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RESUMDPO

Objetivo: verificar a viabilidade do transplante autégeno de testiculos na parede abdominal e omento, em ratos, sem anastomose
vascular, analisando a estrutura histolégica das células testiculares ap6s o implante. Métodos: foram utilizados 60 ratos Wistar,
machos, de 10-12 semanas de idade, distribuidos em trés grupos: grupo controle: 20 ratos sem orquiectomia, com operacao
simulada; grupo 2: 20 ratos com orquiectomia bilateral sendo um testiculo implantado no omento maior; grupo 3: 20 ratos com
orquiectomia bilateral, sendo um testiculo implantado na parede abdominal. Apds dois meses eles foram mortos e os testiculos
avaliados pelo exame anatomopatoldgico. Resultado: o peso dos implantes teve perda de 0,62g no grupo 2, de 0,73g no grupo 3
e no grupo controle houve aumento de 0,1g. Ao estudo anatomopatoldgico, no grupo controle a estrutura testicular foi preservada;
no grupo 2 encontrou-se 80% de inflamacdo e necrose, nao foram visualizadas células de Sertoli ou de Leydig, em dois animais
encontraram-se tubulos seminiferos; no grupo 3 encontrou-se 75% de inflamacdo e 60% de necrose, somente em um conseguiu-
se visualizar células de Sertoli e em trés células de Leydig. Conclusdo: nao é viavel o transplante autdégeno de testiculo sem

anastomose vascular em ratos no omento maior e na parede abdominal.

Descritores: Testiculo. Parede abdominal. Omento. Criptorquidismo. Transplante autélogo.

INTRODUCAO

C riptorquidia é sindbnimo de testiculos nao descidos. Esta
circunstancia consiste na retencao do testiculo na ca-
vidade abdominal ou no canal inguinal encontrada em cerca
de 1% dos meninos com um ano de idade. Fisiologica-
mente, a descida testicular ocorre em duas fases,
morfoldgica e hormonalmente, distintas. Durante a primeira,
transabdominal, os testiculos descem até o abdome inferi-
or. Acredita-se que esta fase seja controlada pelo horménio
chamado de substancia inibidora mulleriana. Na segunda,
inguinoescrotal, os testiculos descem através do canal
inguinal para o escroto. Esta fase é dependente de
hormoénios androgénios. Sua causa ainda ndo é bem en-
tendida, podendo estar relacionada a fatores anatémicos,
hormonais ou malformacdes associadas a sindromes com
aberracdes cromossdmicas'~.

O tratamento cirdrgico é a orquipexia, que con-
siste na descida cirdrgica do testiculo até o saco escrotal.
Esse método pode ser inviavel quando o pediculo do testi-
culo nao é longo o suficiente para descé-lo até a bolsa
escrotal. Constata-se que ele, no canal inguinal, é particu-

larmente exposto a trauma e esmagamento contra os liga-
mentos e 0ssos, além de apresentar risco maior de apre-
sentar cancer testicular que o testiculo descido. O trans-
plante autégeno de testiculo é alternativa para o trata-
mento de criptorquidia. Nota-se que o transplante realiza-
do por meio de anastomose microvascular dos vasos
espermaticos com vasos epigastricos inferiores apresenta
resultados controversos, com indices de atrofia testicular
de 50%?%3.

A realizacdo do transplante autégeno de testi-
culo sem anastomose vascular tem como expectativa a
neovascularizacdo do implante e a sua viabilidade funcio-
nal na producdo hormonal. Isso é fundamentado pelo fato
de que o autotransplante de outros érgaos enddcrinos, ova-
rios e baco, tem se mostrado vidvel. E valido suspeitar,
portanto, que o transplante pode se concretizar futuramente
em um novo método de tratamento para a criptorquidia. £
importante frisar que ndo ha nenhum estudo sistematiza-
do para avaliar se essa técnica de correcao é possivel ou
nao, na correcao da doenca“.

Este trabalho tem por objetivo verificar a viabili-
dade do transplante autégeno de testiculos na parede ab-
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dominal e no omento maior, em ratos, sem anastomose
vascular, analisando a estrutura histologica das células tes-
ticulares apds o implante.

METODOS

O projeto do presente estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Presidente
Antoénio Carlos (Protocolo n® 180/07).

