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RESUMO

ROSADO, Jodo Pedro Gaio Meireles et al. AlteracOes estruturais da matriz extracelular do
prepucio humano causado pelo tabagismo. (Mestrado em Ciéncias — Sistema Urogenital) —
Faculdade de Medicina. Universidade Estadual do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

Os autores tém como objetivo, investigar a matriz extra celular, musculatura lisa e
densidade vascular do prepucio de pacientes tabagistas. Espécimes de prepucio foram obtidas de
20 jovens adultos (média de idade= 27.2) submetidos a postectomia. Dentre os pacientes
analisados, um grupo (n=10) possui historia prévia de tabagismo (3 to 13 macgos/ano, média = 5.8
+ 3.2), e outro grupo (n=10) formam o grupo controle, ndo fumantes. A coloragéo de Tricromico
Masson foi utilizada para quantificar tecido conectivo, musculatura lisa e vasos. A coloracéo
Resorcina-fucsina de Weigert foi utilizada para estabelecer as fibras do sistema eléstico e a
coloracdo, Vermelho de Picrosirius para o estudo do colageno. O estudo estereologico foi
realizado utilizando o software Image J, para determinar as densidades volumétricas. Para a
analise bioquimica o colageno total foi determinado em pg de hidroxiprolina por MG de tecido
seco. O estudo estatistico foi realizado lancando méo do t-teste (p<0,05). Fibras do sistema
elastico de fumantes apresentaram-se aumentadas em 42.5% quando comparado ao grupo
controle (p=0,002). Em contraste, musculatura lisa (p=0,42) e densidade vascular (p=0,16) néo
mostraram nenhuma diferenca estatistica. Foi realizado uma analise quantitativa utilizando
Vermelho de Picrosirius sob luz polarizada, que evidenciou a presenca de colageno tipo | e Ill,
sem diferenca estatisticamente significativa. A concentracdo total do colageno ndo mostrou
diferenca entre tabagistas e o grupo controle. (73.1pg/mg £+ 8.0 vs. 69.2ug/mg + 5.9,
respectivamente, p=0,23). Tabagismo esta associado a um significante aumento de fibras do
sistema elastico do tecido prepucial. Estes resultados podem, possivelmente, explicar os altos
indices de falha na uretroplastia peniana, com uso de flap de preplcio em fumantes.

Palavras chave: Prepucio; Uretroplastia; Fibras elasticas



ABSTRACT

It has been speculated by McAninch et al. (1), that smokers might experience worse
results after urethral reconstruction. We decided to investigate the extracellular matrix, smooth
muscle and vascular density in the foreskin of smoker patients. Foreskin samples were obtained
from 20 young adults (ranging in age from 23 to 36 years; mean + SD = 27.2 + 5.8) submitted to
circumcision from July 2008 to October 2009. Of the patients analyzed, one group (n=10) had a
previous history of chronic smoking (3 to 13 packs/year, mean = 5.8 + 3.2) i.e., one pack per day
for 3 to 13 years. The control group was composed of 10 non-smoker patients. Foreskin samples
were studied by histology and biochemistry. Means were compared using the two-tailed t-test
(p<0.05). The elastic system fibers in the foreskin of smoker patients increased in 42.5% when
compared to the control group. In contrast, the smooth muscle fibers, vascular density and total
collagen concentration did not show any significant variation between smokers and controls.
Smoking is associated with a significant increase of elastic system fibers in foreskin tissue. These
results could possibly explain the high failure rate of penile urethroplasty in smokers by using
foreskin flaps.

Key Words: Foreskin; Urethroplasty; elastic fibers.
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INTRODUCAO

1 ANATOMIA

1.1 Anatomia peniana

“Trés corpos eréteis formam a estrutura peniana, além de inimeras fascias, nervos, vasos
e epiderme. Na extremidade distal do pénis, o corpo esponjoso se expande formando a glande e

proximalmente formando o bulbo, ambos derivados do corpo esponjoso” (WEIN, et al, 2007).

Diferentemente do sexo feminino, o sexo masculino apresenta um Gnico 6rgdo, que faz
parte do sistema reprodutor e do sistema urinario. Este é composto por trés corpos cilindricos de
estrutura erétil: duas destas estruturas sdo corpos cavernosos, e a terceira € 0 corpo esponjoso. A
maior parte do pénis é formada pelos corpos cavernosos os quais se originam na sinfise pubica.
Correm lado a lado separados por um sépto incompleto e estdo envolvidos intimamente pela

tanica albuginea (Figura 1).

O corpo esponjoso, situado numa posi¢do central, encontra-se deitado ventralmente sobre os dois corpos
cavernosos. As trés estruturas estdo envoltas pela tinica albuginea, e sobre esta tlnica encontra-se a fascia
Buck ou profunda, seguida pela fascia Dartos ou superficial, a derme e a epiderme recobrem estas estruturas
(GRAY et al, 1988; LATARJET et al, 1993; BROOKS, 2002).

A tlnica albuginea é constituida por camadas de colageno, podendo acomodar um
consideravel grau de pressdo intracavernosa antes de sua ruptura. Esta camada fornece ao pénis
capacidade de suportar um elevado grau de rigidez e forca axial quando ereto, além de

flexibilidade quando flacido.

A tlnica albuginea recobre tanto 0s corpos cavernosos quanto O COrpo esponjoso, no
entanto torna-se mais delgada ao recobrir o corpo esponjoso. A glande é desprovida de albuginea
(figura 2).

A fascia Buck caracterizada por ser elastica e rigida, envelopa a veia dorsal profunda,

artérias dorsais e multiplas ramificaces dos nervos dorsais.
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A féscia Dartos é uma camada de tecido aureolar, notavel por sua caréncia em gordura, que se localiza
distalmente, entre as duas camadas do prepulcio que recobrem a glande, seguindo até o perineo, fundindo-se
na fascia perineal superior (Colles). No pénis esta fascia encontra-se frouxamente aderida entre a pele e a
fascia de Buck e contém musculatura lisa, artérias superficiais, veias e nervos do pénis (CAMPBELL’S
UROLOGY, 2003) (figura 3).

Fascia Corpo
Dartos Cavernoso
Tunica
Albuginea
Corpo
€sponjoso
Uretra

Figura 1 - Corte transversal do pénis humano normal (Sampaio)
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Veia dorsal superficial

Artéria dorsal e nervo

Fiscia superficial (dartos) Veia superficial lateral

Corpo IS0 & SUa
tdnica albuginea

Fiscia profunda (de Buck)

Artéria profunda

Corpo esponjoso e

sua tinica albuginea

4

®MNovartis

Figura 2. Desenho esquematico da anatomia peniana. (Netter, 1999)

an in tschiorectal fossa

Figura 3: llustracdo anatdbmica das fascias pélvicas, em especial as de Buck e Colles.
(Campbell’s, 2002).
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A drenagem venosa do pénis é feita através da veia profunda do pénis, que leva a maior parte do sangue dos
COrpos cavernosos e do corpo esponjoso para o plexo prostatico. A pele e a tela subcutanea séo drenadas pela
veia dorsal superficial do pénis, tributarias da veia pudenda externa, que drena o sangue para a veia safena
magna (GRAY, et al, 1988; LATARJET, et al, 1993).

“Os vasos linfaticos da pele e prepucio drenam a linfa para os linfonodos inguinais
superficiais. Os linfaticos da glande e corpos eréteis drenam para linfonodos inguinais profundos,
femorais, retrofemorais e pré-viscerais” (GRAY, et al, 1988; LATARJET, et al, 1993).

“A inervacdo do pénis é feita por fibras sensitivas, através dos ramos do nervo pudendo,
nervo dorsal do pénis e do nervo ilioinguinal. Fibras simpaticas, parassimpaticas e fibras nao
adrenérgicas e ndo-colinérgicas, estdo relacionadas com o controle da circulagdo do sangue no
pénis” (GRAY, et al, 1988; LATARJET, et al, 1993).

1.1.1 Anatomia uretral

“A uretra € um tubo que, no ato da micc¢do, leva a urina da bexiga para o exterior. No sexo
masculino, tem comprimento de aproximadamente 15 a 20 cm, possuindo intima relacdo com
praticamente todos os 6rgdos do genital masculino, compartilhando finalidades reprodutivas”
(WEIN, et al, 2007).

