que também foi observado em outras investiga¢des, sugerindo uma estreita relagao
entre a vascularizagao e a fibrose tecidual. Dodge-Khatami et al. (2001) usaram a
traquéia para reparar estenoses traqueais e observaram que quando se utilizava o
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), previamente ao transplante
traqueal, obtinha-se mais densidade vascular, a fibrose sub-mucosal e a presenca
de infiltrados inflamatérios diminuiam - o que confirma nossos resultados e mostra
que o aumento do aporte sanguineo € capaz de reduzir a fibrose e o processo
inflamatério (FINE; ORPHANIDES, et al., 1998).

Outro estudo cujos resultados estdo de acordo com 0s nossos € a
administragcao de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em um modelo
remanescente de faléncia renal progressiva, que demonstrou o aumento da
proliferagdo endotelial celular e a diminuicdo da deposicao intersticial de colageno
(KANG; HUGHES; et al., 2001). Tudo isso sugere que a hipdxia é um potente
estimulador para a sintese de colageno e que o aumento do suporte vascular pode
diminuir seus efeitos, conforme encontrado na literatura (FINE; ORPHANIDES, et al.,
1998).

Pelo exposto, constatamos neste estudo, que, no grupo tratado com
propionato de testosterona a 1% por via tépica, a deposigéo de colageno encontra-
se diminuida - quando comparado com os demais grupos; e que, o arranjo dessas
fibras colagenas, no grupo tratado, encontra-se de forma menos densa e menos
homogénea, sugerindo menor maturidade dessas fibras - o que esta de acordo com
recente trabalho realizado com o uso da testosterona tdpica, em uma unica
aplicacao diaria, em pele transplantada em ratos (STERN; CHEN, et al., 2004).

Foi observado, nessa pesquisa, que o tecido transplantado apresentou um
padrdao de distribuicdo de fibras colagenas menos homogéneo, indicando menos
maturidade colagena e, portanto, menor deposicdo de fibras colagenas, uma vez
que esta imaturidade colagena mostra que ha a renovagdo do tecido colageno,

reduzindo assim a deposi¢cdo deste - o que acarretaria na formacdo de tecido
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fibroso, que, sem duvida, prejudica o resultado estético cicatricial (STERN; CHEN, et
al., 2004; COLWELL; PHAN, et al., 2005).

Cicatrizes hipertréficas e com queldide respondem com uma excessiva
deposigao de colageno e o aumento da expressdo do fator de crescimento beta
(TGF-beta) (COLWELL;PHAN, et al., 2005). Estes autores levantaram a hipoétese,
de que haveria o aumento da expresséo do fator de crescimento tecidual conjuntivo
(CTGF) em cicatrizes hipertréficas e com queldides, em resposta a estimulagao do
TGF-beta. Para tanto, fibroblastos de cicatrizes humanas hipertréficas, com queldide
e de pele normal, foram isolados em culturas e avaliados.

O resultado mostrou que fibroblastos de cicatrizes hipertréficas
apresentavam tanto um aumento intrinseco da regulacdo do CTGF quanto uma
exagerada capacidade do CTGF em responder a estimulagcdo pelo TGF-beta,
sugerindo que o bloqueio da atividade do CTGF, reduziria a deposigao de colageno
e reduziria a formacéao patologica de cicatrizes (COWELL; PHAN, et al., 2005).

As cicatrizes hipertréficas tém se apresentado como o tipo mais comum de
disturbio cicatricial. Assim, o silicone em gel torna- se a primeira terapéutica de
escolha; enquanto a aplicagdo de esterdides na lesdo é a segunda opgao
(KELEMEN; HEGEDUS, et al., 2008).

