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RESUMO

Este trabalho experimental tem como objetivo estudar histologicamente a
vascularizagdo testicular, depois da aposicdo cirurgica de um retalho intestinal (ceco)
ao testiculo de ratos Wistar, bem como as consequéncias do procedimento para a
gbnada.

Utilizou-se 53 ratos, adultos, machos, com idade entre 12 meses e 16 meses, da
linhagem Wistar e pesando entre 290g e 440g selecionados de uma populagédo de
ratos de laboratoério, aparentemente sadios e divididos em quatro grupos, Gl, GlI,
Glll e GIV. Os ratos, em jejum para solidos por 12h, foram anestesiados com
Cloridrato de cetamina (40mg/Kg) e Cloridrato de xilazina a 2% (1mL / Kg). Os pesos
foram aferidos 30 minutos antes dos procedimentos cirurgicos e 30 minutos antes da
eutanasia. Foram operados aleatoriamente ratos dos grupos (I, Il, e lll). Para o GIV
os ratos foram apenas separados, nas mesmas condi¢des, como grupo controle.
Apoés as intervengdes cirurgicas, todos os animais foram tratados com a mesma
alimentacao (racdo), iniciada apos a recuperagcdo anestésica, “ad libitum” e
colocados em ambientes com as mesmas caracteristicas. Foram excluidos sete
animais.

Grupo I: celiotomia, identificacdo do ceco, mobilizagdo do testiculo direito (TD), por
tracdo, para o abdome, sutura do retalho cecal ao testiculo e fechamento da
cavidade.

Grupo II: celiotomia, mobilizagdo, do TD para o abdome, fixagdo do testiculo ao
peritbnio e fechamento da cavidade.

Grupo lll: celiotomia e mobilizacdo do TD para o abdome por trés minutos,
reposicionamento na bolsa testicular e fechamento da cavidade.

Grupo IV: ndo foram operados.

A eutanasia foi feita 20 dias depois e os testiculos foram enviados para analise
histoldgica.

Realizou-se analise morfométrica (histometria) e classificagdo segundo escore de
lesdo (EL). Avaliou-se a vascularizagao testicular, comparando-se os grupos | e lll.
Compararam-se estatisticamente as médias dos pesos entre os grupos. Considerou-
se um p < 0,05.

Os didmetros dos TD no Gl foram iguais aos do Gll (TD menores) e diferentes dos
mesmos diametros de Glll e GIV. A média dos escores de lesdo nos TD foi de 5,83
pontos para o Gl, de 3,3 pontos para o Gll, ndo havendo diferenca significativa entre
esses. No entanto, foram diferentes de Glll e GIV (sem les&o). A vascularizagdo no
Gl teve média de 16,9 vasos por campo de grande aumento (400X) no TD. No Glll a
média foi de 0,96 no TD e 0,92 no TE, com diferencga significativa. O peso médio dos
ratos no Gl foi igual ao Gll e diferente de Glll e GIV.

Houve aumento significativo da vascularizagdo dos testiculos apostos aos retalhos
intestinais. As lesdes testiculares encontradas ndo puderam ser relacionadas a
presenca do retalho intestinal. A anestesia, a resposta ao trauma cirurgico, a
manipulacdo dos testiculos e a variagdo dos pesos nao provocaram lesdes ou
reducdo dos diametros testiculares.

Descritores: Criptorquia. Vascularizagao. Retalho intestinal. Ratos.



ABSTRACT

The aim of this experiment is to study, histologically, the testicular vascularization,
after apposition of an intestinal pedicle flap to the testicle of Wistar rats, as well as
the consequences of procedure for the gonads.

It was used 53 Wistar male rats with age varying between 12 and 16 months, and
weighing between 290g and 440g were selected into a laboratory rats population,
apparently healthy and divided into 4 groups, Gl, Gll, Glll and GIV. The rats, with a
12h fast for solid food were submitted to anesthesia using Cetamine hydrochloride
(40 mg /Kg) and a 2% Xylazine hydrochloride solution (1mL /Kg). The animals were
weighed 30 minutes before procedures and 30 minutes before euthanasia. The
surgical procedures were randomly made in rats of Gl, Gll and Glll, but the rats of
GIV were only reserved, in the same conditions, as a control group.

After procedures, the animals were treated with the same food, offered after
anesthetic recovery, “ad libitum” and placed in an environmental with the same
characteristics. Seven rats were excluded.

Gl: submitted to celiotomy, mobilization, by traction, of the right testicle (RT) to the
abdomen, cecal flap suture to the RT and cavity closure.

Gll: celiotomy, mobilization of the RT to the abdomen, fixation of RT into abdomen
(peritoneum) and cavity closure.

Glll: celiotomy, mobilization of the RT to the abdomen, RT exposition to air (3
minutes), reposition into scrotum and cavity closure.

GIV: not operated on (control group).

Euthanasia was done 20 days after and the testicles were submitted to histological
analysis.

A Morfometric analysis (histometry) was done and lesions score classification was
applied. Testicular vascularization was studied with comparison between Gl and GlII.
The weight's averages were compared among the groups. A p < .05 was
considered.

The Gl RT diameters were not different to Gll RT and all have decreased size in
comparison with RT of Glll and GIV. The lesions score’s average was 5.83 in the RT
of Gl and 3.3 in GlI, without statistical difference. The vascularization’s average in the
RT of Gl was 16.9 vessels in 400X augmentation field. In the Glll the average was
0.96 to the RT and 0.92 to left testicles. The weight’s average in Gl was similar with
GlI but different of Glll and GIV.

There was significant vascularization in the testicles with intestinal flaps. Testicle
lesions were observed, but the intestinal flap wasn’t a proved cause. The anesthesia,
the surgical trauma response the manipulation of the testicles and the weigh
variations didn’t cause lesions or diameters decrease in the testicles.

KEY WORDS: Cryptorquidism. Vascularization. Intestinal pedicle flap. Rats.

Vi
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INTRODUGAO

A distopia testicular foi descrita pela primeira vez, com maiores detalhes, por
John Hunter, em 1786, depois de estuda-la em cadaveres de fetos humanos. Em
1820, Rosenmerkal fez a primeira tentativa de tratamento cirdrgico, sem sucesso.
Em 1877, ocorreu a primeira intervencgao cirurgica bem sucedida com sobrevida do
paciente, a qual se credita a Annandale. (Hunter, 1786; Rosenmerkal, 1820;
Annandale, 1877, apud Kolon, 2005, p. 1). Desde entdo, essa afecgao tem sido um
verdadeiro desafio para os que empregam procedimentos cirurgicos como meio de
tratamento.

O tema distopia testicular ainda suscita alguns questionamentos. Verifica-se,
até hoje, discussao a respeito da idade ideal para se realizar a intervengao cirurgica;
que ja sofreu grandes modificagcbes com o passar dos anos. Até a década de 1980,
a idade preconizada era entre nove anos e doze anos. Com as pesquisas de
Hadziselimovic, nos anos de 1980, a orquiopexia passou a ser recomendada antes
dos dois anos de idade. Atualmente, a orquiopexia esta indicada por volta de nove
meses a um ano de vida (1,2,3,4,5). Outros paradigmas s&o: o uso de horménios na
tentativa de aumentar a taxa de fertilidade na maturidade sexual (6) e o uso de
técnicas cirurgicas que permitam abaixar os testiculos, intrabdominais, sem que haja
desvitalizagdo com consequente atrofia gonadal.

O tratamento cirurgico sofreu poucas modificagbes até a década de 1940,
quando se inicia a era moderna da cirurgia pediatrica. Nessa época, Ladd e Gross
fizeram pequenas modificagdes técnicas, mas, apenas em 1959, & que surgiu a
primeira proposta cirurgica para o tratamento dos testiculos intrabdominais por

Fowler e Stephens (7,8).
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Em 1984, Ransley modificou a proposta de Fowler e Stephens, conseguindo
melhorar as taxas de sucesso do tratamento cirurgico, porém ainda se observavam,
aproximadamente, 30% de atrofia testicular (9). Desde entdo, muito se tem
pesquisado, mas o unico avango realmente importante foi a utilizacdo da técnica de
Fowler-Stephens-Ransley por meio de videolaparoscopia, com abaixamento
testicular em um ou dois tempos cirurgicos (10,11).

Na década de 1970, idealizou-se a técnica de autotransplante testicular
(12,13), porém trata-se de procedimento complexo e que nao se consolidou na
pratica cirurgica.