A uretra masculina pode ser anatomicamente subdividida em uretra anterior e uretra posterior, também em
uretra cavernosa ou peniana, membranosa e prostatica. No entanto, de acordo com o consenso da “World
Health Organization Conference” realizado em Estocolmo — 2002, estd subdividida em; Fossa navicular,

Uretra pendular ou peniana, Uretra bulbar, Uretra membranosa, Uretra prostatica e Colo vesical (WEIN, et al,
2007) (Figura 4).

A Uretra Anterior tem em média 15 cm de extensdo desde o final da uretra membranosa até o meato uretral
externo. Divide-se em duas por¢des no nivel do angulo penoescrotal: uretra bulbar que é mais curta e
localizada entre as duas cruras penianas e uretra peniana, localizada entre os dois corpos cavernosos
(CHAPPLE, 2004; SUAID,1995).

“A Uretra Posterior é formada pela uretra prostatica e membranosa” (CHAPPLE, 2004;
SUAID,1995). “Nesta porcdo encontram-se as estruturas funcionais que caracterizam o0s

esfincteres externo e interno” (SUAID,1995) (Figura.4). “Localiza-se posteriormente ao



18

diafragma urogenital, estendendo-se do colo vesical até o final da uretra membranosa, com média
de 3 cm de extensédo” (CHAPPLE, 2004).

v " __ Trigonum vesicale

5 EAN Orificium ureteris

~— Annulus urethralis

Crista urethralis
Colliculus seminalis (verumontanum)

Pars prostatica urethrae
r Prostata

Crista urethralis

Plicae colliculi
Pars membranacea
urcthrae

Orificium ducti excretorii glandulae
bulbo-urethralis (Cowperi)

Pars cavernosa urethrac

Lacunae urethrales

Fosza navicularis
Glans penis

Orificium
externum
urethrae

Figura 4: llustracdo anatdmica das estruturas da uretra posterior e anterior (Campebell’s, 2002).

A regido cavernosa da uretra é recoberta por um epitélio pseudo-estratificado colunar com areas de epitélio
pseudo-estratificado pavimentoso, que repousa sobre uma camada de membrana basal. A regido membranosa
é recoberta por epitélio pseudo-estratificado colunar e a prostatica por epitélio de transicdo (JUNQUEIRA, et

al, 2008).

A sua vascularizacdo é compartilhada com a do corpo cavernoso e do pénis. A artéria pudenda interna
bifurca-se em dois ramos: a artéria bulbo-uretral e a dorsal peniana. A artéria bulbo-uretral é responsavel pela
maior parte do segmento proximal da uretra até o seu tergo médio, sendo no segmento médio peniano feita
pelos ramos bulbares e esponjosos. O segmento mais anterior da uretra é vascularizado principalmente pelo
ramo cavernoso da artéria dorsal peniana (CAMPBELL’S UROLOGY, 2003) (figura 5).
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CAVERNOUS
BRANCH

CORPUS CAVERNOSUM

DORSAL ARTERY

ANTERIOR CORFUS SPONGIOSUM
BRANCH

© 4,9}:‘%,‘
INTERNAL PUDIC T+ ¥4
ARTERY T

Figura 5. Desenho esquematico da vascularizacdo peniana e da uretra. (Gray's Anatomy, 29a
ed, 1977).

1.1.2 Anatomia do preplcio

O prepucio é uma dobra retratil de tecido musculocutaneo especializado e muito inervado que cobre e protege
a glande. Apds 3 anos de idade, cistos de queratinizagdo acabam por romper as aderéncias prepuciais
existentes e, juntamente com as eregdes intermitentes, alargam o anel fimoético, expondo a glande. Cerca de
80 a 90% dos meninos ndo circuncidados sdo capazes de expor a glande apds os 3 anos de idade (ORSOLA,
2000).

1.2 Fimose

“Os gregos, pela primeira vez, definiram a ‘glande recoberta que ndo pode ser retraida’
como phimosis, pois o radical grego ‘phimos’ tem o significado de lagco. A partir de entdo se
define fimose como a presenca de excesso de prepucio recobrindo a glande, impedindo sua
exposicdo” (BRAZ, 1998; HODGES, 1999).
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1.2.1 Classificacdo da fimose

“Existem diversas classificacdes de fimose, no entanto foi identificada pelos autores uma
classificacdo descrita por Kayaba modificado por Marques, que se adequou para 0 proposto no

estudo” (KAYABA, 1996: MARQUES, 2004) (Figura 6).

C D

Figura 6 — Classificacdo do prepucio descrito por Kayaba modificado por Marques, baseado na
presenca ou auséncia de anel fimético. A) Tipo A consiste no paciente que ndo apresenta retracdo
prepucial, B) Tipo B apresenta a exposicdo apenas do meato uretral, C) Tipo C apresenta
exposicdo de metade da glande, e D) Tipo D apresenta somente algumas aderéncias ao sulco
coronal (MARQUES, 2004).
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1.3 Estenose de uretra

“A estenose da uretra masculina é caracterizada por um processo fibrotico, levando a

formacdo de um tecido de baixa complacéncia, associada a diminui¢do do calibre da luz do
6rgdo” (FENTON, 2005).

1.3.1 Fisiopatologia da estenose de uretra

“Qualquer injaria do epitélio uretral ou de sua base pode iniciar a estenose da uretra

anterior. A cicatriz pode envolver o corpo esponjoso causando uma adjacente espongiofibrose,
que contribui com a severidade da estenose” (SANTUCCI, et al, 2007, WEIN, et al. 2007).

As alteracGes estruturais da estenose de uretra vém sendo descritas desde 1975, quando Sigh observou através
da microscopia Optica, um aumento da densidade do coldgeno e sua desorganizagdo. Onde antes era
encontrada uma vasta rede de fibras musculares, foi documentada uma substitui¢cdo por colageno denso
(SIGH, et al, 1975).

A microscopia eletronica da estenose de uretra em “pig guinea” mostrou inicialmente uma superficie ulcerada
que foi substituida por epitélio escamoso estratificado. O tecido da estenose contém miofibroblastos
alongados e ilhas de células gigantes multinucleadas. Isto sugere que os miofibroblastos sdo responsaveis pela

formacéo da estenose e as células gigantes pela producéo continua de coldgeno (SCOTT, et al, 1980).

“Numa andlise estereoldgica qualitativa e quantitativa do corpo cavernoso de pacientes

com estenose de uretra bulbar, autores descrevem uma completa perda de relacdo entre masculo

liso, matriz extracelular e sinusoides associada a aumento de colageno” (CAVALCANTI, et al,

2007).

As glicosaminoglicanas e o colageno séo os principais componentes da matriz extracelular e estudos mostram
uma mudanca significativa da matriz extracelular na estenose de uretra. Ocorre uma importante diminuigéo da
concentracdo das glicosaminoglicanas nas estenoses com relagdo a uretra normal. Enquanto na uretra normal
h& o predominio do &cido hialurénico, dermatan sulfato predomina na estenose de uretra. A mudanga na
composicdo das glicosaminoglicanas na estenose uretral pode ser fator contribuinte para a baixa complacéncia

uretral na cicatriz uretral causando mudancas funcionais (DA SILVA, et al, 2002).



22

1.3.2 Etiologia da estenose de uretra

“A estenose da uretra masculina anterior envolve um espectro de diferentes patologias
que causam o estreitamento ou fechamento do limen uretral. Apesar disto, foi recentemente
descrito que a origem idiopatica é a mais comum para as estenoses de uretra anterior”
(SANTUCKCI, et al, 2007).

Na fossa navicular e regido peniana distal, ocorrem estenoses causadas por balanite xerética obliterante e
inflamagdo idiopatica da glande peniana. Na uretra peniana ocorrem as estenoses causadas por reparo
cirargico das hipospadias, a balanite xer6tica e mais raramente os traumas penianos. Nas estenoses de uretra
bulbar é comum a associagdo com traumas (queda a cavaleiro) e infec¢des gonocdcicas (SANTUCCI, et al,
2007).

LesGes iatrogénicas relacionadas com procedimentos uroldgicos endoscépicos ou com o

uso prolongado de cateteres uretrais devem sempre ser consideradas.

1.3.3 Tratamento das estenoses de uretra anterior

A uretrotomia interna é o procedimento mais utilizado pelos urologistas para o tratamento
das estenoses uretrais apesar de seus altos indices de recidiva, principalmente no manejo das
estenoses de uretra peniana. Atualmente consideramos como procedimento de escolha apenas em

casos selecionados, como estenoses curtas e ndo traumaticas localizadas na uretra bulbar.