Estudo realizado por Kelemen et al. (2008), utilizaram-se microscopia de luz
e a eletrénica, a fim de revelar as alteragdes teciduais ocorridas nos dois diferentes
meétodos terapéuticos. Trabalharam com um grupo controle e dois grupos de 12
pacientes: um grupo foi tratado com silicone; o outro, com esterdides durante quatro
meses. A microscopia de luz e a eletrénica revelaram nitidas diferencas entre as
duas terapéuticas comparadas ao grupo controle: a orientagdo das fibras colagenas
era mais variavel nos pacientes tratados (quando comparados com os n&o tratados),
isso pode indicar, segundo nossa observagdo, uma imaturidade colagena com
menos deposicao deste (STERN; CHEN, et al., 2004).

As fibras elasticas também aumentaram nas cicatrizes submetidas aos dois
métodos; e a vascularizagdo mostrou-se aumentada nas cicatrizes tratadas. Logo,
conclui-se que ambos os tratamentos sdo capazes de melhorar o resultado
cicatricial, contudo, o tratamento com esterdides alcangou resultados mais rapidos,
sugerindo que os dois tratamentos, embora com diferentes mecanismos de agéo,
obtiveram um resultado semelhante (KELEMEN; HEGEDUS, et al., 2008).
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Isso demonstra, mais uma vez, que o colageno, quando menos maduro,
proporciona melhores condigdes e resultados da cicatrizagdo. A testosterona, como
demonstrado neste estudo, assim como os esterdides e o silicone, agem sobre as
fibras colagenas, tornando-as menos homogéneas (mais imaturas).

Esperavamos, contudo, encontrar mais densidade de superficie de fibras
elasticas nos pacientes tratados com testosterona - quando comparados com
aqueles em que nédo se utilizou o propionato de testosterona a 1%, uma vez que,
conforme demonstrado em publicagdes anteriores (KIELTY; BALDOCK, et al., 2002;
AMADEU; BRAUNE, et al., 2004), a fibra elastica tem uma fungédo importante no
resultado estético cicatricial, porém, em nossas conclusées, nao observamos
aumento significativo entre o grupo tratado com testosterona e o nao tratado.

Em contrapartida, pudemos observar que os pacientes com prepucio normal
(grupo controle) apresentavam aumento significativo da densidade de superficie,
com uma menor homogeneidade das fibras elasticas ( quando comparado com o0s
demais grupos). Isso demonstra a pobre qualidade da pele tecidual dos pacientes
hipospadicos (STERN; CHEN, et al., 2004) Que, sem duvida, € um fator que
influencia negativamente nos resultados em cirurgias reparadoras de hipospadia.

Observamos que as criancas tratadas com testosterona apresentaram
tendéncia a menos densidade e maior homogeneidade das fibras elasticas. O
pequeno numero de criangas pode ser a justificativa, no entanto, torna-se necessario
mais estudos para esclarecer melhor as causas. Apesar de ser apenas uma
tendéncia, isso nos faz levantar a hipétese de que mais homogeneidade das fibras
elasticas poderia estar relacionada com o melhor resultado da cicatriz.

A capacidade da pele de se distender e retornar a posi¢cédo original, esta
correlacionada a quantidade e a qualidade de fibras elasticas presentes no tecido
(ROTEN; BHAT et al., 1996). Embora fibras elasticas tenham sido demonstradas em
cicatrizes (AMADEU; BRAUNE, et al.,2004), o tempo decorrido para o seu
surgimento e seu papel no resultado estético da cicatriz, precisa ser mais bem
elucidado.

Estudo avaliando o processo cicatricial de 182 pacientes, mostrou que
nenhuma fibra elastica foi detectada em 116 cicatrizes com menos de trés meses de
evolugdo. Sessenta e seis cicatrizes, cuja evolugdo era maior que trés meses,

apresentaram aumento tanto das fibras elasticas, que, inicialmente, apresentavam-
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se mais localizadas e finas e, posteriormente, mais difusas e espessas. Quando foi
levada em consideracao a idade do paciente, também houve uma consideravel
diferenga na densidade da fibra elastica, tanto nas cicatrizes mais jovens quanto nas
mais antigas, mostrando, dessa forma, que a sintese de fibras elasticas nos tecidos
em cicatrizagao ocorre também em fungdo do tempo decorrido do processo; e este
aumento de densidade e a difusdo da fibra, podem atuar melhorando o resultado
estético cicatricial (ROTEN; BHAT, et al., 1996).