No campo experimental, ha relatos de aumento da vascularizagao testicular
com o uso de tecidos autdlogos apostos a gbnada. Ja foram utilizados retalhos
musculo-aponeurdticos, de omento e de bexiga, com sinais promissores

(14,15,16,17,18).
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JUSTIFICATIVA

E de suma importdncia que seja mantida a eutrofia gonadal nos
procedimentos cirurgicos para abaixamento testicular, em pacientes com criptorquia.
Portanto, € necessario o estudo de alternativas para se conseguir esse objetivo. A
escolha de um modelo experimental, em ratos Wistar, foi idealizada pela maior
disponibilidade desses animais e pela facilidade de manipulacdo destes, em

laboratorio.
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OBJETIVO GERAL

Induzir uma neoformacé&o vascular entre um retalho intestinal e o testiculo de
ratos da linhagem Wistar, por meio de procedimento cirurgico com aposi¢cao desses

tecidos.

OBJETIVO ESPECIFICO

Estudar, histologicamente, a possibilidade do surgimento de vascularizagao

entre o testiculo e um retalho intestinal, apostos cirurgicamente, em ratos da

linhagem Wistar, bem como avaliar as consequéncias desse procedimento para o

testiculo, utilizando-se a correlagdo das seguintes variaveis:

» Vascularizagao enterogonadal;

= Didmetros testiculares;

= | esoOes testiculares;

= Pesos dos ratos.
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REVISAO DA LITERATURA
CONCEITOS

Por causa da falta de uniformidade na nomenclatura, quando o assunto é
distopia testicular, apresenta-se, a seguir, a descrigdo dos termos comumente
empregados.

A distopia testicular caracteriza-se pela auséncia do testiculo da sua bolsa e
pode ter como causa: a anorquia, a ectopia testicular, a atrofia testicular, o testiculo
retratil e a criptorquia.

A anorquia caracteriza-se pela auséncia congénita do testiculo, uni ou
bilateralmente.

A ectopia testicular pode ser definida como a auséncia do testiculo do
escroto, porém em algum lugar fora do seu trajeto normal de descida, ou ainda,
chamado de trajeto ontogenético.

A atrofia testicular se caracteriza pela reducdo do volume testicular e pode
levar ao desaparecimento da gbénada (vanishing-testis). Quando presente, ao
nascimento, pode ter como causas: ma-formagao congénita ou tor¢ao intra-uterina.

O testiculo retratil é aquele que se encontra fora do escroto, normalmente, na
regido inguinal ou na base da bolsa e que resulta da excessiva forga contratil do
musculo cremaster. Quando mobilizado manualmente, retorna a bolsa testicular.
N&o é considerado anormalidade.

A criptorquia se define pela parada de descida do testiculo em algum lugar no
seu trajeto ontogenético. Essa condigao sera o foco desta pesquisa, principalmente
naqueles casos em que os testiculos se localizam no abdome, o que, muitas vezes,

pode resultar numa dificuldade para o tratamento cirurgico (19, 20, 21,22,23).
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PATOGENESE

A auséncia do testiculo do escroto ocorre por falha na embriogénese e ou na
migragdo da gbnada masculina (19, 23, 24). Depois da sua formagéo, o testiculo
localiza-se no retroperitdnio, junto ao polo inferior do rim. Por volta do sétimo més de
vida intra-uterina, comecga sua descida no sentido cranio-caudal. Entra no canal
inguinal, carreando consigo uma dobra peritonial que dara origem ao conduto
peritdbnio-vaginal. Depois de passar pelo anulo inguinal interno, canal inguinal e se
projetar pelo &nulo inguinal externo, atinge o escroto (19, 20,21).

A descida é guiada pelo “gubernaculum testis” e sofre agao de andrégenos
gonadais além de outros fatores, como a prensa da musculatura abdominal (19,25).
A migracgao testicular, normalmente, termina proxima do termo da gestagdo, mas
podera ocorrer até alguns meses depois do nascimento (20,26).

A criptorquia tem uma incidéncia aproximada de 33% em prematuros, de 4% a
5% em nascidos vivos a termo e de 0,8% a 1% no final do primeiro ano de vida (19,
20, 28). E a desordem de diferenciacdo sexual mais freqiiente e a doenca enddcrina
mais comum no sexo masculino. As suas consequéncias dependem, principalmente,
da localizacédo anémala do 6rgao e da presenca de mas-formacgdes estruturais (20,
29, 30). A posicao anormal do testiculo leva a maior propensao as tor¢gées e ao
trauma. Esta condicdo também ¢é causa de alteragdes funcionais, como a
esterilidade, maior risco de neoplasia (31) e insuficiéncia androgénica. A bolsa
testicular vazia pode levar a repercussdes psicolégicas nas criangas e duvidas dos
familiares e dos pacientes quanto a altera¢des na fertilidade e na atividade sexual (1,

2, 18,19).
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A criptorquia é mais frequentemente encontrada unilateralmente, sendo 75%
dos casos a direita. Na maioria dos pacientes, € um achado isolado, mas em 10% a
20% deles essa anormalidade podera estar associada as disfun¢des hipotalamico-
hipofisarias, doengas genéticas ou embrionarias e ma-formagdo da parede
abdominal. Sua associagdo com outras anormalidades genitais, como a hipospadia
e 0 micropénis, indica uma possibilidade de anomalia de diferenciacdo sexual (19,

20, 24, 25).
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CLASSIFICAGAO

Na distopia testicular, a gbnada pode estar em posicdo abdominal, canalicular e
pré-escrotal, classificada como testiculo criptico. Pode também estar em posicao
pubiana (pré-peniana), femoral e perineal, denominada de testiculo ectopico

(Figura 1).

LEGEHDA

1 CRIPTORGUIA
a- intra-ab<dominal
Ix- canalicular
c-pré-escrotal

2 ECTOPIA

d-pubiano
e-femoral

f-perineal

FIGURA 1. Possiveis localizagdes do testiculo na distopia testicular

Pode-se também classificar o testiculo distépico como palpavel ou impalpavel.

Palpavel

Palpavel em trajeto normal

e Retratil: comumente, situa-se na bolsa testicular, porém em situacéo de
tensdo ou sensacgao de frio, ascende a base do escroto ou ao canal
inguinal. Quando manuseado, desce até a bolsa, s6 ascendendo com

nova contragcédo do cremaster (frio, tenséo etc);
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¢ Retido: pode ter localizagao canalicular (gliding testis) e pré-escrotal;

Palpavel em trajeto anormal (ectépicos)

e Inguinal superficial;

e Pubopeniano;

e Perineal;

e Femoral;

e Cruzado, chamado também de transverso. Normalmente associa-se a

persisténcia de restos Mullerianos. Ambos os testiculos descem por um

mesmo canal inguinal e se alojam, frequentemente, na regido inguinal. A

apresentagao clinica mais comum é de hérnia inguinal de um lado e

criptorquia contralateral ou mesmo bilateral (32).

Impalpaveis

¢ Intrabdominais ou criptorquia verdadeira;

e Anorquia. Pode ser uni ou bilateral e € uma condicdo extremamente rara

(4% dos casos). Nas unilaterais, observa-se um fenotipo masculino. Na

anorquia bilateral, o fendtipo sera quase sempre feminino, tendo como
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excegdo os casos de “vanishing testis” ou testiculo reabsorvido (20,

22,23,27).
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PROPEDEUTICA

A localizagéo testicular por meio de exames de imagem tem valor limitado e é
pouco utilizada. A ultra-sonografia realizada com transdutor de 5 -7MHz confere
melhores resultados, pois permite a localizagdo de testiculos que estejam préximos
ao anel inguinal interno. Nos casos em que haja suspeita de anomalias de
desenvolvimento sexual, esse exame pode identificar restos Mullerianos, utero,
trompas etc (19). Por outro lado, Elder em 2002, num trabalho retrospectivo com 62

criangas com testiculos impalpaveis avaliados por ultra-sonografia, escreveu:

Noés concluimos que a ultra-sonografia € desnecessaria em meninos com
testiculos impalpaveis por que ela raramente, ou mesmo nunca, localiza os
verdadeiros testiculos impalpaveis e o seu resultado nao exclui a

exploragéo cirurgica. Esta forma de exploragdo deve ser desencorajada

nesses pacientes (33).

A Tomografia computadorizada (TC) leva a um grande numero de falsos
negativos (44%) e, além disso, utiliza radiagdo ionizante com necessidade de
sedacdo. A Ressonancia Nuclear Magnética é pouco superior a TC, mas ainda com
baixa especificidade (20, 33, 34).

