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Resumen

Introduccién: El hipospadias es una de las malformaciones congénitas mds frecuentes 30 a
39.7/10,000 nacidos vivos. La uretroplastia para la correccién de hipospadias, continta representan-
do un reto. Las complicaciones postoperatorias (estendsis, diverticulo y/o fistula) son frecuentes, in-
dependientemente de la técnica quirtrgica utilizada, siendo la fistula uretrocutdnea la mds frecuente.

Planteamiento del problema: El uso de epidermis cultivada potencialmente puede disminuir la
incidencia de complicaciones postoperatorias en la uretroplastia.

Objetivo: Demostrar que el uso de epidermis cultivada disminuye el nimero de complicaciones
postoperatorias en la uretroplastia en perros.
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Material y Métodos: Estudio experimental, comparativo en 20 perros. Grupo control con uretro-
plastia con técnica de Snodgrass (A, n=10) y grupo experimental (B, n=10) uretroplastia y colocacién
de parche de tejido de epidermis cultivada. Se compararon las siguientes variables: inflamacién, fibro-
sis, epitelizacién y complicaciones.

Resultados: En el grupo A se presentaron 3 fistulas (30%) y ninguna en el grupo B. La estendsis
se presentd solo en un perro (10%) del grupo A y no se presentaron diverticulos en ninguno de los
grupos. El total de complicaciones fue menor en el grupo B (p=0.0253). No se demostré diferencia
en cuanto al grado de inflamacién, fibrosis y epitelizacion (p>0.05).

Conclusiones: No se presentaron complicaciones postoperatorias con el uso del injerto de epider-
mis cultivada y su uso en esta técnica parece seguro en el grupo animal estudiado.

C Palabras clave: hipospadias, uretroplastia, epidermis cultivada, piel cultivada

Urethroplasty with frozen cultured sheets of human
epidermal keratinocytes
Experimental study in dogs
Abstract

Introduction: Hypospadias is one of the most common congenital malformations. (30 a
39.7/10,000 newborns). Urethroplasty for correction of hypospadias is still a challenge. No mat-
ter surgical technique, postoperatory complications (stenosis, diverticulum and fistula) are frequent.
Urethrocutaneous fistula is the most common.

Potentially, urethroplasty postoperatory complications could be lower using frozen epidermal
sheets.

Objetive: To show that frozen cultured sheets of human epidermal keratinocytes could decrease
urethroplasty postoperatory complications in an experimental dog model.

Material and Methods: Experimental, comparative study in 20 dogs. Control group: Snodgrass
urethroplasty technique (A, n=10) and experimental group (B, n= 10), urethroplasty with cover of
human epidermal keratinocytes. Variables were: inflammation, fibrosis, ephitelization and complica-
tions.

Results: There were 3 fistulas in group A (30%) and no one in group B. Stenosis was present in one
dog of group A (10%) and there were no diverticulum in both groups. Group B showed less number
of total complications (p=0.0253). We could not probe any difference in inflammation, fibrosis and
ephitelization (p>0.05).

Conclusions: There were no postoperatory complications with the use of frozen cultured sheets
of human epidermal keratinocytes; its use in urethroplasty technique seems to be safe in the studied
animal group.

Index words: hypospadias, urethroplasty, frozen cultured sheets, human epidermal keratinocytes.

Introduccién
del cuerpo del pene en su porcién ventral, en el

El hipospadias es una malformacién congé-
nita frecuente encontrada en aproximadamente
1 de cada 250 recién nacidos vivos o hasta 1 en
125 recién nacidos masculinos.'

En el hipospadias existe una alteracién en el
desarrollo normal de la uretra, piel y aspectos
ventrales del pene lo que conlleva a una serie
de anormalidades en el cual el meato urinario
puede encontrarse en cualquier sitio a lo largo
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escroto o hasta en el periné.?