Reafirmando esses resultados, BHAHANGOO, et al., (1976), demonstraram
a auséncia quase total de fibras elasticas em cicatrizes com queldide, porém, sem
levar em consideragdao o tempo de evolugdo do processo cicatricial (BHANGOO;
QUINLIVAN, et al., 1976).

Tentando avaliar a importédncia da fibra elastica no resultado estético
cicatricial, foi realizado um trabalho comparando tecido cicatricial atrofico e
hipertréfico com tecido de pele normal (TSUJI; SAWABE, 1987), utilizando para
tanto microscopia eletronica e de luz. Embora a microscopia de luz revelasse poucas
fibras marcadas pelo Weigert no tecido em cicatrizagdo, a microscopia eletrénica
revelava uma grande presenca de fibras elasticas bem finas, as quais ndo estavam
presentes na derme normal. Cicatrizes atroficas apresentavam mais fibras elasticas
que as cicatrizes hipertréficas, mostrando que existe elastiogénese no tecido
cicatricial e que a presenca de fibras elasticas reduz a hipertrofia cicatricial,
melhorando o resultado estético (TSUJI; SAWABE, 1987).

Os receptores androgénicos, embora estejam presentes em quase todas as
células prostaticas, (SWEAT; PACELLI, et al.,1999), sua expressdo tem sido
utilizada no acompanhamento de neoplasias intraepiteliais prostaticas e ainda no
estadiamento e acompanhamento clinico do cancer de préstata (SWEAT; PACELLI,
et al.,1999). Portanto, trabalha-se com esse tipo de imunohistoquimica para que se
possa avaliar a presenc¢a androgénica nos tecidos.

No presente estudo, encontramos menos células marcadas para receptor de
andrégeno nos pacientes tratados com testosterona, quando comparados com o
grupo nao tratado. Isso, talvez, tenha explicagao pelo fato de que o creme tdpico de
testosterona possa ter ocupado os receptores androgénicos, o que demonstraria a
presenca efetiva do creme tépico na matriz tecidual; mas, ha necessidade de

ampliacdo da pesquisa para elucidar esta questao.
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Schierle et al. (1997), ao estudar a presenca de receptores de andrégeno
em tecidos com queldide e tecido de pele normal, dividiu o tecido estudado por
regides de maior ou menor atividade queldide - de acordo com a aparéncia clinica -,
e observou um aumento dos niveis de receptores de andrégenos nos tecidos com
queldide ativo - quando comparado com os ndo ativo e com o grupo controle (pele
normal). Esse estudo sugere a aplicagdo topica antiandrogénica como alternativa
terapéutica. Contudo, o estudo ndo avalia a questdo do uso tépico da testosterona
sobre os tecidos a fim de observar se causaria aumento dos receptores de
androgeno (SCHIERLE; SCHOLZ, et al., 1997).

Se o tratamento prévio com a testosterona tépica deve ser usado para o
reparo da hipospadia, os efeitos da elevagao sistémica dos niveis de esterdides a
partir da absorcdo cutanea devem ser levados em consideragdo. Em trabalhos
realizados com animais com micropénis, foi demonstrado que a aplicacdo da
testosterona no inicio da vida provoca uma diminui¢ao significativa do tamanho do
pénis (HUSMANN, 1999), entretanto, alguns estudos realizados em humanos nao
sustentam essas afirmagdes.

Sakakibara et al. (1991), aplicaram testosterona tépica (0,2 a 0,4g), durante
trés semanas em 15 criancas com hipospadia. Apds 7 dias de tratamento, o nivel
sérico de testosterona atingiu uma média 65,6 ng/dl, sendo que em um paciente
chegou a 140 ng/dl. Uma semana apos completado o ciclo de trés semanas, os
niveis de testosterona haviam retornado ao normal em todos os pacientes
(SAKAKIBARA; NONOMURA, et al., 1991).