O melhor método de localizagao do testiculo impalpavel é a videolaparoscopia,
que também € uma modalidade terapéutica, uma vez que possibilita a identificacdo e
localizag&o exata dos testiculos abdominais (34,35).

Essa via de acesso permite avaliar o testiculo quanto a sua viabilidade
(eutrofia) e sua localizagdo. Nos casos em que o pediculo é longo e o testiculo &

bem formado € possivel se realizar a orquiopexia. Nos casos onde se detectam
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atrofia ou ma-formacéo, realiza-se a orquiectomia. Se o testiculo é bem formado e
seu pediculo é curto, pode se executar o primeiro tempo da operagdo para

abaixamento testicular como descrito por Fowler-Stephens e Ransley (10,11)
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TRATAMENTO

A criptorquia € uma afecgdo comum na pratica cirurgica pediatrica, ja que € a
doenga endocrina mais comum e a anormalidade de diferenciagdo sexual mais
frequentemente encontrada no sexo masculino (20,29,30).

Desde as observacgdes de Hunter (1786 apud Kolon, 2005) houve significativos
avangos nos conhecimentos da sua fisiopatologia e terapéutica. Os grandes
paradigmas dessa condicdo sempre estiveram relacionados a idade ideal para a
realizacdo da orquiopexia, a utilizagdo de hormdénio como adjuvante no tratamento
cirurgico, bem como a melhor técnica cirurgica a ser empregada para evitar, ao
maximo, as lesdes testiculares. Varias tentativas tém sido feitas no sentido de se
preservar a eutrofia gonadal, quando se emprega um procedimento cirargico para
abaixamento testicular, sobretudo, naqueles casos em que nao se tem um pediculo
suficientemente longo para alcangar o escroto. Esses casos ocorrem,
especialmente, nos testiculos localizados no abdome.

O tratamento da distopia testicular € de observagao clinica até a criancga
completar de nove meses a 12 meses de vida, exceto para os pacientes com hérnia
inguinal, nos quais se aproveita o momento da corregao da hérnia para a realizagao
da orquiopexia (19,20). A migracao testicular pds-natal, em direcdo ao escroto,
ocorre, na maioria dos casos, até o terceiro més de vida e raramente depois do 6°
més.

A partir da década de 1980, estabeleceu-se que o momento indicado para a
orquiopexia deveria ser depois do primeiro ano de vida e antes da crianca completar
dois anos, com o objetivo de se preservar a espermatogénese (26). Estudos

recentes tém demonstrado que a idade para a orquiopexia deve estar entre os seis
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meses e 0s nove meses de vida, (2, 3, 4) e que o uso precoce do hormdnio liberador
de gonadotrofina (GnRH) tem um papel importante nas taxas de fertilidade, na idade

reprodutiva (4).
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PROPOSTA CIRURGICA EM HUMANOS

Geralmente, ha grande dificuldade técnica para a realizagdo da orquiopexia,
quando o testiculo se encontra em posi¢cdo abdominal. Nesses casos, muitas vezes,
€ necessaria a ligadura dos vasos do pediculo para que se possa posicionar a
gbnada na bolsa testicular. Em 1959, Fowler e Stephens propuseram a ligadura do
pediculo e o abaixamento da gbnada, porém com alto indice de atrofia testicular (7).
Em 1984, Ransley sugeriu uma variagdo desse procedimento com ligadura simples
dos vasos testiculares, abdominais, no primeiro tempo cirurgico. Depois de quatro
meses a seis meses, realiza-se a secgdo dos vasos e a descida da génada até a
bolsa (segundo tempo). Com essa modificagdo, houve redugcdo no numero de
atrofias testiculares, porém ainda ao redor de 20% a 30% dos casos. (9).

As técnicas que propdem a ligadura da artéria testicular, para aumentar a
possibilidade de descida cirurgica da génada, baseiam-se no fato de que, no ser
humano, a irrigagdo do testiculo se faz pelas artérias gonadal, cremastérica e
deferencial. Com a ligadura da primeira, estabelecer-se-ia lentamente um fluxo
colateral proveniente dos outros vasos, além de induzir uma circulacéo colateral com
o peritdnio, mediante uma neoformacao vascular. Esses fenbmenos deveriam ser
suficientes para manter a vitalidade testicular depois da realizagdo do segundo
tempo cirurgico. No entanto, esta circulagdo colateral nem sempre mantém a

irrigacéo adequada do testiculo e pode haver atrofia em muitos casos (7,9).
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PROPOSTA CIRURGICA EXPERIMENTAL

Nos ultimos anos, a procura por procedimentos cirurgicos que preservem a
vitalidade gonadal nos procedimentos para abaixamento testicular tem motivado
muitas pesquisas. Foram publicados resultados animadores com a utilizagdo de
retalhos para se promover um aumento da vascularizagao testicular.

Experimentos com retalho de bexiga (14), retalho de omento (15, 16,17) e
retalho fasciovascular (18) demonstraram que é possivel induzir cirurgicamente uma
circulagdo colateral entre o testiculo e um retalho. Esta neoformagdo vascular
poderia ajudar a manter a eutrofia testicular.

Muitos autores tém empregado retalhos intestinais como solugdes engenhosas
para a substituicdo de condutos naturais. Utilizou-se o apéndice cecal para substituir
a uretra e o ureter. O ileo terminal e o colo também foram empregados para
ampliagdes vesicais, na substituigdo total da bexiga, na confeccao de neovagina e
na confecgéao de condutos para cateterizar a bexiga (36, 37, 38, 39, 40).

A abundancia de tecido intestinal € uma das principais vantagens em se utilizar
esse 6rgao. Além disso, pode se manter um longo pediculo vascular nesses
retalhos, o que lhes confere grande mobilidade. Os intestinos, pelas suas
caracteristicas anatbmicas, tém sido muito utilizados nos transplantes autélogos,
para reconstrugao do trato urinario (36,37,39,40).

O estudo experimental em ratos é bastante difundido, quando se trata de
avaliar aspectos relacionados com a criptorquia (15, 16, 17,18, 44, 45). No
Laboratério de Técnica Cirurgica Experimental, da Universidade Federal de

Uberlandia, ha grande disponibilidade desses animais, os quais sao facilmente
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aclimatados em ambiente experimental. Por esses motivos, eles foram utilizados

com a vantagem de evitar os vieses de uma populagao heterogénea de animais.

? o o e e e
e

T

FIGURA 2. Foto do sistema digestério do rato Wistar (Rattus norvergicus albinus), dissecado
no Laboratério de Cirurgia Experimental da disciplina de Técnica Operatéria da FAMED-UFU
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MATERIAL E METODO

Trata-se de um estudo do tipo analitico, intervencional, experimental e
prospectivo.

A avaliacdo ética da pesquisa foi feita no Instituto de Biologia, da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), pelo Dr. Kleber Del Claro. Também foi feita a
avaliacdo pela CEUA (Comissao de Etica na Utilizagado de Animais - UFU), pela qual
obtivemos declaragéo favoravel (Anexos IV e V).

A proposta da utilizagdo de um retalho do ceco (Figura 2) foi fruto do
aprendizado, depois dos resultados desfavoraveis com o uso de intestino delgado,

como pode ser analisado na descrigao do estudo piloto, em anexos (Anexo 2).

PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Cinquenta e trés ratos, adultos, machos, com idade entre 12 meses e 16
meses, aparentemente sadios, da linhagem Wistar (Rattus norvergicus albinus) e
com peso entre 290g e 4409, foram selecionados aleatoriamente para o estudo. Os
animais foram distribuidos em quatro grupos, conforme o tipo de procedimento: 12
animais para o grupo | (Gl); 12 para o grupo Il (Gll); 11 para o grupo Il (Glll); e 11
para o grupo IV (GIV), num total de 46 ratos (sete ratos foram exclusos).

Os animais foram fornecidos pelo Laboratério de Cirurgia Experimental da
disciplina de Técnica Operatoria, da Faculdade de Medicina da Universidade Federal
de Uberléndia, ja aclimatados em ambiente experimental. Eles foram colocados em
jejum pré-operatorio, para alimentos solidos, por 12h, e pesados 30 minutos antes

dos procedimentos cirurgicos. Ultilizou-se balanga analégica Filizola ®, para até 20
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Kg, com intervalo minimo de 20g. Os animais foram operados em dias diferentes em
grupos de quatro ou cinco animais em cada dia. A anestesia foi feita com injecéo
subcutdnea de uma associagdo de Cloridrato de cetamina (anestésico geral) na
dose de 40 mg / Kg e Cloridrato de xilazina a 2% na dose de 1mL / Kg (anestésico,
analgésico e relaxante muscular), conforme protocolo do Laboratério. (41, 42). Os
animais foram colocados em decubito dorsal com membros imobilizados (fita crepe),
e, em seguida realizou-se tricotomia abdominal. A anti-sepsia foi feita com
polivinilpirrolidona iodada alcodlica a 2%, e colocou-se um campo fenestrado estéril
na area tricotomizada como medida de assepsia.