Independientemente de la técnica quirtrgica
en la reparacién del hipospadias, los objetivos
de cualquiera de éstas son la reconstruccién de
un pene recto con un meato tan cerca Como sea
posible del sitio normal, asi como permitir un
chorro de orina recto y una relacién sexual nor-
mal con una imagen cénica, simétrica y estéti-
camente normal.’
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Figura 1. Técnica quirtrgica en el grupo A (Snodgrass modificado) y grupo experimental (B) con epidermis cultivada

La técnica de Snodgrass se desarroll$ por pri-
mera vez a principios de los 90’s, teniendo su
primera publicacion en 1994.

En ésta técnica los cambios mds importantes
son la incisién de la placa uretral con tubula-
rizacién y reparacién secundaria agregindosele
posteriormente una cubierta con dartos.

Después esta técnica se llevé a cabo de
manera multicéntrica,’ asi como para las hi-
pospadias proximales obteniendo resultados
satisfactorios.®!?

La incidencia de complicaciones varia con la
forma particular de reparacién. Dentro de las
complicaciones que se pueden presentar estin
la fistula uretrocutdnea, estendsis en el sitio de
unién de la uretra nativa y la neouretra, este-
nésis del meato, diverticulos, hemorragia, in-
feccién, colgajos cutdneos desvitalizados, cur-
vatura persistente del pene, entre otras, siendo
la fistula uretrocutdnea la complicacién mds
comun a largo plazo y su incidencia ha sido el
pardmetro para evaluar la efectividad de las téc-
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nicas quirtrgicas encontrdndose en un 10-15%
y es debida al fracaso de la cicatrizacién en al-
gtin punto a lo largo de la linea de sutura de la
nueva uretra.®!!

La estendsis del meato es causada por una
falla en el disefio y aplicacién de la técnica qui-
rirgica o por una pobre vascularizacién de la
uretroplastia o glanduloplastia.

La estendsis es el resultado de problemas
técnicos en el momento de la calibracién de la
uretra.’

El cierre quirtrgico secundario debe de
posponerse hasta la cicatrizacién completa
del tejido, lo cual requiere al menos de seis
meses. '

Una patologia que requiere uretroplastia es
el trauma de la uretra anterior, siendo la repara-
cién quirtrgica y las complicaciones muy simi-
lares a la uretroplastia por hipospadias.?

El aloinjerto de epidermis humana cultiva-
da in vitro es una cubierta biolégica formada
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Grafica 2. Grado de inflamacién en la técnica con-

Gafica 1. Presencia de complicaciones en la técnica

convencional modificada (grupo A) vs uso de injerto

cultivado (grupo B).

por 4-5 capas de queratinocitos que ayuda a la
piel a crecer més rdpido cuando se aplica sobre
una lesién por medio de la estimulacién de los
factores de crecimiento, libre de agentes paté-
genos infecciosos,'>'>'* cubierta y protegida por
una gasa vaselinada de 56 cm? (7.0 x 8.0 cm)
con registro sanitario ante la Secretaria de Salud
00054C2000.

En la literatura mundial se tienen reportes
del uso de otros tejidos bioldgicos para la repa-
racion de las hipospadias'>'® asi como de esta
misma técnica quirdrgica pero en diferentes
modelos experimentales.'”

En nuestro pais no hay reportes del uso de
este tejido bioldgico en uretroplastias.

vencional modificada (grupo A) vs. uso de injerto
cultivado (grupo B).

GrupoA Grupo B

| BLove @mModerada CEevera |

Se planteo en el presente trabajo comparar
en un modelo experimental de lesién uretral
(en perros) dos técnicas quirtrgicas: Snodgrass
vs. uso de epidermis cultivada.

Material y Métodos

Estudio experimental y comparativo en el
cual se emplearon 20 perros machos de raza
criolla, el tamano de la muestra se decidié de
acuerdo a la disponibilidad del modelo experi-
mental (perro) en el bioterio.