Gearhart & Jeffs (1987) usaram 2mg/kg de testosterona de forma parenteral
em 44 criangas com hipospadia ou epispadia. As injecbes eram aplicadas por via
intramuscular de 5 a 2 semanas antes da realizagdo do ato cirurgico. Eles
observaram um aumento dos niveis de testosterona de 26 ng/dl até 300 ng/dl,
porém, estes valores retornaram ao normal (para a idade do paciente), apds seis
meses de tratamento. O desenvolvimento de pelos pubianos foi visto em apenas 3
dos 44 pacientes estudados e, em todos, houve reversdo a normalidade. A idade
O0ssea foi mensurada em 20 pacientes e ndo houve alteragédo alguma, comparada
com a mensurada no grupo controle.

Em nosso estudo n&o foi avaliada a absorgao da testosterona, no entanto,

até o presente momento, nenhuma contraindicacdo para seu uso no pré-operatorio
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da corregéo de hipospadia foi detectada (HUSMANN, 1999).

Algumas criticas, entretanto, podem ser levantadas a respeito deste estudo.
O uso topico da testosterona depende da adesao da familia ao tratamento, o que
nao foi possivel controlar, uma vez que o creme de propionato de testosterona era
usado em casa. Embora todas as familias tenham relatado que seguiram as
orientacbes corretamente, ndo fizemos acompanhamento dessas aplicagdes e,
evidentemente, estamos sujeitos a erros em decorréncia de aplicacdes feitas de
forma inadequada ou em caso de falha na sequéncia das aplicagdes. Cabe ainda
ressaltarmos que os pacientes que nao fizeram uso do propionato de testosterona a
1%, nao Ihes foi dado nenhum tipo de medicagao (placebo), o que, de certa forma,
pode gerar algum tipo de viés.

Outra questao, que deve ser mencionada, € o fato de nao termos realizado a
dosagem prévia da testosterona sérica desses pacientes, (tanto daqueles que
fizeram uso do propionato quanto daqueles que n&o o utilizaram, e até mesmo o
grupo controle ou postectomizado), a fim de evitarmos possiveis interferéncias em

nossos resultados, decorrentes de alguma disfungdo hormonal sérica.
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6 CONCLUSOES

As comparagdes teciduais do prepucio de criangas submetidas a

postectomia com os hipospadicos sem uso de testosterona mostram que:

» Criangas submetidas a postectomia apresentam padrédo de distribuicao
de fibras elasticas menos homogéneo e com mais densidade de
superficie que os pacientes hipospadicos;

* Na&o existe diferenca significante em relagdo a densidade e ao padrao de
distribuicdo da fibra colagena entre os dois grupos comparados, assim
como também nao encontramos diferengas significativas em relagao a
intensidade de marcacido para receptores de androgenos e a

quantificacdo numeérica absoluta e volumétrica vascular.

Comparagdes dos prepucios de criangas com hipospadias tratados com

creme de propionato de testosterona a 1% e os nao tratados, observamos que:

» O uso topico de propionato de testosterona a 1% foi capaz de provocar
neovascularizagdo mostrando aumento vascular tanto em valor absoluto
quanto em densidade de volume;

» Criancgas tratados com testosterona ndao mostraram maior quantidade
de células marcadas para receptor de androgeno que O grupo nao
tratado; porém mostrou marcagao significativamente menor que
daquelas submetidas a postectomia.

» Criangas tratadas com testosterona apresentaram padrao de distribuicao
de fibras colagenas menos homogéneo e com menor densidade de
superficie que aquela observada nas criangas nao tratadas;

» O grupo tratado apresenta padrdo mais homogéneo das fibras elasticas,
porém nao foram observadas diferengas entre os grupos com relagao a

distribuicao e densidade de superficie dessas fibras.
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ANEXO 1
COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP/UFJF - PRO-REITORIA DE PESQUISA

CIDADE UNIVERSITARIA, 36036-900 - JUIZ DE FORA - MG — BRASIL.