Todos os procedimentos foram realizados seguindo-se técnicas operatérias de
assepsia e anti-sepsia, incluindo paramentacdo completa.

Em cada horério cirurgico, sempre no periodo vespertino, foram operados,
aleatoriamente, ratos dos grupos |, Il e lll. Para o grupo IV, nao operados, os ratos
foram selecionados, como aqueles que foram para os procedimentos cirurgicos e
reservados para a eutanasia, 20 dias depois (todos).

Depois dos procedimentos nos grupos I, Il e lll e da selegdo do grupo 1V, todos
os animais foram tratados com a mesma alimentagdo iniciada depois da
recuperacao anestésica, “ad libitum”, e colocados em ambientes com as mesmas
caracteristicas (gaiolas com alimentagédo e agua). Utilizou-se ragédo para animais de

laboratorio (Focus 1726) da marca Agroceres.
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CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo todos os ratos que morreram antes da eutanasia,
bem como os que apresentaram impossibilidade de analise histologica dos

testiculos.

Grupo | (Gl — retalho de ceco suturado ao testiculo)

Os animais deste grupo foram submetidos a celiotomia mediana de,
aproximadamente, 3cm. Selecionou-se um segmento de mais ou menos 1cm, na
porcao distal do ceco, com todas as camadas, para a confec¢cdo do retalho. O
pediculo vascular do segmento escolhido foi preservado, e a anti-sepsia do retalho
foi feita com soro fisiolégico e PVPI aquosa. A porg¢ao proximal do ceco foi fechada
por sutura continua, em dois planos (total e extra-mucoso) com fio de poligalactina -
910 (Vicryl ®) 6-0 (Figura 3). Realizou-se manobra do “borracheiro” para testar a
sutura cecal.

O testiculo direito foi mobilizado por tragdo para o abdome, e o retalho foi
suturado (aposto) a ele (Vicryl 6-0), envolvendo-o parcialmente, com sua face
mucosa voltada para a gbnada, junto ao pediculo gonadal (Figura 4). A parede
abdominal foi fechada em dois planos: um plano peritbnio-musculo-aponeurético
com fio de poligalactina - 910 (Vicryl®) 6-0; e a pele, com pontos separados de
polipropileno (Prolene®) 4-0. O curativo foi feito com PVPI alcodlica, deixando as

feridas sem bandagem ou cobertura.

Ceco

Retalho
cecal
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Sutura

/ cecal

FIGURA 3. Preparo do retalho e sutura cecal em dois planos

Testiculo Pediculo

FIGURA 4. Retalho cecal envolvendo o testiculo
Grupo Il (Gll — testiculo mobilizado para o abdome, por tragao)
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Os animais foram submetidos a celiotomia, mobilizacdo do testiculo direito, por
tracdo, para o abdome, como no GI, fixagdo da gbénada ao peritbnio com ponto

transfixante de polipropileno (Prolene®) 6-0 e fechamento da parede, como no Gl.

Grupo lll (Glll — testiculo mobilizado por tragao e devolvido a bolsa testicular)

Neste grupo os ratos foram submetidos a celiotomia com mobilizagao testicular

a direita para a cavidade abdominal e exposicdo ao ar ambiente por 3 minutos. A

gbnada foi reposicionada na bolsa testicular, e a parede abdominal fechada, como

no Gl.

Grupo IV (GIV - nao operados)

No GIV, os animais nao foram operados e nem anestesiados. Foram

submetidos a eutanasia depois de 20 dias, sob anestesia geral.
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ANALISE HISTOLOGICA

Vinte dias depois dos procedimentos cirurgicos nos grupos LIl e lll e da sele¢ao
no grupo IV, procedeu-se a nova pesagem dos animais e, a seguir, eutanasia com
doses letais de Cloridrato de cetamina (160mg/Kg). Ambos os testiculos de cada
animal, de todos os grupos foram extirpados, colocados em frascos com solugao de
formalina a 10%, identificados e enviados para analise histopatologica. Nao havia
conhecimento do grupo de animais pelo patologista, embora ficassem evidentes
quais testiculos tinham retalho intestinal incorporado.

No Laboratério de Patologia do Hospital de Clinicas da UFU, os testiculos
foram desidratados em solugdes crescentes de etanol, diafanizados em xilol e
emblocados em parafina. Os blocos foram seccionados em microtomo, obtendo-se
cortes de 3um de espessura, que foram montados em laminas histologicas de vidro
e corados em Hematoxilina-Eosina (HE) e pelo tricromio de Masson, para melhor
visualizacao de fibrose.

Por meio do microscopio éptico comum (Olympus® CH-2 de 40X a 1000X) foi
realizada mensuragao dos maiores diametros testiculares, longitudinal e transversal,
em menor aumento (histometria em aumento de 40X), e o exame histopatolégico,
com estudo dos seguintes parametros: espessura da tunica albuginea, didametro dos
tubulos seminiferos, presenca dos diferentes tipos de células nos tubulos
seminiferos, de fibrose peritubular, presengca de necrose por coagulagdo e de
inflamacao.

Criou-se um escore de graduacao de lesbes, baseado no escore de Johnsen

(1970, apud Mclachlan, 2007 p.3) para a avaliagdo do comprometimento
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histopatoldgico dos testiculos, com valores que variaram de 0 a 8, como consta no

quadro a seguir (Quadro 1).

ESCORE

LESOES

Auséncia de comprometimento: tubulos seminiferos apresentando
diametro uniformemente preservado, lume patente, presenca de
todas as células da linhagem germinativa com espermatogénese

ativa e auséncia de fibrose, necrose e inflamacgao;

Comprometimento testicular caracterizado por: espessamento da
tunica albuginea, reducdo dos didmetros tubulares, acentuada
deplecédo das células germinativas da maioria dos tubulos e

auséncia de necrose e inflamacéo;

Comprometimento testicular caracterizado por: espessamento da
tunica albuginea, reducdo dos diametros tubulares, acentuada
deplecédo das células germinativas e destruicdo de alguns tubulos

(menos da metade) por necrose e ou inflamagao;

Comprometimento testicular com destruicido da maior parte do

parénquima testicular por necrose e ou inflamacéo;

Destruicdo de todo o parénquima testicular por necrose e ou

inflamacao.

Quadro 1. Escores de classificagdo morfométrica das lesées testiculares de ratos, depois
dos procedimentos cirurgicos

Nos testiculos direitos do GI, com retalho intestinal aderido, e em ambos os

testiculos dos ratos do Glll, foi realizada a contagem de vasos sanguineos

(vascularizagdo). Para tanto, foi estudada a area entre o retalho e o testiculo, e

contado o numero de vasos em cinco campos de grande aumento (CGA) em 400X.

Calculou-se a média do numero de vasos por SCGA, tanto para os testiculos direitos
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do Gl quanto para ambos os testiculos do Glll (area mais vascularizada), sendo que,

neste grupo, o testiculo esquerdo foi usado como controle.
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ESTATISTICA

Os dados foram colhidos e anotados em fichas apropriadas e posteriormente
avaliados por meio de método estatistico. Procedeu-se a analise de varidncia para
averiguar a ocorréncia de diferengas significativas entre os grupos. Utilizaram-se os
programas Bioestat® e o Sisvar®, que sao programas do tipo “freewares”, nao
necessitando de licenga para uso.

Posteriormente, aplicou-se o teste de comparagbes multiplas Tukey
(Bioestat®), nas variaveis com distribuicdo normal, para detectar quais grupos
diferiam entre si, considerando o valor de a < que 5% (p < 0,05).

Para variaveis com distribuigdo n&do normal, empregou-se o teste de Mann-
Witney (Bioestat®) na avaliacdo da vascularizagdo e o teste de Kruskal-Wallis
(Sisvar®) para avaliagdo dos escores de les&o, levando-se em conta as variaveis
nao paramétricas.