Los criterios de inclusién fueron perros ma-
chos, jovenes de 2-5 afos, con un peso entre
15-20 kg, clinicamente sanos y sin malforma-
ciones uroldgicas visibles.

Se llevé a cabo en el bioterio y quiréfano
experimental del Hospital Central Militar

Figura 2. En 2-A se observa la fibrosis asi como el aumento de coldgena en el grupo experimental (flecha

blanca), en 3-B se observa fibrosis leve en el grupo experimental, ambos con tincién de Masson a 40x.
La flecha negra indica el epitelio uretral.
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Figura 3. En 3-A se muestra la falta de epitelizacién en el 50% de la circunferencia de la uretra en un perro del grupo
A con tincién de hematoxilina eosina a 10x. En 4-B se observa un aspecto postoperatorio de un perro con epitelizaciéon

completa del grupo B con tincién de hematoxilina eosina 4x (B).

realizindose de enero a junio del 2008.

Las variables estudiadas fueron la presencia
o ausencia de fistulas, diverticulos, estendsis
y grado de Inflamacién periuretral, fibrosis y
epitelizacién.

La preparacién y cuidado de un modelo ex-
perimental (canino), se llev6 a cabo conforme a

la NOM-062-Z00-1999.'%1

Se realiz6 examen clinico, bafio ectopara-
siticida (coumaphos) a razén de 2ml por cada
15 L de agua para un perro de 20kg promedio,
se les dio tratamiento endoparasiticida con
prazicuantel, febantel y pamoato de pirantel
(340mg por cada 10kg de peso) y refuerzo va-
cunal que incluy6é vacuna multiple contra he-
patitis, leptospirosis, parvovirus, distemper, y
coronavirus y refuerzo antirrdbico

Se mantuvieron en cuarentena por 2 semanas
y fueron alimentados con croquetas (alimento
comercial) alojindose en jaulas individuales de
Im x 2m bajo techo, cuidados por el personal
de Veterinaria pertenecientes al Bioterio del
Hospital Central Militar.

Los xenoinjertos de epidermis humana cul-
tivada in vitro de marca comercial epifast © se
obtuvieron de la empresa BIOSKINCO.

Intervencién quirdrgica (reseccién uretral y
uretroplastia)

Se bané con shampoo medicado, rasurado
del drea a intervenir, tranquilizacién con pro-
pionil promazina 0.2mg/kg intramuscular, ca-
nalizacién, anestesia general con pentobarbital
sédico 20mg/kg intravenoso e Intubacién en-
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dotraqueal y aplicacién por via subcutdnea de
sulfato de atropina 0.02mg/kg.

Preparacion del 4rea (asepsia y antisepsia).
Se retrae el prepucio dejdndose completamente
denudado el pene, se realiza seccién de 2 cm de
longitud desde el meato urinario y corte ven-
tral y proximal del 30% de la circunferencia de
uretra.

Se dividieron en 2 grupos iguales: en el gru-
po A se realizé neouretra con técnica de Snod-
grass* modificada y en el grupo B (experimen-
tal) se llevd a cabo la reparacién con la misma
técnica quirdrgica y colocacién de xenoinjerto,
epidermis humana cultivada in vitro sin colo-
carse colgajo de dartos modificindose de ésta
manera la técnica original.

En ambos grupos la reparacion fue con vicryl
6-0 aguja no cortante y la fijacién del parche
fue con PDS II 6-0 dejando sonda urinaria 10
Fr por 1 semana, antibidtico terapéutico cefa-
droxilo a 20mg/kg y analgésico meglumina de
flumixin (0.3mg/kg/dia) cada 24 horas dosis

Gnica subcutdnea o intravenosa por 7 dfas.

En el postoperatorio inmediato (4 horas) se
manejaron liquidos de mantenimiento, control
de la temperatura con medios fisicos externos e
inicidndose la via oral al término de éste tiempo
y cuando las condiciones del animal fueron las
adecuadas.