Servigo de Urologia
Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. José Murillo Bastos Netto
Endereco: Hospital Universitario/Centro de Atengdo a Saude da Universidade Federal de Juiz de Fora — UFJF TEL:
(32)4009-5199
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O (a) menor sob sua responsabilidade esta sendo convidado, como voluntario, a participar da pesquisa: “Emprego
prévio de testosterona a cirurgia para corre¢do de hipospadia: Influéncias na vascularizagdo”, que tem como objetivo verificar as
acdes decorrentes do uso ou ndo de testosterona no pré-operatorio da cirurgia de correcdo de hipospadia, a partir de amostras da pele
que recobre o pénis, obtidas durante a cirurgia. Os fragmentos da pele a serem usados no estudo sdo jogados fora rotineiramente, ao
final da cirurgia, ndo acarretando, portanto, danos ou prejuizos ao paciente. O uso do creme de testosterona no preparo para cirurgia
de hipospadia ¢ uma pratica ja estabelecida e de uso rotineiro em todo mundo. Os efeitos colaterais observados quando se usa o
creme de testosterona ¢ o aumento do pénis (efeito desejado e objetivo do uso do creme de testosterona) e o aparecimento de minima
quantidade de pelos proximo ao pénis, que desaparecem algum tempo apds o uso.

Para participar deste estudo o (a) senhor(a)e o menor sob sua responsabilidade ndo terdo nenhum custo, nem
receberdao qualquer vantagem financeira. O (a) senhor (a) sera esclarecido sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara
livre para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu consentimento ou interromper a participagdo a qualquer momento. A
sua participagdo, bem como a do menor sob sua responsabilidade, sdo voluntarias e a recusa em participar ndo acarretara qualquer
penalidade ou modificagdo na forma como sdo atendidos pelo pesquisador.

O pesquisador ira tratar a sua identidade e a da crianga, pelo qual é responsavel, com padrdes profissionais de sigilo.
Os resultados de pesquisa estardo a sua disposi¢do, quando finalizada. Seu nome, o nome do menor pelo qual é responsavel, ou
qualquer material que indique a participag@o do (a) senhor (a) ndo sera liberado sem a sua permissao. O (a) senhor (a) € 0 menor sob
sua responsabilidade ndo serdo identificados em nenhuma publicagdo que possa resultar deste estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias sendo que uma copia sera arquivada pelo
pesquisador responsavel;, e a outra serd fornecida ao senhor (a). Ndo estdo previstos riscos, e, se houver, serdo ressarcidos pelo
pesquisador responsavel.

Eu , portador do documento de
identidade , responsavel pelo menor fui informado (a) sobre os
objetivos do estudo pesquisa: “Emprego prévio de testosterona a cirurgia para correcao de hipospadia: influéncia na vascularizagdo”,
de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e modificar
minha decisdo de participar do estudo, se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar deste estudo, assim como permito a participagdo do menor sob minha responsabilidade.
Recebi uma copia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas
davidas.

Juiz de Fora, de de 200 .
Assinatura do Responsavel pelo Participante Assinatura do Pesquisador
Testemunha Testemunha

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé poderd consultar o:
CEP — Comité de Etica em Pesquisa/UFJF — Campus Universitario da UFJF — Pro-Reitoria de Pesquisa
CEP: 36096-900 — Fone (32) 3220-3788
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ANEXO 2

Universidade Federal de Juiz de Fora
Hospital Universitario UFJF

Departamento de Cirurgia - Setor de Urologia Pediatrica - Disciplina de Urologia

“ASPI'ECTOS,MORFOLOGICOS DO PREPUCIO DE CRIANCAS PORTADORAS
DE HIPOSPADIA COM E SEM O USO DE CREME DE TESTOSTERONA A 1%’