Para a variavel vascularizacdo compararam-se os testiculos direitos do Gl, com
retalhos, com os direitos e esquerdos do GlllI, grupo considerado controle ideal. Nao
se comparou com o Gll, ja que neste poderia haver neovascularizagdo proveniente
da sua fixagao ao peritbnio, e isto seria um viés no estudo. Os testiculos direitos do
GlII foram usados como controle dos testiculos operados (mobilizados e expostos ao
ar), e os esquerdos foram usados como controle dos testiculos ndo manuseados.
Também néo se comparou o Gl com o GIV, pois, neste grupo, os ratos ndo foram
operados ou anestesiados, tendo, assim, caracteristicas diferentes dos outros

grupos (Gl e GllI).

RESULTADOS
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De um total de 53 ratos da raca Wistar, sete animais foram excluidos, e os

testiculos de 46 ratos (92 testiculos) foram analisados.

EXCLUSOES

Quatro ratos do Gl e um do Glll morreram, e a principal causa verificada foi
infeccdo (peritonite) com obstrugdo intestinal por aderéncias. Um rato foi excluido
por n&o se conseguir anestesia-lo (Gll). Este animal ficou, paradoxalmente, agitado.

Outro foi excluido por supuracao escrotal a direita (Gl).

PESO

Depois da pesagem dos ratos, antes e depois dos procedimentos, obtivemos
as médias dos pesos em cada grupo. Houve diferenga entre as médias de peso na
comparagao entre os grupos. Os dados foram anotados em fichas individuais,

conforme consta nas fichas de acompanhamento (Anexo I).

MEDIDAS DE PESOS ANTES (P1) DOS PROCEDIMENTOS.



42

Nesta afericdo, o peso dos ratos variou de 290g a 440g (Tabela 1). Houve uma
diferenga estatistica entre as médias de pesos dos ratos entre o grupo Ill e o grupo
II, bem como entre o Glll e o GIV. Nao houve diferenca estatistica entre o Glll e o Gl

(Tabela 1 e Grafico 1).

TABELA 1. Variagoes, médias e desvios padroes dos pesos (g), dos ratos em
cada grupo, antes dos procedimentos cirurgicos.

PESO EM GRAMAS (P1)

GRUPOS Gl Gll Glll GIV
VARIAGCAO DE 290g a400g 300ga400g 300ga340g 310ga440g
PESO
MEDIA 350 355,41 315,45 364,54
DESVIO PADRAO 33,30 35,38 16,94 38,82

TABELA 2. Variagoes, médias e desvios padroes dos pesos (g), dos ratos em
cada grupo, depois dos procedimentos cirurgicos e antes da eutanasia.

PESO EM GRAMAS (P2)

GRUPOS Gl Gl Glil GIvV
VARIAGAO DE 290 a 420 280 a 440 300 a 400 310g a 420g
PESO
MEDIA 352,5 370,41 339,09 366,36
DESVIO PADRAO 41,80 48,35 31,76 34,71

MEDIDAS DE PESOS DEPOIS (P2) DOS PROCEDIMENTOS.
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Depois dos procedimentos, o peso dos ratos variou de 290g a 440g (Tabela 2).
Observou-se pequena variagao quando comparadas as médias de pesos antes (P1)
e as médias de pesos depois dos procedimentos (P2), com tendéncia a ganho de

peso em todos os grupos (Tabela 1).

380
370
360
3501
340
3301
320
3101
300
290
280-

LEGENDA

m P1 antes
H P2 depois

GI GII GII GIV Grupos

GRAFICO 1. Comparagio entre as médias de pesos (g) dos ratos antes (P1) e depois dos
procedimentos cirurgicos(P2)

Embora tenha havido diferenga na variavel peso entre os grupos (Grafico 1),
nao houve variagao significativa no tamanho dos testiculos normais (n&o operados).
Houve uma uniformidade nos didmetros das génadas dos ratos adultos utilizados no

estudo (Grafico 2).



44

DIAMETROS TESTICULARES

Realizou-se por histometria a medida dos maiores diametros longitudinais e
transversais de cada testiculo, depois da fixacdo com formol a 10% e do
processamento habitual do material a ser analisado. As medidas testiculares
individuais podem ser encontradas nas fichas de acompanhamento (Anexo I), e as

médias de cada grupo serao apresentadas a seguir:

Grupo | (Figura 5)

A média dos diametros longitudinais dos testiculos direitos (operados) foi de
12,75mm, o que evidenciou uma reducéo desses testiculos quando comparados aos
testiculos esquerdos do mesmo grupo (ndo operados), que obtiveram uma média de
16,54mm para os mesmos diametros (Tabela 3).

A média dos didmetros transversais dos testiculos direitos, de 6,65mm,
também se mostrou menor quando comparada a média de 9,177mm, do mesmo
diametro, nos testiculos esquerdos.

Houve diferenca estatisticamente significativa na comparacao dos didmetros
dos testiculos direitos do Gl com os direitos do Glll e GIV. (DMS nos DLTD = 3,1691

e DMS nos DTTD =1,97)
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TABELA 3. Médias, desvios padroes e DMS dos diametros testiculares, nos

quatro grupos.

Grupos Gl Gll Glll GIvV
Média Média Média Média

(s) (s) (s) (s)
DLTD - 12,75mm 11,41mm 17,4mm 17,04mm
(s) (+ 95, 26) (+1,44) (+0,69) (+0,78)
DMS = 3,1691
DLTE - 16,54mm 17,31mm 17,59mm  16,39mm
(s) (+2,25) (+0,84) (+ 0,99) (+2,31)
DMS =9,2005
DTTD - 6,65mm 5,82mm 8,84mm 9,04mm
(s) (+ 3,65) (+0,74) (+0,53) (+045)
DMS =1,9748
DTTE - 9,17mm 9,60mm 9,12mm 9,11mm
(s) (+1,12) (+ 0,45) (+0,57) (£0,54)
DMS = 0,8142

TABELA 4. Variagoes dos diametros longitudinais e transversais dos testiculos
direitos e esquerdos dos ratos, em cada grupo.

Grupos Gl Gll Gl Glv
Diametros* Variagao Variagao Variagao Variagao

mm mm mm mm
DLTD 4a23 9a14 16,2 a 18,2 16 a 18,4
DLTE 10a19 15a 18,5 16a19 11a19
DTTD 3a15 45a7 8a10 8a10
DTTE 6a10 9a10 8a10 8a10
Legenda

*DLTD = Diametro Longitudinal do Testiculo Direito
*DLTE = Diametro Longitudinal do Testiculo Esquerdo
*DTTD = Didmetro Transversal do Testiculo Direito
*DTTE = Diametro Transversal do Testiculo Esquerdo
DMS = Diferen¢ca minima significativa (Bioestat)
(s) = Desvio padrao

JAANGA]
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LEGENDA

GI GII GIII GIV

EDLTD
HDTTD
EDLTE
HDTTE

Grupos

GRAFICO 2. Representagio esquematica dos diametros testiculares, longitudinal e

transversal, nos quatro grupos (M.O.C. - 40X)

Testiculo
direito

Retalho
cecal
aderido

Epididimo

Testiculo
esquerdo

Gordura
Peritesticular

FIGURA 5. Comparagido macroscépica entre os testiculos direito e esquerdo de um mesmo

rato no Gl. Observa-se que o testiculo direito € menor.

Grupo Il (figura — 6)
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No GIl, a média dos diametros longitudinais dos testiculos direitos, de
11,41mm, foi menor que nos esquerdos, de 17,31mm (Tabela 3).

A média dos didmetros transversais, de 5,82mm, dos testiculos direitos,
também foi menor que a média dos mesmos didmetros nos testiculos esquerdos, de
9,6mm.

Nesse grupo os diametros dos testiculos direitos, também foram menores que

os dos esquerdos (Grafico 2).

Testiculo
esquerdo

Testiculo
direito

FIGURA 6. Testiculos direito e esquerdo de um dos ratos do Gll, com diametros diferentes

Grupo lll
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No Glll, a média dos diametros longitudinais dos testiculos direitos foi de
17,4mm, muito semelhante a média de 17,59mm para o mesmo didmetro nos
testiculos esquerdos (Tabela 3).

Nesse grupo, a média dos didmetros transversais dos testiculos direitos foi de
8,84mm e dos esquerdos de 9,12mm.

Nao houve diferenca estatistica entre as médias dos didmetros testiculares
quando comparados os testiculos direitos expostos ao ar ambiente no Glll (DMS do

DLTD = 3,1691), com os direitos, ndo expostos, do GIV (controle).

Grupo IV (Figura 7)

No Grupo IV, a média dos didmetros longitudinais dos testiculos direitos foi de
17,04mm e dos testiculos esquerdos de 16,39mm (Tabelas 3 e 4).