O estudo constou de trés grupos de ratos Wistar,
contendo cada um 20 animais, com 10-12 semanas de
idade, distribuidos em trés grupos: grupo controle: 20 ratos
sem orquiectomia com operacao simulada; grupo 2: 20
ratos com orquiectomia bilateral sendo um testiculo im-
plantado no omento maior; grupo 3: 20 ratos com
orquiectomia bilateral, sendo um testiculo implantado na
parede abdominal. Apo6s dois meses eles foram mortos e
os testiculos avaliados pelo exame anatomopatolégico.

Os animais do primeiro grupo (controle) foram
submetidos a abertura do escroto, exteriorizacdo e mani-
pulacao dos testiculos e anexos; ap6s esta manobra os
anexos foram recolocados na bolsa, e fez-se a sutura da
incisdo escrotal. Os animais do segundo grupo foram sub-
metidos a orquiectomia bilateral, sendo feita a remocéao
da albuginea do testiculo direito para implante imediato
deste testiculo na parede abdominal. O terceiro grupo foi
submetido ao mesmo procedimento do segundo grupo,
porém o implante foi realizado no omento maior.

Na realizacdo da laparotomia para o implante,
realizou-se uma incisdo de aproximadamente 3cm na li-
nha média do abdome e implantou-se o testiculo, removi-
do do escroto, na parede abdominal (grupo 3) e no omento
(grupo 2), com pontos simples de fio absorvivel. O implan-
te na parede abdominal foi colocado entre o plano muscu-
lar e subcutaneo a direita da linha média. J&4 o do omento,
foi colocado na face ventral da estrutura.

A selecao dos animais foi realizada de modo
casual ap6s determinar o peso e a idade do animal. Foram
incluidos animais entre 150 e 210g e entre oito e nove
semanas de vida. Eles foram pesados apos a anestesia e
ao final do experimento. Os testiculos implantados foram
pesados antes e apds a resseccdo; os testiculos do grupo
controle foram pesados quando retirados.

Os animais foram anestesiados com ketamina
na dose de 0,3ml por animal. Os atos cirurgicos foram rea-
lizados em condicoes assépticas, com precaucoes para que
0 animal se recuperasse sem intercorréncias. Todos os ani-
mais, fossem eles do grupo controle ou experimento, fo-
ram acompanhados durante 60 dias, com objetivo de dar
tempo para que o implante se adaptasse ao novo sitio. No
final desse periodo, todos os ratos foram mortos mediante
overdose de ketamina.

Durante a necrépsia, foi retirado o testiculo di-
reito de cada animal do grupo controle e os tecidos im-
plantados dos animais submetidos ao implante autégeno.

Os tecidos retirados neste processo foram pesados e fixa-
dos em formol a 10% para exame anatomopatolégico. No
laboratério, os fragmentos de tecido foram corados com
hematoxilina-eosina apds desidratacdo e inclusdo em pa-
rafina. As laminas foram examinadas por dois patologistas
de modo cego, analisando os seguintes elementos: necrose,
inflamacdo aguda e cronica, células granulomatosas,
calcificagcdo, neovascularizacdo, espermatides alongadas,
espermatocito primario, células de Sertoli, tubulos
seminiferos integros, epididimo, células de Leydig e outros
tecidos. Os resultados do exame anatomopatoldgico das
pecas e as observacoes feitas sobre os animais, no curso
do experimento, foram registradas em formulario desenha-
do especificamente para a ocasiao.

Foram construidas distribuicdes de frequéncias
e calculadas médias, desvio-padrao e percentuais indica-
dos para cada variavel. As comparacdes dos dados obti-
dos para os grupos experimentais foram feitas em tabelas
de contingéncia tipo RxC, e em tabelas de ANOVA-one
way. A afericdo do significado estatistico das compara-
¢bes foi realizada através de teste de qui-quadrado ou de
Fischer para tabela de ANOVA, ou teste de Kruskal-Wallis
para comparacao de conjuntos de valores ordenados. O
grau de significancia estatistica adotado na anélise foi
5%.

RESULTADOS

O peso médio dos ratos antes do experimento
foi 207,59 com desvio padrao (DP) de 30,8, variando os
pesos entre 0 minimo de 154g e o maximo de 308g. No
final do experimento, os ratos apresentaram peso médio
de 300,5g, DP de 28, 1g e peso minimo e maximo de 288g
e 399¢, respectivamente.

Os testiculos implantados possuiam peso médio
de 1,0g com DP de 0,16 e pesos minimos e maximos de
0,7g e 1,4q, respectivamente. O material testicular retira-
do para estudo anatomopatolégico apresentou peso mé-
dio de 1,29, com DP de 1,18, peso minimo de 0,03g e
peso maximo de 4,3g. Os testiculos do grupo controle apre-
sentaram, ao fim do experimento, peso médio de 2,6g,
com DP de 0,74.