Identificagado:

Nome da crianca:

Endereco:

Cidade: Telefone:
Nome do pai:

Nome da mae:

Data de Nascimento: / / Idade: meses

Etnia: ( ) Branco ( ) Negro ( ) Pardo ( ) Amarelo

Dados da Genitalia:

1) Classificagdo da Hipospadia:
» Anterior: () Glandar () Coronal () Subcoronal
» Médio Peniana ( )
» Posterior: ( ) Peniana ( ) Penoscrotal ( ) Escrotal

Dados da anélise Histopatoldgica:

Picrosirius (classificagao por cruzes):

Tricromio Masson (homogéneo / nao homogéneo):
Tricromio Masson (densidade de superficie):

Weigert (classificagao por cruzes):

Weigert (homogéneo / nao homogéneo):

Weigert (densidade de superficie):

Receptor de andrégeno (classificagao por cruzes):
Receptor de andrégeno (classificagao por total de células):
Fator de Von Willebrand (vasos / campo):

Fator de Von Willebrand (vasos / ponto):

( ) Perineal
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ANEXO 3

TRICROMIO
MASSON
PAC. NOME IDADE | RACA [ CLASSIFICACAO HOMO / NAO HOMO

1 CO1 C.R.S. 68 B Postectomia 2 0 0,41

1 Cco2 A.C.P.D. 84 B Postectomia 1 0 0,43
1 CO3 G.D. A 72 P Postectomia 0 0 0,33
1 CO4 H.C.R.S. 120 B Postectomia 1 0 0,37
1 CO5 R.C. P. 108 P Postectomia 2 0 0,45
1 CO6 M.R. C. 72 P Postectomia 1 1 0,43
1 Ccor7 F.D.A. 36 B Postectomia 1 1 0,36
1 CO8 L.F.C. 48 B Postectomia 1 0 0,29
1 CO9 C.D. A. 72 P Postectomia 1 0 0,38
2 P1 L. C.P.P. 4 N Médio peniana 1 0 0,33
2 P2 M. O.P. 144 P Glandar 0 1 0,57
2 P3 G.C.C.D. 12 B Médio peniana 1 0 04

2 P4 C.S. 120 B Sub-coronal 1 0 0,27
2 P5 C.A E. 69 P Posterior peniana 1 0 0,41

2 P9 G.C.P. 69 B Coronal 1 0 0,47
2 P10 B.C. M. 16 B Sub-coronal 2 0 0,42
2 P11 | C.A.P.S.G. 120 P Sub-coronal 1 1 0,33
2 P14 H.S. E. 98 P Coronal 1 0 0,38
2 P15 L.F.D.P. 37 P Coronal 1 0 0,39
2 P17 H.C.S. 68 N Glandar 2 0 0,43
2 P25 F.A.S. 12 B Coronal 0 0 0,39
2 P26 M. M. O. J. 108 P Sub-coronal 1 0 0,38
3 P6 R.S.R. 20 P Sub-coronal 1 1 0,18
3 P7 C.L.S.S. 17 P Médio peniana 2 1 0,17
3 P8 G.C. V. 44 B Coronal 0 1 0,18
3 P12 J.I.S. P. 72 B Glandar 1 0 0,18
3 P13 C.M. B. 120 B Sub-coronal 2 1 0,25
3 P16 J.P.G. V. 111 P Glandar 1 1 0,34
3 P18 M. O. M. 24 B Coronal 2 1 0,27
3 P19 G.G. F. 31 P Médio peniana 1 1 0,3