No tratamento ndo endoscOpico das estenoses de uretra anterior devemos considerar que sempre quando
possivel a resseccdo completa do tecido fibroético, associada a anastomose término-terminal espatulada, deve
ser preferida. Porém ndo devemos esquecer que o tratamento das estenoses de uretra depende de sua
localizacdo, extensdo e grau de comprometimento do tecido esponjoso, assim como a espongiofibrose
decorrente da estenose. Desta forma a uretroplastia anastomoética apresenta limitagdes em sua aplicabilidade
(BARBAGLLI, et al, 2005).

Caracteristicas como localizagdo e extensdo da estenose, qualidade do tecido uretral e etiologia devem ser
considerados no momento de decisdo quanto a técnica cirurgica a ser utilizada. Quando néo podemos utilizar
a uretroplastia anastomotica, situagdo comum nas estenoses de uretra peniana, devemos realizar uretroplastias

com substitui¢do tecidual utilizando retalhos ou enxertos. A mucosa oral assim como o retalho pediculado do
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prepucio sdo utilizados para confeccdo de uretroplastias, com aplicagdes principalmente em estenoses de
uretra bulbar ou peniana. Num estudo randomizado, Dubey descreve que em um follow-up intermediario as

duas técnicas ndo apresentam, em seus resultados, diferencas estatisticas (DUBEY, et al, 2007).

Flandry (1993) descreve que o retalho pediculado para tratamento das estenoses penianas possui boa
versatilidade com bom suprimento sanguineo, levando a bons resultados anatdémicos e funcionais, com indice
de sucesso podendo chegar a 96,7%. Em seus estudos refere que esta € uma boa técnica mesmo naquelas
estenoses recorrentes, fistulizadas, infectadas e extensas (FLANDRY et al, 1991; 1992; 1993).

Wessels e McAninch (1998), numa meta analise, estudaram o uso de enxerto livre versus retalho pediculado e
observaram que ndo ha diferencas das técnicas para o tratamento das estenoses bulbares, porém ao se tratar de
estenoses longas de uretra peniana ou naquelas que possuem um leito muito comprometido, o flap pediculado
de pele peniana é a principal forma de tratamento, consagrado com um longo follow-up. Contudo para a
reconstrucdo de estenoses de uretra anterior, ambas as técnicas sdo indispensaveis (WESSEL, et al, 1998).
Algumas vezes, em estenoses extensas, ha necessidade de langar méo das duas técnicas cirdrgicas (WESSEL,
et al, 1997).
“Carney (2002) refere-se ao retalho pediculado circular como amplo tecido, podendo
atingir 13 a 15 cm sem comprometer a funcdo ou cosmética peniana, destacando a utilizacdo do

retalho nas longas estenoses de uretra peniana” (CARNEY, et al, 2002).

“Autores acreditam que ha alguma superioridade deste método devido a transferéncia de
um tecido vascularizado para a area comprometida, sua versatilidade podendo ser utilizado em
um unico tempo, ou combinada com outros métodos” (WESSEL, et al, 1997; CARNEY, et al,
2002; MC ANINCH, et al, 1993).

1.3.4 Técnica cirdrgica na correcdo de estenose da uretra

H& trés consideracdes para o uso de retalhos na reconstru¢do uretral: a natureza do

retalho, a sua vascularizagdo e o mecanismo de transferéncia utilizado.

“Tratando-se especificamente de retalhos utilizados para reconstrugdo uretral devemos
sempre evitar pele com foliculos pilosos, para minimizar as complicacdes em longo prazo como

infeccOes urinarias e formacéo de calculos” (WEIN, et al, 2007).

Existe uma diversidade de técnicas cirlrgicas descritas para a confecgdo de retalhos fascio-cutaneos de pele

peniana. Duckett e Standoli descreveram em 1984, a técnica que consiste em transferir a redundancia de pele
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prepucial ventral ou dorsal, formando uma ilha de pele e aplica-lo na estenose uretral. Realiza-se uma incisdo
em dupla circular da pele do prepucio, isola-se a fascia Dartos liberando-a da pele peniana e da fascia de
Buck, formando um retalho de pele prepucial nutrido pela Dartos. Ap6s incisdo da uretra longitudinalmente

no sentido da estenose, aplica-se o retalho sobre esta (WEIN, et al, 2007) (Figura 7).

Figura 7. Desenho esquematico da cirurgia de uretroplastia com retalho pediculado de prepucio.
Campbell-Walsh. Urology, pg.1067, 2007. Saunders Elsevier.

1.4 Tabagismo e cicatrizacao tecidual

Diversos estudos descreveram, clinicamente e experimentalmente, os efeitos deletérios do
tabaco na cicatrizag&o tecidual. Porém os mecanismos que levam a estas alterages ndo séo bem
conhecidos. Também ndo estdo provadas quais as alteragcBes que levam a um maior indice de

necrose nos flaps utilizados em fumantes.

Cardoso e cols (2007), demonstraram em um estudo experimental que os animais expostos ao tabaco

apresentam um atraso na contragdo da cicatriz, no recrutamento de células inflamatorias e da diferenciacdo
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dos miofibroblastos. A exposi¢do ao cigarro também afetou o recrutamento de mastocitos e a espessura da
nova epiderme (CARDOSO, et al, 2007).

Trabalhos demonstram resultados expressivos no indice de falha na utilizacdo de flaps cutaneos, nos usuérios
cronicos de nicotina em relacdo a populagdo ndo fumante. O uso do tabaco é um fator independente de
complicagdo pds-operatoria, podendo aumentar a falha por necrose do flap em até 4,9%. Sugere-se que 0s
grandes causadores destas alteragdes sdo a nicotina e 0 mondxido de carbono (GOODWIN, et al, 2005;
PADUBIDRI, et al, 2001; ZIMMERMANN-NIELSEN, et al, 1997; KAUFMAN, et al, 1984).

Whitson e McAninch (2008), descrevem um trabalho retrospectivo em 124 pacientes submetidos a corregéo
de estenose de uretra com retalho pediculado de preplcio, com bons e durdveis resultados. Numa analise
multivariada, afirmam que sdo fatores predisponentes de falha o tabagismo, hipospéadias multitratadas e

comprimento da estenose maior que 7 a 10 cm (WHITSON, et al, 2008).

Sdo inexistentes os estudos da literatura que analisam a estrutura do prepucio em

pacientes normais e tabagistas.



2 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho é avaliar se ocorrem alteracdes estruturais do prepucio

em pacientes tabagistas através de métodos histoquimicos, imunohistoquimicos e bioquimicos.

26
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3. METODOLOGIA

3.1 Pacientes

Foi estudado o tecido prepucial proveniente de 20 pacientes adultos, com idade entre 23 a
36 anos (média £ DP = 27,2 + 5,8), submetidos a postectomia, realizada pelo mesmo cirurgido.
Os procedimentos cirargicos foram realizados no periodo de julho de 2008 a novembro de 2009,
no Hospital Municipal Souza Aguiar - Rio de Janeiro. Os individuos submetidos aos
procedimentos cirargicos foram provenientes do ambulatério de urologia geral e cirurgia

reconstrutora.

“Os pacientes tiveram a anatomia prepucial classificada de acordo com estudos prévios”
(MARQUES, 2004; KAYABA, 1996).

“Os pacientes participantes da pesquisa estavam inclusos na classificacdo de Kayaba, nos

grupos C e D” (MARQUES, 2004; KAYABA, 1996) (Figura 6).

Foi excluido do presente estudo, pacientes que se enquadravam em outros graus da
classificacdo citada, criancas e pré-adolescentes, pacientes com suspeita clinica de balanite
xerética obliterante ou possibilidade de patologia oncoldgica em desenvolvimento. Aqueles que
apresentavam sinais de balanite inflamatéria foram tratados e submetidos a postectomia apds
sessenta dias do término do tratamento. Nenhum paciente com sinal de doenca dermatolégica foi
incluido no estudo. Pacientes que ndo assinaram o termo de consentimento informado, ou na sua
incapacidade, o responsavel, e pacientes que, mesmo e anteriormente, tenham assinado o termo e
gue no momento da cirurgia manifestaram o desejo de ndo participar do mesmo foram

sumariamente excluidos do estudo.

Todo paciente foi informado verbalmente, de maneira inteligivel sobre a técnica
operatoria, 0 ato anestésico, a recuperagdo e as possiveis complicacbes pos-operatdrias. Foi
oferecido ao paciente um termo de consentimento informado para o estudo, escrito de forma
igualmente inteligivel e de facil interpretacdo para o leigo. Para pacientes analfabetos, o termo foi

lido em companhia de um acompanhante ou familiar. Todos os termos foram assinados pelo
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paciente e seu responsavel, pelo médico assistente e testemunha (funcionario do ambulatério de
urologia). O termo ficara sob a guarda do servico de urologia por um prazo de 05 (cinco) anos,

respeitando os prazos vigentes das normas de documentacdo medica brasileira.