El seguimiento del animal fue por 1 mes lle-
vdndose un registro de los resultados en las ho-
jas de recoleccién de datos.
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Valoraciéon de los resultados

Se llevé a cabo estudié macroscépico para
valorar presencia de fistula uretrocutdnea y la
estenosis al no poder pasar una sonda del mis-
mo calibre que la colocada en el transoperato-
rio, menor a 10Fr.

Se hizo uretrografia retrégrada con medio
de contraste radiogréfico no iénico (lopamiron
300) utilizando aparato marca Siemens polimo-
bil 2 para valorar la permeabilidad de la uretra
o diverticulos, en los que se presentd fistula ure-
trocutdnea no se realizé la misma.

Se tomaron dos muestras del sitio de la le-
sién del pene las cuales fueron procesadas con
la técnica histoldgica para bloques de parafina,
obteniéndose dos cortes de 3 micras de espe-
sor, uno de los cortes se tiné con la técnica de
hematoxilina y eosina y otro con la técnica de
Masson para valoracién especifica de la fibrosis.

Se observé con un microscopio 6ptico la re-
accion inflamatoria y la concentracién de cola-
gena (fibrosis) clasificdindolas en leve, moderada
y severa asi como el porcentaje de epitelizacion.

La inflamacién y la fibrosis se clasificaron
como leve, moderada y severa utilizando como
método estadistico la x2. El grado de epiteliza-
cién se midié por porcentaje y la prueba esta-
distica utilizada fue x2.

Resultados

Se operaron un total de 20 perros. 10 perros
en el grupo control (A) con técnica de Snod-
grass modificada y 10 en el grupo experimental
(B) con técnica de Snodgrass modificada mds
parche de epidermis cultivada humana.

No se eliminé a ningtn perro por problemas
ajenos a la investigacién (enfermedad sistémi-
ca, diarreica o respiratoria, o muerte) y no se
tuvieron incidentes en el transoperatorio.

El rango de estancia de la sonda urinaria fue

de 3 a 10 dias (promedio 6 dias)

En el grupo control (A) se presentaron fistu-
las en 3 (30%) y en ninguno del grupo experi-
mental (B). La estendsis se present6 solo en un
perro (10%) del grupo A y no se presentaron di-
verticulos en ninguno de los grupos. Al utilizar
la prueba de Chi cuadrada encontramos dife-
rencia significativa para el total de complicacio-
nes entre ambos grupos (p=0.0253). (Grifica
1)

Los resultados de la inflamacién periuretral
se muestran en la Gréfica 2. No hubo diferencia
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entre ambos grupos y predominando la infla-
macién leve. (p >0.05).

En el grupo A se presenté fibrosis leve en 7,
moderada en 3 y severa en ninguno y en el gru-
po B no se presentd fibrosis en 2 perros y leve
en 8, sin observar fibrosis moderada o severa.
(Figura 2).

En cuanto a la epitelizacién fue adecuada
en 8 perros (80%) en el grupo A vs. 9 perros
(90%) en el grupo B. No se encontré diferencia
significativa entre ambos grupos. (P = 0.5560,
95% CI: -22.51 a 12.51). (Figura 3)

. o
Discusion

La uretroplastia continta representando un
reto para el cirujano independientemente de su
etiologia (hipospadias o trauma)’

Existen multiples técnicas para la formacién
de una neouretra, incluyendo la técnica descrita

por Snodgrass, la cual ha ganado aceptacién en
la dltima década.*

Las complicaciones postoperatorias de la
uretroplastia (estendsis, diverticulo y/o fistula
de la neouretra) son multiples, independiente-
mente de la técnica quirtrgica utilizada siendo
la fistula uretrocutdnea el evento adverso mds
frecuente.?

En la literatura mundial son escasos los re-
portes que estudian el mecanismo de epiteliza-
cién en la uretroplastia.’