Na tabela 1, comparam-se a média e o DP das
diferencas dos pesos dos ratos, juntamente com a média e
o DP das diferencas dos pesos dos testiculos, entre os obti-
dos no inicio e no final do experimento, com os respectivos
locais de implante. Concomitantemente sdo também apre-
sentados os resultados dos respectivos valores de p (proba-
bilidade) e valor do teste de Kruskal-Wallis.

Na tabela 2, sdo apresentadas as frequéncias
das caracteristicas histologicas testiculares em compara-
¢ao com os grupos autoimplantados e o grupo controle.
Ela possui também os resultados do teste de significancia
estatistica a que cada comparacao foi submetida e os res-
pectivos valores de p (probabilidade) e qui-quadrado.
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Tabela 1 - Média e DP das diferencas de pesos dos ratos e dos testiculos no pré e pds-operatério em comparacao aos locais de
implante.

Local de implante/ Controle Parede abdominal Omento p H*

diferenca de pesos Média DP Média DP Média DP

Diferenca do peso dos testiculos -0,81 0,20 -0,23 0,61 <0,001 11,989

Diferenca do peso do rato 112 49,57 87,3 24,30 79,6 19,83 0,0440 6,246

*Teste de Kruskal-Wallis

Tabela 2 - Comparacao dos grupos experimentais segundo as frequéncias das caracteristicas histolégicas testiculares.

Local de implante/ Controle Parede abdominal Omento P X?

diferenca de pesos N % N % N %

Espermétide alongada Sim 20 100 0 0,0 0 0,0 <0,001 60,0
Nao 0 0,0 20 100 20 100

Espermatdcito primario Sim 20 100 0 0,0 0 0,0 <0,001 60,0
Nao 0 0,0 20 100 20 100

Célula de Sertoli Sim 20 100 0 0,0 0 0,0 <0,001 60,0
Nao 0 0,0 20 100 20 100

Tubulos seminiferos Integros — Sim 20 100 1 5 1 5 <0,001 51,8
Nao 0 0,0 19 95 19 95

Epididimo Sim 19 95 0 0,0 1 5 <0,001 51,4
Nao 1 5 20 100 19 95

Célula de Leydig Sim 20 100 2 10 0 0,0 <0,001 52,2
Nao 0 0,0 18 90 20 100

Na tabela 3, sdo apresentadas as frequéncias DISCUSSAO

das alteragbes histoldgicas encontradas em dois grupos

implantados. Ela mostra também os valores do risco relati- O trabalho foi realizado com a escolha de ani-

vo e respectivos intervalos de confianca e valor do p obti-  mais jovens para simular o periodo em que a criptorquidia

dos com teste exato de Fisher. é prevalente, ou seja, populacdo de meninos com um ano

Tabela 3 - Comparacdo dos grupos experimentais sequndo as frequéncias das alteracoes histologicas observadas.

Local de implante/ Controle Parede abdominal RR IC 95% P *

diferenca de pesos N % N %

Necrose Sim 16 80 12 60 0,500 0,17-1,39 0,150
Nao 4 20 8 40

Inflamagao aguda Sim 7 35 2 10 0,722 0,50-1,02 0,063
Nao 13 65 18 90

Inflamacao croénica Sim 16 80 15 75 0,800 0,25-2,55 0,500
Nao 4 20 5 25

Células granulomatosas Sim 5 25 1 5 0,789 0,60-1,03 0,090
Nao 15 75 19 95

Calcificacao Sim 14 70 9 45 0,545 0,25-1,18 0,100
Nao 16 30 11 55

Neovascularizacao Sim 7 35 5 25 0,866 0,57-1,30 0,365
Nao 13 65 15 75

Outros Sim 10 50 2 10 0,555 0,35-0,88 0,006
Nao 10 50 18 90
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de idade®. Experimentos feitos para estudar o efeito dos
implantes autégenos de outros érgdos tém utilizado um
numero de ratos que varia de 30 a 80, sendo que, geral-
mente, a quantidade de animais incluidos em cada estudo
tem sido o suficiente para demonstrar os resultados dese-
jados. No presente trabalho foram utilizados 60 animais,
sendo a média superior aos estudos semelhantes. Esta
guantidade foi suficiente para demonstrar que o tipo de
transplante testado parece destituido de capacidade de
sustentacdo. A divisdo dos grupos foi feita por influéncia
de estudos citados na literatura que analisaram e relata-
ram sucesso com o implante autégeno de 6rgao.