O objeto do estudo foi executado apds aprovacdo do comité de ética médica da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (ANEXO).

Dentre os pacientes analisados, 10 possuem histdria de tabagismo crénico, com carga
tabagica entre 3 a 13 macos/ano (média = DP = 5,8 + 3,2), ou seja, um maco de cigarros ao dia
durante um ano por 3 a 13 anos. O grupo controle foi composto por pacientes ndo tabagistas;
deste grupo foram excluidos ex-tabagistas mesmo que abstémios h& longa data e usuérios de

drogas ilicitas.

3.2 Obtencéo de amostras

A técnica cirdrgica utilizada na confecgdo da circuncisdo consiste na realizacdo de uma incisdo circular a 1
centimetro da glande e outra incisdo circular ha aproximadamente 2 ou 3 centimetros da primeira inciséo,
sendo o suficiente para a exerese do excesso do prepucio. Estas incisdes compreendem a derme e epiderme
juntamente com a fascia Dartos do pénis. Hemostasia com eletrocautério e anastomose das bordas cruentas
com fio absorvivel monofilamentar, foi realizada rotineiramente de acordo com a técnica habitual (ELDER,
2007).

Durante a coleta do material foi identificada a porcdo ventral e dorsal do tecido, com
ponto de nylon na porcdo ventral. O tecido prepucial foi analisado em duas areas diferentes, a

regido ventral e regido dorsal.

Nos pacientes submetidos a intervencdo cirdrgica, logo apds a ressec¢do, o excesso do
prepucio retirado foi fixado por imersdo em solucdo de formalina tamponada a 10% (pH =7,2),
por um periodo de 24 a 48horas, 0 material para analise bioquimica foi fixado em acetona

refrigerada.
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3.3 Andlise histoldgica e estereoldgica

O material em formalina foi processado para inclusdo em parafina e posteriormente

submetido a técnicas histoquimicas e imunohistoquimicas.

Foram obtidos cortes de 5um de espessura os quais foram submetidos a diferentes
coloracdes. Foram obtidos 10 cortes de cada uma das amostras e contados 5 campos aleatérios

por corte totalizando 50 campos por individuo para cada uma das técnicas utilizadas.

Os cortes foram inicialmente corados por H&E verificando-se a homogeneidade do
tecido, com o material em bom estado seguia-se com o estudo, caso contréario desprezava-se este

material.

A observacao, caracterizacdo e quantificacdo do musculo liso, vasos e dos elementos
fibrosos do tecido conjuntivo, (colageno e fibras do sistema elastico) foram feitas em cortes
corados pelo Tricrdmico de Masson, Vermelho de Picrosirius e Resorcina-fucsina de Weigert

com prévia oxidacao pela oxona.

A especificidade da coloracdo para o sistema elastico foi confirmada por meio de
imunohistoquimica utilizando-se o anticorpo anti-elastina (monoclonal, E 4013 Sigma Saint
Louis, MO, USA).

Para o anticorpo primario foi utilizado um controle negativo e controle positivo, usando

fragmentos de tecido que apresentam o0s antigenos pesquisados.

Os cortes foram desparafinados em xilol, hidratados em uma série decrescente de alcool
etilico até agua, e lavados em tampédo fosfato tamponado por 5 minutos. As laminas foram
encubadas em PBS 1% na estufa a 37 °C, durante 5 minutos e posteriormente tripsinizadas na
estufa 37 °C, durante 30 minutos como procedimento para recuperagdo antigénica. Em seguida
foram lavadas em PBS 1%, por 5 minutos e colocadas em solucéo de perdxido de hidrogénio a
0,3% em metanol por 10 minutos. Lavados em PBS. Incubados com anti-soro primario a 4 °C
durante 12 horas.
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Os cortes foram lavados em PBS e incubados com anti-soro secundario. Lavados
novamente em PBS 1%, seguido da adicdo do cromdégeno DAB lavado em &gua corrente,

desidratados, clarificados e montados.

A quantificacdo dos elementos teciduais foi feita através do método estereoldgico. O
pardmetro estereologico utilizado para estimar o contetdo das fibras do sistema eldstico,
colageno e muscular foi densidade volumétrica (Vv).

Todos os elementos estudados foram quantificados por meio de métodos estereoldgicos que determinam
parametros tridimensionais a partir de cortes bidimensionais, sendo obtida através do sistema de contagem de
pontos com o programa Image J. As imagens foram adquiridas em microscépio Olympus BX-51 com uma
camera acoplada Olympus DP70, com aumento de 200X para fibras musculares e vasos sanguineos e 400X
para fibras do sistema elastico, seguindo padrdes pré-estabelecidos por Mouton 2002, (Mandarin-de-lacerda
1995 e Gundersen 1988) (Figura 8).

Figura 8: Fotomicrografia do prepucio de um paciente fumante de 23 anos corado pelo tricrémico
de Masson x200. Podemos observar a técnica de quantificacéo utilizada.
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3.4 Anélise bioquimica

Para a analise bioquimica as amostras fixadas em acetona refrigerada permaneceram no
produto quimico por 24 h a 4 graus Celsius. Posteriormente as amostras foram submetidas a dois
ciclos de 24 h cada de 40 ml de solucdo de cloroférmio/metanol (2:1 v/v) a temperatura ambiente.
O solvente foi entdo decantado e depois de submetido a estufa na temperatura de 60 graus Celsius

por 30 minutos e foi obtida e pesada uma amostra de tecido seco e delipidado.

A concentracdo do colégeno total no tecido uretral foi obtida atraves de um estudo
colorimétrico com hidroxiprolina. Uma amostra de 5 a 14 mg de tecido desidratado e delipidado
foi hidrolisado em uma solucdo de 6NHCL por 18 hs a 118 graus Celsius, como descrito
previamente por Cabral (2003). As amostras foram entdo encaminhadas para uma neutralizacao
por hidrolizacéo utilizando-se o método de chloramin T, utilizando os métodos de como descrito
por Bergman (1963). Os resultados foram expressos em miligramas de hidroxiprolina por

miligrama de tecido seco delipidado.

Os dados foram coletados e analisados através de estatistica descritiva de todos os
parametros. Os resultados foram apresentados em tabelas e histogramas de frequiéncias. Os dados
estatisticos foram analisados a partir do programa GraphPad Prism. Foi utilizado o teste T néo
pareado, para verificar a validade estatistica, sendo considerado com significancia estatistica um
valor de p<0, 05.
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O tecido prepucial foi analisado em duas areas diferentes, a regido ventral e regido dorsal.

N&o foi observado, em ndo fumantes, qualquer diferenca estatistica entre as areas ventrais e

dorsais das fibras do sistema elastico (p=0,32), densidade vascular (p=0,27) e musculo liso

(p=0,46). Com essa informacéo estatistica, 0 autor optou por ndo manter a diferenciacdo entre a

regido dorsal e ventral durante o andamento do estudo.

A anélise estereoldgica mostrou um aumento significativo na densidade volumétrica das

fibras do sistema eléstico do prepucio do paciente tabagista em relacdo ao nédo tabagista (45.6 +

10.1 vs. 32 * 6.3 respectivamente; p < 0,002). O prepucio do paciente fumante apresenta um

aumento do percentual da densidade das fibras do sistema elastico de 42,5%, em relacdo ao grupo

controle.  (Gréfico 1; Figura 9).
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Figura 9: Fotomicrografia das fibras do sistema elastico do prepucio. A) Paciente
tabagista de 28 anos. Weigert x400. B) Paciente ndo fumante de 28 anos. Weigert x400. Visivel
aumento das fibras do sistema elastico (marrom) no paciente tabagista quando comparado ao
controle. C) Imunohistoquimica com anti-elastina do prepucio de um paciente tabagista de 32
anos mostrando fibras do sistema elastico (marrom). Anticorpo anti-elastina x400.
D) Imunohistoquimica com anti-elastina do prepucio de um paciente ndo fumante de 30 anos,
mostrando menor quantidade de fibras do sistema elastico (marrom). Anticorpo anti-elastina
x400.