Dado el alto indice de complicaciones, se
han descrito numerosas modificaciones a las
técnicas tradicionales para la uretroplastia.

Hasta nuestro conocimiento no se han re-
portado estudios experimentales (tanto en ani-
males como en humanos) con el uso de epider-
mis cultivada en la uretroplastia.

Se utilizé en este estudio epidermis humana
cultivada in vitro (epifast ) como una tercera capa
a la uretroplastia realizada previamente en dos ca-
pas con la técnica de Snodgrass modificada.

En el grupo A (técnica convencional modifi-
cada) se presenté un mayor nimero de compli-
caciones, que aunque individualmente no mos-
traron diferencia estadistica, al considerarlas en
su totalidad si hubo diferencia y posiblemente
esto tenga aun mayor relevancia en la clinica.

Se presentaron fistulas en el 30% del grupo
A lo cual es compatible con lo escrito en la
literatura

En 10% del grupo A se presentd estendsis
del meato y ninguno del grupo B, cifra por de-
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bajo de los reportado en la literatura para las
uretroplastias debido posiblemente a la mayor
vascularidad de la uretra del perro en relacién
al humano."**

El estudio histopatolégico de ambos grupos
no mostré diferencia significativa en cuanto al
grado de inflamacién y epitelizacién, en cuanto
a la fibrosis esta se presentd tinicamente de ma-
nera leve en el grupo experimental.

Es interesante que en este estudio la respues-
ta inflamatoria fuera minima en ambos grupos,
a diferencia del estudio por Bleustein y colabo-
radores® en el cual estudiaron la histopatologia
en 5 perros a los cuales se les realizé la técnica
convencional de Snodgrass.

En mencionado estudio concluyeron que
la regeneracién en la uretroplastia fue por re-
epitelizacién en el dorso de la uretra con tejido
celular normal y en el sitio de la anastomdsis
por una reaccién desmopldstica e inflamatoria.

En el presente trabajo el uso de epidermis
humana cultivada in vitro (epifast °) mostré
una tendencia a menores complicaciones, pues
en los perros estudiados del grupo experimental
no encontramos fistulas, estendsis ni diverti-
culos, mostrando grados de epitelizacién com-
pletos, infamacidén leve sin mostrar reaccién de
fibrosis importante.

Dentro del armamentario terapéutico para
pacientes con hipospadias, se sugiere el uso de
epidermis con piel cultivada.

Acorde a los resultados de este estudio, en el
grupo experimental en el que se utilizé epider-
mis cultivada no se presentaron complicaciones.

Consideramos que este producto puede ser
utilizado en pacientes con hipospadias severa en
los cuales no se cuenta con suficiente piel para
cubrir el defecto o bien como una cubierta mds
para la uretroplastia tanto en hipospadias como
en lesiones uretrales de cualquier etiologia

Por otra parte creemos que pudiera tener uti-
lidad para prevenir las complicaciones posope-
ratorias mds comunes de la uretroplastia (fistula
uretrocutdnea, estendsis, diverticulos) o bien
para el manejo una vez que se presenten las
mismas.

Conclusiones

No se encontré diferencia estadistica entre el
grupo control y el experimental (xenoinjerto de
epidermis humana cultivada in vitro) en forma
individual en cuanto al didmetro uretral posto-
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peratorio, presencia de fistulas, diverticulos,
estendsis, inflamacién y espichdrtenos.

El grupo control presenté mds complicacio-
nes que el grupo experimental al considerar el
total de estas (fistulas mds estendsis).

No se presentaron complicaciones con el uso
del xenoinjerto epidermis humana cultivada in
vitro y su uso en esta técnica parece seguro en el
grupo animal estudiado.

Se recomienda continuar esta linea de inves-
tigacién para poder aplicar esta técnica con se-
guridad en nuestros pacientes.
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