3 P20 G.F. V. 24 B Posterior peniana 0 1 0,22
3 P21 W.L.O.P. 12 P Coronal 1 0 0,38
3 P22 P.M. G. 16 N Sub-coronal 2 1 0,33
3 P23 K.O.R. 16 P Coronal 1 1 0,26
3 P24 V. G. O. 30 B Coronal 1 1 0,27
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WEIGERT WEIGERT
PAC. NOME CRUZES DENSIDADE DE SUPERFICIE
1 CO1 C.R.S. 2 1 0,45 2
1 C02 A.C.P.D. 2 1 0,58 0
1 COo3 G.D. A 1 1 0,67 2
1 Co4 H.C.R.S. 2 1 0,62 1
1 CO5 R.C.P. 1 1 0,47 3
1 CO6 M.R. C. 1 1 0,43 3
1 Cco7 F.D.A. 2 1 0,55 2
1 CcOo8 L.F.C. 1 0 0,57 2
1 COo9 C.D. A 1 1 0,45 2
2 P1 L.C.P.P. 1 0 0,50 1
2 P2 M. O.P. 0 1 0,43 1
2 P3 G.C.C.D. 1 1 0,60 0
2 P4 C.S. 1 0 0,43 3
2 P5 C.A E. 1 0 0,42 3
2 P9 G.C.P. 0 1 0,30 3
2 P10 B.C. M. 1 1 0,37 2
2 P11 | C.A.P.S.G. 1 1 0,32 2
2 P14 H.S. E. 2 0 0,23 3
2 P15 L.F.D.P. 1 1 0,25 2
2 P17 H.C.S. 1 1 0,33 1
2 P25 F.A S. 1 0 0,35 0
2 P26 M. M. O. J. 1 1 0,37 2
3 P6 R.S. R 0 1 0,37 2
3 P7 C.L.S.S. 1 0 0,37 1
3 P8 G.C. V. 0 1 0,22 0
3 P12 J.I.S.P. 2 0 0,32 1
3 P13 C.M.B. 0 0 0,30 1
3 P16 J.P.G. V. 1 0 0,23 3
3 P18 M. O. M. 0 0 0,45 0
3 P19 G.G.F. 0 0 0,42 2
3 P20 G.F. V. 0 0 0,33 1
3 P21 W.L.O.P. 1 0 0,30 3
3 P22 P.M. G. 0 0 0,38 0
3 P23 K.O.R. 0 1 0,48 2
3 P24 V.G. 0. 2 0 0,50 0
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RECEPTOR DE ANDROGENO FATOR V W
PAC. NOME TOTAL DE CELULAS VASOS/CAMPO

1 co1 C.R.S. 67 7

1 co2 A.C.P.D. 44 7

1 co3 G.D.A. 61 5

1 co4 H.C.R.S. 48 6 31
1 cos R.C.P. 72 4 25
1 Co6 M.R. C. 79 3 27
1 cor F.D.A. 67 6 27
1 co8 L.F.C. 61 6 27
1 co9 C.D.A 65 4 25
2 P1 L.CP.P. 27 8 38
2 P2 M. O.P. 35 5 27
2 P3 G.CC.D. 10 7 19
2 P4 C.s. 62 6 15
2 P5 C.AE. 81 3 17
2 P9 G.CP. 87 6 40
2 P10 B.C.M. 62 4 27
2 P11 C.A.P.S.G. 68 7 17
2 P14 H.S.E. 79 4 13
2 P15 L.F.D.P. 55 4 29
2 P17 H.C.S. 42 3 29
2 P25 F.A.S. 26 3 21
2 P26 M. M. 0. J. 64 3 31
3 P6 R.S.R. 50 8 50
3 P7 C.L.S.S. 31 7 48
3 P8 G.C.V. 11 9 60
3 P12 J.I.S.P. 32 8 46
3 P13 C.M.B. 30 6 63
3 P16 J.P.G.V. 60 10 63
3 P18 M. O. M. 8 10 54
3 P19 G.G.F. 63 8 48
3 P20 G.F.V. 31 10 48
3 P21 W.L.O.P. 65 9 48
3 P22 P.M.G. 15 10 46
3 P23 K.O.R. 51 9 48
3 P24 V.G. 0. 17 7 35
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