A quantificacdo das fibras musculares ndo mostrou alteracdo estatisticamente significante
na densidade volumétrica quando comparamos 0 paciente tabagista ao controle. (p=0,42).
Quando comparadas as densidades do sistema vascular entre os grupos, observamos um
decréscimo de 7,57% nos pacientes tabagistas, no entanto sem significancia estatistica
(P=0,16) (Tabela 1; Figura 10; Grafico 2; Gréfico 3).
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Tabela 1 - Anélise estereoldgica das Fibras do musculo liso e densidade vascular do prepucio
peniano em pacientes fumantes e o grupo controle.

Musculo liso % Densidade Vascular %
Controle Fumante Controle Fumante
Média 12.46 13.0 10.17 9.44
DP 1.88 1.00 1.22 0.97
Valor de p 0,4297 0,1623

Tricrdmico de Masson x200. B) Paciente ndo fumante de 26 anos. Tricrdmico de Masson x200.
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A analise qualitativa feita através do método de coloracédo pelo Vermelho de Picrosirius e
observada sob luz polarizada, mostrou a existéncia de uma diversidade de tipos de colageno no

tecido prepucial, caracterizado pela presenca de coloragdes variando do vermelho e alaranjado ao

verde, sem diferencas entre os dois grupos (Figura 11).

Figura 11: Colageno A) Vermelho de Picrossirius sob luz polarizada x200, em paciente tabagista
de 28 anos. B) Paciente ndo fumante de 30 anos. Vermelho de Picrossirius sob luz polarizada
x200.

A concentracdo total do colageno quantificada por analise bioquimica do realizada pelo
método de hidroxiprolina no grupo controle foi de 69.2ug/mg + 5.9ug/mg. Nas amostras de
tecido prepucial em pacientes tabagistas foi de 73.1ug/mg + 8.0ug/mg. A analise das amostras

ndo demonstrou variacgao significativa estatisticamente (p=0.23) (Tabela 2)



37

Tabela 2 - Andlise bioquimica do colageno total do prepucio peniano em pacientes fumantes e o
grupo controle.

Colageno total %

Controle Fumante
Média 69.19 73.08
DP 59 8.0

Valor de p 0,2333
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5 DISCUSSAO

A postectomia vem sendo utilizada desde a antiguidade como um dos mais antigos
procedimentos cirurgicos. Desenhos em cavernas revelam rituais do procedimento da idade

paleolitica e em tumbas notam-se rituais datados do ano 2.400 a.C.

“Este procedimento comecou a ser questionado em meados do século XX. Preocupados
com a alta taxa de circuncisdo neonatal mundial, estudos britanicos avaliaram custos e beneficios,
desencorajando a necessidade do procedimento” (ALANIS E LUCINDI, 2004)

“Gairdner (1949), publicou a “Histéria Natural do Prepucio”, demonstrando que a
exposicdo da glande ocorre em torno dos cinco anos, na grande maioria dos meninos. A partir
desta publicacdo, pode-se observar uma reducdo paulatina nas taxas de circuncisdo na Europa”
(ALANIS E LUCINDI, 2004, GAIRDNER, 1949).

A Academia Americana de Pediatria e o Colégio Australiano de Pediatria, em 1989, revisaram sua posic¢ao de
anos anteriores, que defendia a circunciséo. Publicaram um manual em que demonstraram a inexisténcia de
indicacdo médica para tal procedimento cirdrgico de rotina. Diz, ainda, que se trata de um procedimento com
vantagens e beneficios médicos comprovados, mas que também possui desvantagens e riscos. (ALANIS E
LUCINDI, 2004; LANNON C.M. et al, 1999)

Além do ponto de vista ético e moral de um procedimento que alguns autores afirmam ser um procedimento
que infringe os direitos humanos, existem inimeras complica¢des que podem ser observadas, como necrose
de glande, necrose de pele peniana, estenose de meato uretral, hemorragias e infec¢des, desmitificando o tabu
que este é um procedimento livre de riscos. (ALANIS E LUCINDI, 2004; LANNON C.M. et al, 1999)

“Vale lembrar que criancas com deformidades penianas, tais como hipospadias, chordee
sem hipospadia, micropénis, grande hidrocele ou hérnia ndo devem ser submetidas a postectomia

antes destas condicGes serem adequadamente corrigidas” (ELDER J. S, 1997)

Hoje em dia, com novas e avangadas técnicas cirdrgicas, utiliza-se 0 prepucio para a
reconstrucdo de estenoses complexas da uretra peniana, facilitando seu tratamento e aumentando
indices de cura em tdo delicada patologia; 0 que ndo ocorreria em caso de prévia circuncisao

neonatal.

Baseado nos argumentos acima citados, a realizacdo do procedimento cirdrgico passou a

ser discutida com os pais apds esclarecimentos sobre os possiveis beneficios, assim como as
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complicagBes inerentes ao ato cirdrgico e o possivel uso do material prepucial em futuras

cirurgias reconstrutoras, respeitando-se os fatores sociais, culturais e religiosos.

O excesso de prepucio pode ser classificado em diversos graus, mostrando diferentes
apresentacdes clinicas, tais como, fimose cerrada, cisto de esmegma, balanite xerotica obliterante,
parafimose, obstrucéo distal ao fluxo urinario, infec¢do urinaria, devido a retengdo de urina ao
redor da glande, fimose cicatricial e até mesmo um grande excesso prepucial sem alteragdes

clinicas.

Devido a esta grande variedade de apresentacdes, fez-se necessario padronizar a
classificacdo da fimose, com o intuito de interpretar os achados clinicos e melhor classificar 0s
pacientes deste estudo.

Diversas classificacdes relatadas na literatura utilizam tanto a retracdo quanto a aparéncia

do prepucio, incluindo a presenca ou nao do anel fimatico.

Gairdner (1949) foi o primeiro a classificar casos de fimose de acordo com a retragéo do
prepucio, enfatizando a presenca de anel fimdtico, em quatro tipos. Tipo |, quando o prepucio
encontra-se em excesso e o orificio prepucial diminuido, até o Tipo VI, quando o prepucio se

apresenta redundante ou exuberante, sem qualquer area de constricao.

Kikiros at al, (1993), observaram a necessidade de uma classificagdo mais detalhada,
instituindo um novo escore que varia de 0 a 5 quando se analisa a retragéo, e de 0 a 3 quando se
avalia a aparéncia do prepucio. Desta forma se obtém um diagnostico preciso, no entanto nesta

classificacdo, a retratibilidade gera duvida entre o grau 3 e 4.

Outras classificagbes como a Marzaro at al, (1997), Braz (1998), Kaiss at al, (2001),

surgiram na tentativa, sem sucesso, de melhor detalhar os tipos de apresentacdo da fimose.

Também Kayaba at al, (2001), classificaram a fimose em quatro tipos, de acordo com
retracdo do prepucio, variando de nenhuma retracdo prepucial, até facil exposi¢do de toda glande,

valorizando a presenca do anel prepucial.

Diante destas multiplas classificacdes, fez se necessario decidir qual a mais adequada a
ser utilizada neste trabalho, enfocando todos os aspectos importantes como a retracdo e a

aparéncia do prepucio.



40

O autor acredita que talvez a classificacdo mais adequada seja uma mescla das
classificagOes de Kayaba at al, (2001) e a Kikiros at al, (1993) facilitando assim a padronizagéo

dos pacientes, melhor detalhando tanto o diagnostico clinico, quando exame fisico peniano.

No entanto, optou-se pelo enquadramento dos pacientes na classificacdo de Kayaba,
sendo o0s pacientes com prepucio tipo C e D aqueles incluidos no estudo, o que supriu
perfeitamente as necessidades do presente estudo (KAYABA et al, 2001) (Figura 6).

Sabendo que esta é uma classificacdo utilizada em pacientes de menor idade, o autor
extrapolou os limites de idade na intencdo de uniformizar os pacientes, por tanto foi utilizado esta

classificacdo para identificar o grau de retracdo prepucial o que néo prejudica o presente estudo.

Considera-se a reconstrucdo de estenoses uretrais um dos mais antigos problemas da

cirurgia reconstrutora, que representa um grande desafio aos cirurgides (ANGERMEIER, 1994).

“Existem, pois, diversas técnicas para o tratamento das estenoses uretrais, variando desde
uretrotomia interna, resseccdo da estenose com anastomose término-terminal e técnicas de
substituicdo com enxertos ou retalhos” (WEIN, et al, 2007). “A técnica com uso de retalho
peniano distal foi descrita por Quartey (1983), e tem sido utilizada desde entdo com bons e
duraveis resultados, nas Ultimas trés décadas” (OLAJIDE, 2010; WEIN, et al, 2007).