A média dos diametros transversais dos testiculos direitos foi de 9,04mm e a
dos esquerdos foi de 9,11mm.

Nao houve diferencga estatistica, quando comparadas as meédias dos didmetros
de ambos os testiculos dos ratos do GIV.

Na comparagédo entre os 4 grupos, ndo houve diferenga estatistica entre todos
os testiculos do GIV, os direitos e esquerdos do Glll e os esquerdos dos Gl e Gll.

(Grafico 2).
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Testiculo

direito Testiculo

esquerdo

FIGURA 7. Testiculos direito e esquerdo de um dos ratos do GIV, com diametros
semelhantes e normais

COMPARAGAO ENTRE OS GRUPOS
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Observou-se, também, diferencga estatisticamente significativa (Tukey, P< 0,05)
quando comparados: os testiculos direitos do Gl e do Gll (ambos menores) com os
direitos do GllI; os direitos do Gl e do Gll com os direitos do GIV; bem como entre os
testiculos direitos do Gl e do GllI e todos os esquerdos do Gl, Gll, Glll e GIV (Tabela
3 e Gréfico 2).

Nao houve diferenga significativa na comparagao dos didametros longitudinais e
transversais dos testiculos direitos, entre o Gl e o GIl (testiculo no abdome).

Evidenciou-se uma redugao dos didametros, em ambos os grupos (Grafico 2).

ESCORES DE LESOES
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Os escores de lesdes testiculares foram maiores no Gl, em que, além de se
posicionar o testiculo no abdome, suturou-se a ele um retalho intestinal.

Observou-se intenso processo inflamatério (Figuras 12 e 13) na maioria dos
testiculos, nos quais os retalhos cecais foram suturados (Gl) e observou-se uma
inflamacao menos intensa (Figuras 10 e 11) nos testiculos fixados no abdome (Gll).

O Gl apresentou um escore médio de 5,83 (s= + 1,800) pontos para os
testiculos direitos e 0,166 (s= + 0,577) para os esquerdos (apenas um testiculo com
escore = 2). Por outro lado, no Gll, em que o testiculo direito ficou 20 dias na
posicado abdominal, houve lesdes significativas com escore médio de 3,33 (s= +
2,309) pontos para os testiculos direitos e zero para os esquerdos, que ficaram na
bolsa testicular (Figura 8 e 9). Nos grupos lll e IV, ndo houve dano testicular (Tabela
5).

A analise dessa variavel mostra que o Gl nao difere estatisticamente do Gl (p>
0,05) e que os dois diferem de Glll (p< 0,0001) e GIV (p< 0,0001). (Grafico 4).

Nos ratos em que o testiculo direito foi exposto ao ar e, em seguida, foi
reposicionado na bolsa testicular (Glll), ndo se observou qualquer dano testicular

(Graficos 3 e 4).

TABELA 5. Valores de escores de lesées nos testiculos direitos e esquerdos
com respectivas médias e desvios padrdes, nos quatro grupos.

GRUPOS R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8§ R9 R10 R11 R12 MEDIA Desvio
RATOS padrio




52

GI ™ 8 6 8 6 4 4 8 4 6 4 4 8 5,83 1,800673
TE 2 0 0 0 0 0 0 0 O0 O 0 0 0,166 0,57735
GII ™ 4 2 2 2 8 2 2 2 8 4 2 2 3,33 2,309401
TE 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0
GIII ™ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0
TE 0 0 0 0 0 0 0 0 O0 O 0 0
GIvV ™ 06 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0
TE 06 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0
R1 a R12: ratos de 1 a 12.
5,83
H ELTD
® ELTE
0,166
— < < 4
GI GII GIII GIvV

ELTD = escores de lesdes no testiculo direito.

ELTE = escores de lesdes no testiculo esquerdo.

GRAFICO 3. Médias dos valores dos escores de lesdes em cada grupo
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p=00001 p=00001
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GI-GI - GI-GI GI-GN GI-GIE GI-GN G- Gl Giupos

GRAFICO 4. Comparagio estatistica dos escores de lesdo, entre os grupos com os
respectivos valores de p (Kruskall — Wallis)

Tinica
albuginea

Tidbulo
seminifero
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Diametro
tubular
preservado

FIGURA 8. Fotomicrografia do testiculo direito, normal, com escore de lesées zero, em um
dos ratos do GIV, (HE — 40X)

Espermatogonias

Espermatocitos

Espermatides

Espermatozoides

FIGURA 9. Fotomicrografia do testiculo direito, normal, do mesmo rato da figura 8. Destaca-
se a preservagao das quatro linhagens celulares, (HE — 400X)

Espessamento

da albuginea Tuabulo seminifero

com diametros
reduzidos e com
deplecao celular.
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FIGURA 10. Fotomicrografia do testiculo atréfico de um dos ratos do GIl com discreto
espessamento da tunica albuginea, reducido dos diametros tubulares e auséncia de necrose e

inflamagao, classificado como escore 2, (HE - 100X)

Deplecao de
células
germinativas

FIGURA 11. Fotomicrografia do tabulo seminifero com acentuada deplegio de células
germinativas, com escore 4, em rato do Gll, (HE — 400X)

Necrose tubular

Albuginea
espessada
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FIGURA 12. Fotomicrografia do testiculo com discreto espessamento da tunica albuginea,
necrose de numerosos tiubulos seminiferos e auséncia de inflamagcido, em um rato do Gl,
classificado como escore de lesdao 6, (HE — 100X)

Infiltrado Tubulo
inflamatorio seminifero
necrotico

FIGURA 13. Fotomicrografia do testiculo com tibulos seminiferos necréticos, circundados
por intenso infiltrado inflamatério, em rato do Gl, classificado como escore de lesao 8, (HE -
400X).

VASCULARIZAGAO

Observou-se que o retalho intestinal se incorporou bem a parede do testiculo,
como se pode observar na figura 14. Na area de aderéncia do retalho intestinal,
identificou-se grande numero de vasos sanguineos e arteriolas (Figura 15),
indicando aumento do numero de vasos sanguineos entre o testiculo e o intestino

(neovascularizagao).
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Na analise da variavel vascularizagao, foi feita a avaliacdo histologica dos
testiculos direitos em 10 ratos do Gl. Em dois, esta analise ficou prejudicada por
deterioragdo do material. A mesma analise foi feita nos testiculos direitos e
esquerdos do Glll.

Observou-se que houve uma média de 16,9 vasos (vv) em cinco campos de
grande aumento (5CGA) para os testiculos com retalhos no Gl.

No GllI (controle) observou-se uma média de 0,96 vv/5CGA, nos testiculos
direitos e de 0,92 vw/5CGA, nos testiculos esquerdos. Nessa analise, constatou-se
uma diferenga estatisticamente significativa entre os grupos comparados, Gl e Glll

(Tabela 6 e Grafico 5). (Mann — Witney - p < 0,05)

TABELA 6. Médias do numero de vasos, por cinco campos de grande aumento
(400X), no Gl e no Glll com os respectivos desvios padroes.

GRUPOS (variagio) - MEDIA DE VASOS - Desvio Padrio
POR 5CGA* (400X)
Gl (4,8 2 30,4) TD = 16,9 wW/5CGA + 8,360
Glil (0,8a1) TD= 0,96 W/5CGA + 0,080

(0,8a1) TE= 0,92 vww/5CGA + 0,100
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*5CGA = Cinco campos de grande aumento (400X).

Medias

18-

16

14

12 [BGENDA

10/ H MD
| m ME

GI GIII

GRAFICO 5. Médias do nimero de vasos (vv), em 5 campos de grande aumento (5CGA), nos
testiculos direitos do Gl e nos testiculos direitos e esquerdos do Glll

MD = média do niimero de vasos dos testiculos direitos.

ME = média do numero de vasos dos testiculos esquerdos.

Albuginea

Arteriola

Vilosidades
intestinais

Capilares

Tubulos seminiferos
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FIGURA 14. Fotomicrografia da Area de transigdo entre a parede intestinal e o testiculo com
presenga de numerosos capilares sanguineos e de arteriola, em um dos ratos do Gl, (HE -
100X).

Retalho cecal Testiculo de rato (GI)

. Arteriola
Capilares

FIGURA 15. Fotomicrografia da area de transigdo entre o retalho cecal e o testiculo com
numerosos capilares e arteriola, em ratos do Gl, (HE - 200X).