A pele peniana distal, também conhecida como prepucio, possui caracteristicas que a tornam um excelente
retalho para sua utilizacdo nas reconstrugdes uretrais. O fato de ndo possuir pélos e possuir elasticidade,
podendo atingir grandes dimensdes sdo importantes fatores. A garantia de um bom pediculo de tanica Dartos,
ricamente vascularizado por vasos superficiais da artéria pudenda externa, musculo liso e tecido aoreolar,
podendo alcancar desde o meato uretral externo até a uretra prostatica e ser facilmente manipulado por

cirurgides urologistas, corroboram para que este seja o retalho mais utilizado neste meio (OLAJIDE, 2010).

O uso do prepucio possui um papel muito importante no manejo das estenoses de uretra e
também na correcdo das hipospadias. Este pode ser utilizado de diferentes formas, retirado de
diferentes porcdes e angulos, além da versatilidade de poder ser implantado tanto na porcéao

ventral como dorsal da uretra, sempre de acordo com a escolha e técnica do cirurgido.

“Diferentes tecnicas cirurgicas surgiram desde que Quartey e Duckett descreveram 0 uso
do flap pediculado transverso retirado da face dorsal do prepucio. Nesta técnica a ilha de
prepucio, sustentada pela dartos é rodada ventralmente para alcancar o sitio do defeito uretral”
(MUNGADI, 2006).
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“Recentemente autores descrevem o uso de flap pediculado proveniente da porgéo ventral
peniana, podendo ser colhido de diferentes maneiras como; ventral transverso, ventral obliquo e
ventro-lateral, tendo bons e comparaveis resultados” (MUNGADI, 2006; CAVALCANTI, 2003).

O suprimento sanguineo para 0 prepucio surge da artéria pudenda externa inferior.
Existem quatro ramos desta artéria, dois entram na fascia superficial dorso-lateralmente (laterais
superiores) e dois entram ventro-lateralmente (laterais inferiores) na regido peniana, portanto o
suprimento sangineo tanto da porcdo dorsal quanto da porcdo ventral do preplcio nos parece

similar, o que ndo diferenciaria o resultado entre as técnicas citadas.

Avaliando os tecidos das regides ventral e dorsal do prepucio por meios histologicos,
verificou-se que sdo tecidos analogos, sem dissemelhancas entre densidade vascular (p=0,27),

mausculo liso (p=0,46) e fibras do sistema elastico (p=0,32).

Diante desta afirmativa podemos considerar que ao se tratar de fatores histoldgicos da
matriz extra celular, musculatura lisa e densidade vascular, ndo ha desconformidade entre os
tecidos, podendo o cirurgido optar entre diferentes técnicas cirurgicas sem aumento da morbidade

do procedimento.

Mesmo sendo, 0 prepucio, uma das melhores opcBes para a reconstrucdo uretral, ainda

hoje nos deparamos com alarmantes indices de deiscéncia de sutura e fistulas.

“Num estudo de Whitson e McAninch (2008), foi especulado que os fumantes
possivelmente apresentam piores resultados apOs reconstrucdo uretral com a utilizacdo do
preplcio, contudo, nenhuma evidencia estrutural do tecido foi reportado até esta data”
(WHITSON et al, 2008).

Inimeros autores tém descrito os efeitos deletérios do tabaco no processo de cicatrizagdo. Num estudo
observacional prospectivo de 7.224 cirurgias plasticas, foi observado que os tabagistas apresentam
significativamente maior distor¢cdo do contorno da cicatriz 0 que prova severas alteragdes no processo

cicatricial, causadas por possiveis alteragdes estruturais da pele. (DIXON, 2009)

“Tabagistas vivenciam maiores indices de necrose em reconstru¢cdo de mama com flap
pediculado, autores descrevem que 0s riscos podem aumentar em até 4.9 vezes” (PADUBIRI et
al, 2001). Réus (1992) em um estudo com pacientes submetidos a cirurgia plastica com retalhos
de pele, observou que tabagistas possuem aumento significante (p=0,03) de isquemia das bordas
do tecido utilizado.
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“Em estudo empirico e experimental, foram evidenciados abundantes efeitos deletérios
relativos ao tabagismo relacionado com flap de pele. Os efeitos do tabagismo sdo duradouros,
mantendo altos riscos de necrose do tecido, mesmo interrompendo o habito dois meses antes da
cirurgia” (MANCHIO et al, 2009).

O autor fora incitado a investigar a matriz extracelular, musculatura lisa e a densidade
vascular no prepucio de pacientes fumantes, com o intuito de possivelmente melhor elucidar as

causas que levam a estas complicacfes pos-operatorias.

No estudo ndo houve diferenca estatistica quanto a densidade vascular (p=0.27), entre

fumantes e o grupo controle.

Diversos autores descrevem que 0 suprimento sanguineo do tecido no sitio da reconstrucdo esta habitualmente
reduzido causado pelo componente mais ativo do tabaco, a nicotina. Este componente sabidamente provoca
uma vasoconstri¢do, provavelmente momentanea e concomitante ao uso do tabaco, que reduz drasticamente o
fluxo sangliineo prejudicando a cicatrizacdo de feridas e reduzindo a quantidade de oxigénio que chega aos
tecidos. (REUS, 1992)

Para acessar 0s possiveis efeitos prejudiciais do cigarro nas fungdes vasculares da pele do
preplcio, todos os limens vasculares foram contados separadamente. A impossibilidade da
diferenciacdo da micro vascularizacdo foi uma limitacdo no presente estudo, pois tornou-se
impraticavel a deteccdo de alteragbes na micro vascularizacdo, possivelmente devido ao método
utilizado. A medida do didmetro dos vasos sanguineos poderia servir como outro parametro,

entretanto, estas medidas teriam sofrido 0 mesmo problema de visibilidade dimensional parcial.

“Estudos descrevem que a sintese do colageno no subcutdneo em tabagistas esta
especificamente impedida, indicando uma deficiéncia no processo de cicatrizacdo” (GALTAZ et
al, 2006). De acordo com o autor, sob a influéncia da nicotina, existe uma diminui¢do da

expressao do RNA do colageno tipo 1.

N&o ha um consenso, no entanto, no que se diz respeito ao fato de que, sob influéncia da

nicotina, realmente ha uma reducéo na sintese de colageno.

Outrossim, Machado (2007), num estudo com coelhos submetidos a doses de nicotina,
ndo observou reducBes na densidade de coldgeno em cicatrizes da bexiga apds o processo de

cicatrizagdo.
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Os resultados da concentragdo total do colageno, apresentados no presente estudo, obtidos
através de andlises bioquimicas, apesar de mostrarem um aumento na concentracdo do coléageno

total em pacientes fumantes, ndo apresentaram significancia estatistica.

Anormalidades nas fibras do sistema elastico foram propostas por Francés (1991), que por
sua vez descreveu que as fibras do sistema eléstico, da pele ndo exposta ao sol, encontram-se
aumentadas em seu numero, calibre e apresentam-se mais fragmentadas nos fumantes do que em
ndo fumantes. Estas alteracdes encontradas nas fibras do sistema elastico estdo em confluéncia
daquelas ja vistas, causadas pelo dano solar, com excecdo que a derme papilar permaneceu
inalterada. De acordo com os autores a localizacdo do dano causado pelo uso do tabaco, pode
estar relacionada a distribuicéo vascular de substancias toxicas do cigarro.

Body (1999), comparando a pele exposta ao sol, das bochechas e da regido frontal de 17

fumantes e 14 ndo fumantes reportou um aumento da elastose em fumantes.

Recentemente Just (2007), apontou que o tabagismo é um fator independente de aumento
das fibras do sistema eléstico na derme ndo exposta ao sol, concluindo que esta afirmacgdo deve-

se a seus dois principais componentes estruturais, a elastina e seu componente microfibrilar.

Assim como o declarado pelos autores supracitados, com base nos achados desta
pesquisa, foi observado um aumento de 42,4% das fibras do sistema elastico do prepucio quando
comparadas ao grupo controle.

Estes dados nos permitem supor, que 0 aumento nos indices de necrose do prepucio
quando utilizado em retalhos fasciocutaneos pediculados nas correcGes de estenoses de uretra
peniana, provavelmente ocorrem devido a profundas alteracGes estruturais, como as descritas

acima neste estudo.

Chamou a atencdo no presente estudo, o fato da matriz extracelular estar alterada, para tal,
0 autor adverte que o uso de retalhos fasciocutaneos pediculados de prepucio devem ser
realizados com cautela em fumantes. Estes devem ser fortemente encorajados a parar de fumar

antes da cirurgia, sendo alertados dos efeitos deletérios do cigarro em relagéo a cirurgia.

Os efeitos adversos do tabagismo na funcdo da pele prepucial, poderia ser usado na
educacdo em saude, desencorajando as pessoas comecarem a fumar e incentivando fumantes

atuais a pararem.
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6 CONCLUSAO

O prepucio de pacientes fumantes apresentou um aumento significativo das fibras do
sistema eldstico. Nenhuma outra alteracdo estrutural significativa foi encontrada em nosso
estudo. Essas alteragcdes no prepdcio de fumantes poderiam explicar o maior indice de falha no

uso de retalhos em pacientes tabagistas.
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Introduction

Male urethral reconstruction is one of the oldest problems in reconstructive surgery that
always brought a great challenge to urologists'. The urethral stricture is a fibrotic process
resulting in a low compliance scarred tissue, decreasing the caliber of the urethral lumen.
Depending on the degree of the stenosis, the urethral stricture has variable impact on the patient’s
micturition?.

There are wide spectrums of different pathologies that can cause reduction of the urethral
caliber, like idiopathic, lichen sclerosus, hypospadias, trauma, infections and more recently
iatrogenic related injuries to urological procedures®*. The surgical techniques described to
urethral stenosis correction, during the last decade have been remarkable changes. Since we have
several options, we know that any one is completely secure and free of complications.
Anastomotic urethroplasty with excision of scar tissue is associated with better long-terms
results®. When this procedure is impossible due to the large extension of the lesion, we can
choose tissue transference techniques, like penile fascio-cutaneous flaps or grafts (buccal mucosa
or genital skin)®.

Wessels’ in a meta-analysis studied the use of graft versus free flap and found that there
are no differences in the procedures for the treatment of bulbar strictures, but when dealing with
long length lesions of the penile urethra, or those who own a layer too compromised, the
transverse distal penile island flap is the main form of treatment, established with a long follow-
up. Transverse distal penile island flap has been used for one-stage urethral reconstruction and
has led to good functional and cosmetic results. The penile skin associated with dartos tunica, is
well-vascularized by superficial external pudendal vessels; it is hairless and the pedicle can reach
anywhere from the external meatus to the prostatic urethra for reconstruction as a patch or tube™.

It has been speculated in two reliable articles, one studying the long term efficacy of distal
penile circular fasciocutaneous flaps and other a multivariate analysis of risk factors for long-
term urethroplasty, that smokers might experience worse results after urethral reconstruction,
nevertheless, no structural evidence has been reported to date®®.

The aim of the present study was to perform a stereological and biochemical analysis of

the foreskin in smoker patients.
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Materials and Methods

The present work received institutional review committee and parent approval. This work
was carried out in accordance to the ethical standards of the responsible institutional committee
on human experimentation.

Foreskin samples were obtained from 20 young adults; ranging in age from 23 to 36 years
(mean=27.2years-old); submitted to circumcision from July 2008 to July 2010. All patients
presented true phimosis with foreskin stenosis and attended the urology ambulatory care to be
submitted to circumcision. All 20 patients presented total impossibility of foreskin retraction.
The exclusion criteria were patients with clinical suspicion of balanitis xerotica obliterans.

After surgery, dorsal and ventral regions of the foreskin were carefully demarcated with
mononylon suture. Of the patients analyzed, one group (n=10) had a previous history of chronic
smoking (3 to 13 packs/year, mean = 5.8 £ 3.2) i.e., one pack per day for 3 to 13 years. This sets
that in the study are included light and moderate smokers, on a scale passing through casual,
light, moderate, heavy and chain smokers. The control group was composed of 10 non-smoker
patients, those patients never smoked and do not live together with a smoker.

Foreskin tissue samples was separated and fixed in 10% buffered formalin, and routinely
processed for paraffin embedding, and 5um thick sections were obtained at 200pum-intervals.
Smooth muscle, connective tissue, elastic system fibers and collagen were studied by
histochemical, immunohistochemical and biochemical methods.

Sections were stained with haematoxylin-eosin to assess the integrity of the tissue. We
performed the following staining: Masson’s trichrome, in order to quantify connective tissue and
smooth muscle; Weigert Resorcin Fucsin with previous oxidation in order to observe elastic
system fibers; and Picro-Sirius Red with polarization for observation of different collagen types.
Connective tissue, smooth muscle and elastic system fibers were quantified by a stereological
method?.

From each foreskin fragment, ten different sections were selected. Five from ventral area
end five from dorsal area, and five fields of each section were selected. All selected fields were
photographed and the images were captured with Olympus BX51 microscopy and Olympus
DP70 camera. Images were transferred to Image Pro software. The fibers were quantified using

software Image J in order to determine the volumetric density (\Vv) of each component.
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The immunohistochemistry analysis of the elastic fibers used the anti-elastin method with
positive and negative controls (ABCAM). The slides were previously treated with poly-L-lysine
for better adherence of the sections.

For the biochemical analysis of the collagen, tissue samples were fixed in acetone. The
concentration of total collagen in the foreskin was determined by a colorimetric hydroxyproline
assay. Thus, 5 to 14 mg of dry, defatted bladder tissue was hydrolyzed in 6N HCI for 18 hours at
118°C, as previously described™®. The assay was then carried out in the neutralized hydrolysates
using a chloramine T method™. Results were expressed as micrograms of hydroxyproline per
milligram of dry, defatted tissue.

Means were statistically compared using the Unpaired T test (p<0.05) with Graph Pad

Prism software.
Results

The foreskin tissue was analyzed in two different regions, the ventral area and dorsal area.
We did not found any statistical difference between the ventral and dorsal areas. In non-smokers
the elastic fibers (p=0.32), vascular density (p=0.27) and smooth muscle (p=0.46) did not show
statistical difference between ventral and dorsal areas. With this statistical information, the
authors chose not to maintain the differentiation between the dorsal and ventral area during the
progress of the study.

The elastic system fibers in the foreskin of smoker patients increased in 42.5% when
compared to the control group (32 = 6.3 vs. 45.6 + 10.1, respectively; p = 0.002) (Figure 1). In
contrast, the smooth muscle fibers (p=0.42) and the vascular density (p=0.16) did not show any
significant variation between smokers and controls (Table 1).

The qualitative analysis using Picrosirius red stain with polarized light evidenced the
presence of type | and Il collagen in the foreskin, without significant difference in its basic
characteristics in both groups (Figure 2). The total collagen concentration did not differ
significantly between smokers and controls (73.1ug/mg £ 8.0pg/mg vs. 69.2ug/mg £ 5.9ug/mg,
respectively, p=0.23).
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Discussion

Despite the development of urethral surgical techniques during the last decades, few
studies on the structural arrangement of tissues used to correct this pathology are described. Until
now no study was relate to try to understand how smokes affect the structure of the prepuce,
employed to manage the urethral stricture disease when used distal penile circular
fasciocutaneous flaps.

Whitson and McAninch®® describes that smokers experience worst results on tissue
transference urethroplasty, and Santucci®? express that the total impact of transverse distal penile
island flap on the patient is still unknown, consequently further studies of postoperative
complications are imperative. Harvesting the ventral based vascular dartos pedicle for urethral
coverage from either, close to the skin at ventral side, and close to the penile corpus at dorsal side
are feasible techniques, with comparable success rates between techniques, in terms of
complication rates and cosmetic appearance, the authors agree with this affirmation in view of the
fact that on this study we found no structural differences in extracellular matrix between dorsal
and ventral prepuce skin in smokers and non-smokers®.

Several authors have published the deleterious effects of smoking on healing. In a
prospective observational study of 7224 plastic procedures, was observed that the smokers show
significantly more scar contour distortion that proves that there are severe alterations in the
wound healing caused by smoking, maybe caused by structural alterations in the skin'*. Smokers
experiences significantly more frequent flap necrosis in breast reconstruction, regardless of the
type of reconstruction, this risk can be increased until 4.9 times'*°. Reus'’ studying patients with
free skin grafts observed that smokers had significant ischemia (p=0.03) at the graft edges.