ANALISE ESTATISTICA

PESO

Houve diferenga significativa entre a média de peso do Glll, a qual foi a menor
média, se comparada ao Gll e o GIV. Nao se encontrou diferenga significativa entre
GllIl e Gl. No entanto, quando se analisaram os didmetros testiculares, observou-se

que estes nao variaram, apesar da variacao de peso dos ratos.
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DIAMETROS TESTICULARES

A analise estatistica dos dados revelou que ndo houve diferenca significativa
entre os diametros dos testiculos direitos do Gl, quando comparado ao Gll. Nestes
dois grupos, houve reducéo de volume. Contudo observou-se diferenga entre eles e
os testiculos direitos do GlIl e GIV, os quais mantiveram seus volumes de forma
semelhante aos testiculos de ratos ndo operados (GIV).

Encontrou-se, também, nessa variavel, diferenca significativa entre os
testiculos direitos do Gl e do Gll, se comparados a todos os esquerdos (Gl, GllI, Glll
e GIV).

Ndo houve diferengca estatistica nas médias dos didametros de todos os

testiculos esquerdos, quando comparados entre si.

ESCORES DE LESOES

Utilizou-se o teste ndo paramétrico, de Kruskal — Wallis, na comparacado dos
escores de lesdes. Constatou-se que, tanto no Gl quanto no Gll, os escores foram
mais altos, ou seja, os testiculos ficaram mais danificados. O Gl foi numericamente
superior ao Gll nessa variavel, porém sem diferencga estatisticamente significativa.

Nao houve lesbes nos testiculos direitos do Glll e do GIV, bem como nos
esquerdos de todos os grupos, exceto em um testiculo esquerdo do Gll com escore

=2.
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VASCULARIZACAO

Para a comparagao estatistica entre os grupos (Gl e Glll), utilizou-se o teste
nao parameétrico de Mann — Whitney, devido aos dados ndo serem de distribuicao
normal.

Ao se analisarem os resultados da variavel vascularizagcdo, observou-se que
houve aumento do numero de vasos estatisticamente significativo, quando

comparados os testiculos direitos do Gl e os testiculos direitos e esquerdos do GllI.

DISCUSSAO

Um grande marco no tratamento cirurgico da criptorquia foi a introdugéo da
técnica de abaixamento testicular, idealizada por Fowler e Stephens, em 1959.
Esses autores propuseram a ligadura dos vasos testiculares como meio de liberar os
testiculos cripticos, localizados no abdome, para poder abaixa-los até a bolsa, sem
comprometer a viabilidade testicular.

No entanto os altos indices de atrofia testicular (70%) que ocorreram com 0 uso

desta técnica incentivaram a pesquisa de meios para se manter uma adequada
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irrigacdo sanguinea testicular em pacientes submetidos a tratamento cirurgico
(7,9,11, 43).

Recentemente, tém-se observado, na literatura, iniciativas de promover uma
auto-revascularizacido testicular. Ja foram relatadas experiéncias bem sucedidas
com a utilizagcao de retalhos fascio-vasculares, de omento ou de bexiga suturados ao
testiculo ou ao seu pediculo (14,15,16,17,18). Estes procedimentos tém apontado

um novo caminho no sentido de reduzir as taxas de atrofia testicular pés-operatoérias.

MODELO EXPERIMENTAL

Na elaboragao deste estudo, a proposta inicial foi conseguir um segmento de
intestino delgado, sem a mucosa, para que este pudesse ser suturado ao testiculo.
Desta maneira reduzir-se-iam os riscos de infec¢ao, além de se justapor uma area
cruenta a superficie do testiculo.

No entanto ndo se conseguiu a extragdo da mucosa a fim de se obter um
retalho intestinal viavel. Nos animais em que se tentou raspar a mucosa, houve
lesdes significativos a parede intestinal com desvitalizagao do retalho. A opgao por

um segmento intestinal de ileo, pediculado e com mucosa, ndo logrou éxito. A
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maioria dos animais morreu por deiscéncia da anastomose intestinal e consequente
peritonite (Piloto I).

Diante dos achados mencionados, idealizou-se um modelo com a utilizacdo do
ceco, sem a retirada da mucosa, o que mudou totalmente a sobrevida dos ratos e a
conservacgao da vitalidade do retalho. Entretanto, para seu melhor funcionamento,
optou-se por mobilizar o testiculo para o abdome e deixar o retalho suturado a ele,
nessa posi¢cdo. Além do mais, numa extrapolacdo do modelo animal para seres
humanos, a sutura de um retalho intestinal seria realizada dentro do abdome,
justamente naqueles casos em que a gbnada nao teria conseguido descer além dos
limites do anulo inguinal interno (criptorquia verdadeira).

Os projetos pilotos estdo descritos detalhadamente em anexos (Anexo IlI).

AMOSTRA

Segundo Hussmann, os melhores modelos animais para se estudar, de forma
experimental, a distopia testicular sdo os caes e os primatas. No entanto o autor
enfatiza os entraves com as sociedades protetoras desses animais e os altos custos
das pesquisas. Observa-se entdo que os modelos mais usados para esse fim sao os
ratos, os murinos e os coelhos (44).

Utilizaram-se, no experimento, ratos da linhagem Wistar, porém a extrapolagao
dos conhecimentos provenientes desse modelo experimental para uso em seres

humanos deve ser feita com critérios rigorosos.
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ANESTESIA

Os protocolos para anestesia e analgesia em animais de laboratorio variam
conforme as rotinas dos laboratérios experimentais. Optou-se pela utilizacdo dos
anestésicos Cloridrato de cetamina e Cloridrato de xilazina, por serem as drogas
disponiveis no Laboratorio de Técnica Operatoria da Universidade Federal de
Uberléndia, o que é semelhante ao encontrado na literatura. (41, 42). A anestesia
aplicada aos ratos do estudo ndo gerou alteragdes testiculares que

comprometessem os resultados.

PATOLOGIA

Optou-se pela mensuracéo do testiculo por meio de microscopia 6ptica, depois
da fixagdo e do processamento das laminas. Foram analisados os maiores
diametros longitudinais e transversais dos testiculos (morfometria). Em outros
estudos, utilizou-se a pesagem dos testiculos para avaliagdo das génadas (14, 45).
O método de pesagem, neste experimento, poderia gerar um viés, visto que os
testiculos do Gl teriam um acréscimo de peso proveniente do retalho intestinal
aderido. J& a mensuragcdo por microscopia permitiu delimitar a area testicular,

separando-a do retalho, o que pareceu mais exato.
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FIXAGAO E COLORACAO

Optou-se pela fixagdo em formol a 10% pela disponibilidade no laboratério da
Instituicdo, embora as fixagcdes pela solugdo de Bouin ou solucdo modificada de
Davidson sejam mais recomendadas para a fixagdo de testiculos (46, 47).

A avaliagdo histologica foi realizada utilizando-se a coloragdo com
Hematoxilina- Eosina e com o Tricrémico de Masson, os quais permitiram estudar as

estruturas testiculares normais e as lesadas.

VARIAVEIS DO EXPERIMENTO

PESO

Observou-se, no experimento, que os pesos dos ratos do Glll foram, em média,
menores e estatisticamente diferentes dos grupos Il e IV, porém iguais ao GI. Por
outro lado, os didmetros dos testiculos esquerdos (ndo manipulados) apresentaram
pequenas variagdes, sem diferenga estatistica na comparagao entre os grupos. Isto

indica que houve uma uniformidade na amostra de testiculos estudada.

DIAMETROS TESTICULARES
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A utilizagdo de um retalho intestinal suturado ao testiculo levanta o seguinte
questionamento: nao seria lesiva a presenga de um tecido intestinal, com sua
mucosa limpa, porém nao estéril, aderida a gbnada?

Os resultados da afericdo dos didmetros testiculares nos pods-operatérios
mostraram atrofia testicular no Gl com consideravel reducdo nos diametros
longitudinal e transversal. Entretanto, observou-se que no Gll, em que apenas se
mobilizou o testiculo para abdome, também houve reducdo dos mesmos diametros
testiculares. No Gll, esses didmetros ndo diferiram estatisticamente dos didmetros

dos testiculos do GI.

Embora haja possibilidade da atrofia testicular ter sido provocada por
supuracgao local, a qual seria resultado da contaminagao pela flora intestinal, os
resultados indicaram que os fatores comuns aos dois grupos que sofreram lesdes e
reducdes nos diametros (Gl e Gll) foram: a mudancga do testiculo da sua bolsa para
0 abdome (aumento da temperatura) e as suturas aplicadas diretamente a gbnada,
tanto no Gl quanto no GllI.