In this study we do not found any statistically differences in vascular density (p=0.27)
among the smokers and control group. Many authors describes that the blood supply to the tissue
at the reconstruction site is customary reduced by the most active component in tobacco, nicotine,

is known to cause vasoconstriction!’8

reducing the blood flow that impairs wound healing and
reduces oxygen delivery to the tissues. To assess the possible effects of smoking on the vascular
functions in skin, all separate vascular lumens of dermis were counted within five separate fields;
the impossibility to differentiate microvasculature was a limitation on the study, maybe this

turned impracticable detected alterations in vascular density of foreskin. Another possibility
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would have been to measure the diameters of blood vessels, but the measurements would have
suffered from the same problem of dimensionally partial visibility

Studies describes that the synthesis of subcutaneous collagen in smokers is specifically
impeded, indicating an impaired wound-healing process™. According to Galatz'® under the
influence of nicotine, there would be a lower RNA expression for type | collagen and Dabbous®
found a higher concentration of collagenases. Nevertheless, there is no consensus concerning the
fact that under the influence of nicotine there is a reduction in collagen synthesis. Furthermore,
Machado?, studying the healing of rabbit bladders, found no changes to collagen density in the
scars. In this study we found a reduced concentration of collagen in biochemical analysis of the
foreskin in smokers, however with no statistical significance.

Abnormalities in elastic fibers of smokers were reported by Francés®® that found the
elastic fibers in the skin of smokers to be more numerous, wider and more fragmented than those
in the skin of non-smokers. The changes observed in elastic fibers look like those seen in solar
damage, which affects the entire dermis, except that the papillary dermis in smokers stay
unaffected. According to the authors, the localization of elastic damage caused by smoking may
be related to the vascular distribution of the toxic substances of cigarette smoke. Boyd®
compared the skin of 17 smokers and 14 non-smokers and reported increased elastosis in 30 the
sun-exposed skin of the forehead and cheeks in smokers compared to non-smokers. More
recently Ferrandiz?* described that smoking is an independent risk factor for the increase of
elastic fibers of the dermis of nonsun-exposed skin, and it acts on their two main structural
components, elastin and microfibrillar component.

As the same declared by those cited authors, our study found an increased in 42.5% of
elastic fibers of smoker’s foreskin when compared to the control group. Penile circular
fasciocutaneous flaps necrosis is significantly more frequent in smokers, probably due foreskin
structural alterations reasons, described above in the article. The authors warn that urethral
reconstruction surgery using penile circular fasciocutaneous flaps should be done with caution in
smokers and those should be strongly urged to stop smoking before their surgery. The adverse
effects of smoking on the appearance and function of skin could be used in health education, to

discourage people from starting to smoke and to encourage current smokers to quit.
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Conclusion

tissue.

Smoking is associated with a significant increase of elastic system fibers in foreskin

These results could possibly explain the high failure rate of penile urethroplasty in

smokers by using foreskin flaps.
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ANEXO A - Comissao de ética

Este estudo foi submetido e aprovado pelo comité de ética do Universidade do estado do Rio de

Janeiro — CEP e CONEP, através da ficha nUmero 278696, e seguiu as recomendac6es sugeridas
pelo Comité Brasileiro em Experimentacdo em Humanos.

w
;"tg""g UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO =
H uighs ’ HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO c
¥ rsmen ® COMITE DE ETICA EM PESOUISA

Rio de Janeiro, 23 de Novembro de 2010

Do: Comité de Etica em Pesquisa
Prof.: Wille Oigman
Para: Aut. Jodo Pedro Gaio Meirelles Rosado — Orient. Prof. Francisco José B. Sampaio

Registro CEP/HUPE: 2461/2010 (este nimero devera ser citado nas correspondéncias referentes ao projeto)

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto, apos avaliagao,
considerou o projeto, “ANALISE ESTEREOLOGICA E MORFOLOGICA DO TECIDO PENIANO
UTILIZADO NA CONFECCAO DE RETALHOS FASCIO-CUT[\NEOS PARA URETROPLASTIA"
aprovado, encontrando-se este dentro dos padroes éticos da pesquisa em Seres humanos,
conforme Resolugdo n.°9196 sobre pesquisa envolvendo seres humanos de 10 de outubro de 1996,
do Conselho Nacional de Saide, bem como o termo de consentimento livre e esclarecido.

O pesquisador devera informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido no
decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica solicita a V. S2., que ao término da pesquisa encaminhe a esta comissao
um sumdrio dos resultados do projeto.

Prof. Wille Oigman
Presidente do Comité de Etica em Pegqlisa

COMITE DE ETICAEM
HUPE/UE

CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, 77 TERREO - VILA ISABEL - CEP 20551-030
TEL: 21 2587-6353 — FAX: 21 2264-0853 - E-mail: cep-hupe@uerj.br
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ANEXO B - Termo de consentimento informado

O Sr. vai ser submetido a uma cirurgia para o tratamento de prepucio exuberante (fimose) que é
uma patologia cirurgica. Normalmente, durante a cirurgia, retira-se um fragmento que depois é
desprezado ou enviado para o servi¢o de Anatomia Patoldgica, para inclusdo em estudos de rotina
e arquivamento.
Fazemos parte de uma equipe de pesquisa cientifica e estamos realizamos estudos sobre os
problemas decorrentes de patologias uroldgicas. Gostariamos de solicitar ao Sr. que tenha a
gentileza de nos autorizar a estudar um fragmento do material doente que sera extraido durante a
cirurgia a qual o Sr. serd submetido.
Esta extracdo seréa feita durante a cirurgia e ndo implicard em aumento do tempo de cirurgia nem
alterara os resultados operatorios.
Seré respeitado o segredo médico e sua identidade nao sera revelada.
O grupo de médicos e professores que estdo fazendo parte deste trabalho estdo a sua disposicao
no Servico de Urologia deste hospital e na Pds Graduacdo em Fisiopatologia e Ciéncias
Cirurgicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro- Departamento de Anatomia do Hospital
Universitario Pedro Ernesto, Av 28 de Setembro, nimero 77, fundos. Telefone 2587-6499. Sendo
0 pesquisador responsavel o Dr. Jodo Pedro Gaio Meireles Rosado, Telefone 78322092.

Os dados e resultados finais serdo utilizados somente para esta pesquisa.

Caso o senhor ndo queira participar do estudo, isto ndo afetara o seu tratamento.
Eu, ,

(nome completo)

portador da identidade , declaro estar ciente do que foi exposto
acima e autorizo a utilizacdo, para fins cientificos, da peca que seré extraida durante a cirurgia a
qual serei submetido.
Paciente:
Testemunha:
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ANEXO C - Carta de submissao

Elsevier Editorial System(tm) for Urology

Manuscript Draft

Manuscript Number:

Title: STRUCTURAL ALTERATIONS OF FORESKIN CAUSED BY CHRONIC SMOKING
MAY EXPLAIN HIGH

LEVELS OF URETHRAL RECONSTRUCTION FAILURE USING FORESKIN FLAPS
Article Type: Reconstructive Urology

Section/Category: Adult

Keywords: foreskin, smoking, urethral reconstruction, histology

Corresponding Author: Dr. luciano alves favorito, PhD

Corresponding Author's Institution: State University from rio de janeiro

First Author: Jodo Pedro Rosado, MD

Order of Authors: Jodo Pedro Rosado, MD; luciano alves favorito, PhD; andré g cavalcanti, MD;
Waldemar S Costa, PhD; Luiz Eduardo M Cardoso, MD; Francisco J Sampaio, MD

Biomedical Center — Urogenital Research Unit

November 08, 2010

To the Editor - UROLOGY

Dear Editor.

Attached is a copy of our original article “STRUCTURAL ALTERATIONS OF FORESKIN
CAUSED BY CHRONIC SMOKING MAY EXPLAIN HIGH LEVELS OF URETHRAL
RECONSTRUCTION FAILURE USING FORESKIN FLAPS” which is being submitted for
possible consideration of publication in UROLOGY.

As authors, we wrote the material submitted herein. We have read and approved the final
manuscript and have no substantial direct or indirect financial support in conjunction with this
publication. We further add that no portion of the manuscript has been previously published
elsewhere. In consideration of the Editors of UROLOGY taking action in reviewing and editing

this submission, the authors undersigned hereby transfer, assign or otherwise convey all
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copyright ownership to the UROLOGY, in the event that such work is publish in that journal. |
have read and comply with the requirements set forth in Information for Authors.

Sincerely,

Joéo P. Rosado, MD Waldemar S. Costa, PhD

Luiz E.M. Cardoso,PhD André. G. Cavalcanti, MD

Francisco Sampaio, MD Luciano A. Favorito, MD. PhD
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