Em 2004, Rossi e colaboradores relataram, em seu trabalho experimental, em
ratos com criptorquia induzida cirurgicamente, que ocorre consideravel perda de
volume testicular depois de 15 dias de pds-operatério, observando-se redugao
acentuada da espermatogénese (45).

Ha, na literatura, trabalhos que demonstraram que a sutura direta sobre a
gbnada é um importante fator de les&o testicular (48 e 49).

Os testiculos direitos dos ratos do Glll ndo sofreram redugdo no volume ou

leses testiculares. Isto sugere que os procedimentos anestésicos, 0 manuseio e a
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exposicao dos testiculos, bem como as alteragdes sistémicas provocadas pelos
procedimentos cirurgicos, nao provocaram reducao nos diametros testiculares.

Os testiculos dos ratos do GIV nao sofreram qualquer alteragdo. Este fato
mostra que o confinamento (separagdo para estudo) ndo provocou quaisquer

alteragdes testiculares. Todos os grupos foram confinados igualmente.

LESAO TESTICULAR

Utilizou-se no experimento, a quantificacdo das lesdes testiculares
aproveitando-se os principios do escore de Johnsen (1970), associados a avaliagéo
de caracteristicas morfolégicas, analisadas pelo patologista que avaliou as gbnadas
(50).

Uma observagao importante, neste estudo, foi que, na variavel lesao testicular
nao houve diferenga significativa entre os testiculos direitos do Glll e ambos os
testiculos do GIV. Estes dois grupos tiveram escore de lesdes igual a zero. Esses
achados indicam que o manuseio da gbnada e a sua exposi¢ao ao ar ambiente no

GllII nao contribuiram para a producao de lesdes testiculares.
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A sutura dos retalhos intestinais diretamente sobre os testiculos direitos no Gl e
a sutura transfixante do testiculo direito ao peritdbnio no Gll, juntamente com o
aumento da temperatura dos testiculos mobilizados para o abdome foram provaveis
fatores que contribuiram para que o escore de lesdes nesses dois grupos tenha se
apresentado maior que nos outros grupos. Este dado é corroborado por trabalhos
nos quais se encontrou uma diferenga significativa de lesdes testiculares, quando se
utilizou sutura direta sobre os testiculos em comparagdo com a técnica de fixacao

indireta, sem sutura sobre as gbnadas (45, 48, 49).

VASCULARIZAGAO

Discute-se, a seguir, a escolha do Glll como grupo controle na variavel
vascularizacio.

Na comparacdo do Gl com o GIll, haveria, certamente, neovascularizagdo no
Gl pela aderéncia dos testiculos ao peritbnio, o que seria um viés para o estudo. No
GlV, apenas se teria uma comparacdo com testiculos normais, ndo submetidos a
mobilizagdo cirurgica. No Glll, os testiculos esquerdos representaram todos os
testiculos ndo operados e deixados n escroto. Por outro lado, os direitos
representaram os testiculos mobilizados cirurgicamente, ambos em ratos

submetidos a procedimentos cirurgicos e anestésicos, tal qual no Gl.
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Foi possivel observar, neste experimento, que houve boa aderéncia dos
retalhos intestinais aos testiculos no GI, sendo que a variavel vascularizagao
testicular se mostrou estatisticamente significativa (p< 0,05), quando se compararam
oGleo lll.

Nessa variavel, a diferenca entre o numero de vasos no Gl, com média de 16,9
vasos por campo de grande aumento (vv/5CGA), foi bastante superior e
estatisticamente significativa quando comparada ao GllI. Nesse grupo, aferiu-se uma
média de 0,96 vw/5CGA para os testiculos direitos e de 0,92 vv/5CGA para os
testiculos esquerdos.

Lobl e colaboradores, em 2000, demonstraram experimentalmente que a
omentotesticulopexia aumentou a irrigagao testicular com o surgimento de uma rede

de vasos neoformados entre 0 omento e o testiculo (15).

Em 2005, Somuncu e colaboradores apresentaram, em trabalho experimental
em coelhos, que um retalho de bexiga suturado ao testiculo poderia evitar a atrofia
gonadal, nos animais submetidos a ligadura da artéria testicular (14).

O aumento da vascularizagao testicular induzida pela aposi¢gao de um retalho
intestinal podera criar uma alternativa no sentido de reduzir as taxas de atrofia pos-
operatoria, sobretudo em procedimentos em que seja necessaria a ligadura da
artéria gonadal. Evidentemente, essa hipotese devera ser testada em futuros

estudos.
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VANTAGENS DA UTILIZAGAO DO RETALHO INTESTINAL

Alguns autores utilizaram, em seus experimentos, omento (16,17) e bexiga (14)
para induzir um aumento da vascularizacdo testicular. Quando extrapolamos o
modelo experimental para utilizagdo em seres humanos, devemos considerar
algumas questoes:

a. Quanto ao omento: as operagdes para abaixamento testicular tém sido indicadas
cada vez mais precocemente, no lactente, ao redor de um ano de idade
(2,20,51), e, nesta fase, o omento ainda é pouco desenvolvido. Poderia haver
dificuldades técnicas para que o retalho chegasse até o testiculo criptico (intra-

abdominal) e, consequentemente, até a bolsa testicular.
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b. Quanto a bexiga: esta tem a desvantagem de ndo ter um pediculo vascular
isolado de sua parede, o que dificultaria a manipulagao do retalho vesical através
do canal inguinal. Além disso, nos casos de criptorquia bilateral, talvez ndo se
tenha disponibilidade de tecido vesical para dois procedimentos.

Observou-se, no experimento, que foi possivel manipular, sem grandes
dificuldades, um retalho intestinal (ceco) com seu pediculo, sem prejuizo aparente
para a anatomia intestinal.

A mobilidade de um retalho com seu pediculo, que permita seu posicionamento
na bolsa, € um fator a ser almejado nas orquiopexias.

Ressalta-se, também, a abundancia de tecido intestinal. Este fator podera

facilitar a sua utilizagao, tantas vezes quantas forem necessarias.
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PROPOSTAS FUTURAS

A utilizacdo de modelos experimentais € apenas 0 primeiro passo para
encontrar solucdes definitivas para os problemas encontrados na pratica médica.

No modelo, ora proposto, observam-se pontos positivos e negativos quanto a
utilizagao de retalhos suturados aos testiculos para se manter a eutrofia gonadal.

E possivel que a sutura do retalho intestinal & gdnada possa ter influenciado
nos resultados, provocando lesdes, como se observa na literatura (48,49). Em
experimentos futuros, dever-se-a testar esta hipétese, envolvendo o testiculo ou seu
pediculo com o retalho intestinal, sem sutura direta sobre a gbnada.

O aumento da vascularizagédo por aposi¢cao de um retalho pode ser um passo
para conseguir a eutrofia testicular. Os achados, neste experimento, indicam que se
pode estimular o aumento do numero de vasos sanguineos testiculares por aposi¢cao
de um retalho intestinal. A partir dai, poderiamos conseguir uma irrigagao gonadal
satisfatoria, mesmo depois da ligadura da artéria testicular. Porém essa hipotese
podera ser motivo de pesquisas futuras.

Numa futura aplicacdo em seres humanos, a presenga da mucosa intestinal
deveria ser evitada, o que contribuiria para a reducdo das complicacdes infecciosas
e neoplasicas, semelhantes aquelas que acontecem nas ampliagdes vesicais (52)
com uso do intestino e sua mucosa.

Em experimentos realizados com animais maiores, como caes e coelhos, se
encontre uma maior facilidade para a utilizagdo de segmentos intestinais (como o

ileo).
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Nesses animais, poderia ser mais facil retirar a mucosa, sem desvitalizagao do
retalho, devido a maior espessura do retalho intestinal. Certamente, essa sera uma

hipbtese a ser testada.
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CONCLUSOES

1. Os retalhos intestinais se aderiram aos testiculos com aumento expressivo da

vascularizag&o na superficie testicular, observada no estudo histolégico.

2. Nao houve comprovacao estatistica de que os retalhos cecais aderidos aos

testiculos dos ratos tenham, isoladamente, provocado lesdes testiculares.

3. Fatores comuns aos testiculos lesados, tais como o deslocamento do testiculo
para o abdome e a aplicagado de suturas sobre as gbnadas, provocaram atrofia,

deplecao celular, inflamagao e necrose.

4. Os procedimentos anestésicos, o manuseio cirurgico dos testiculos, o isolamento
dos animais, bem como as variagdes dos pesos entre os grupos nao foram

causas de reducao de didmetros ou de lesdes testiculares, neste experimento.
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