A criptorquidia representa auséncia completa ou
incompleta da descida dos testiculos intra-abdominais para
o escroto. Geralmente ocorre como doenca isolada, mas
pode estar acompanhada de outras anomalias do trato
genitourindrio®. Criptorquidia (gr. Kryptos, escondido) ocorre
em até 30% dos meninos prematuros e em cerca de 3% a
4% dos totalmente a termo'. A causa da criptorquidia pode
estar relacionada a fatores anatémicos, hormonais ou
malformacoes associadas a sindromes com aberracoes
cromossémicas; a maioria dos pacientes apresenta vasos
espermaticos curtos ou persisténcias do conduto
peritoneovaginal como causa de ndo descida testicular?.

Os animais aqui estudados ndo apresentaram
anomalias, ou malformacbes anatdmicas. Todos tinham
estrutura escrotal e testicular integra no inicio do experi-
mento. Os locais de implante também se apresentavam
em perfeitas condicdes anatdmicas. Os resultados
anatomopatolégicos do grupo controle comprovam que nao
houve fatores, exceto o implante autégeno e suas altera-
¢bes consequentes, que influenciaram os resultados.

Quando o testiculo se encontra no canal inguinal,
ele é particularmente exposto a traumatismos e esmaga-
mentos contra os ligamentos 6sseos e estruturas. Além
disso, a diferenca de dois a trés graus de temperatura
entre o escroto e 0 abdome, faz com que seja necessaria
a descida testicular até a bolsa escrotal para que o esper-
ma seja fértil. Constata-se que os dois maiores problemas
relacionados a nao descida testicular sao infertilidade e o
risco aumentado de desenvolvimento de tumores. O
escroto atua como um regulador térmico para os testicu-
los, que sdo mantidos, aproximadamente, a 1°C abaixo
da temperatura corporal. As células espermatogénicas sao
sensiveis a temperatura corporal. No estudo de Marc
Luetjens et al.> sobre transplante autélogo de testiculos
em primatas ndo humanos, levou-se em consideracado a
temperatura do local de implante e a capacidade do lo-
cal em produzir neovascularizacao, fato que contribuiu
para o sucesso do transplante, uma vez que se observou
espermatogénese e manutencdo dos niveis hormonais.
Pettersson et al.® demonstraram alteracdes microscopicas
no érgao com anomalia de migracdo em meninos com
dois anos de idade "°,

Apds a avaliacdo histoldgica dos testiculos im-
plantados ndo foi observado presenca de células

espermatogénicas (espermatdécitos primario, espermatides
alongadas) em nenhum implante, células estas que sao
sensiveis a temperatura corporal média. No grupo controle
estas células foram encontradas em todas as laminas ana-
lisadas.

Estima-se que os pacientes com criptorquidia tém
risco maior, cerca de 10%, de desenvolver tumor quando
comparados com pacientes normais'”"'\'3. Os estudos de
Petterson et al.? e Dias Neto et al. descrevem que, apesar
da conduta de se corrigir precocemente a criptorquidia,
este antecedente continua sendo um fator de risco. A
criptorquidia foi o fator mais consistentemente associado
ao tumor testicular, sendo encontrada em 28,5% dos
seminomas e 15,5% dos ndo seminomatosos?.

Nao foram evidenciadas células com caracteris-
ticas de malignidade nos testiculos que se submeteram ao
implante, provavelmente por nao ter ocorrido
revascularizacdo do tecido. O mesmo foi constatado na
analise histolégica do grupo controle, em que, apesar na
manipulacdo operatéria, o testiculo se manteve
histologicamente integro. O grupo controle ndo foi subme-
tido a caracteristicas anatémicas de um testiculo ectdpico,
ficando isento de desenvolver tumor no estudo.

Sabe-se que enxertos ovarianos sao viaveis. O
transplante autégeno ovariano realizado na regido inguinal,
proximo aos vasos femorais, no tecido subcutaneo, apre-
sentou 100% de eficacia a andlise histoldgica®. Nance et
al. 3 compararam os transplantes ovarianos uni e bilaterais
em ratas, e observou-se que, embora tivessem producao
hormonal, as ratas apresentavam alteracdes ciclicas de
estrogénio e dos niveis de horménio foliculo estimulante e
horménio luteinizante, sugerindo que os mecanismos de
controle enddécrino estavam alterados, porém a estrutura
histoloégica era mantida'. Gosden et al.'? realizaram en-
xertos de ovario de ovelhas em camundongos e observa-
ram que o tecido ovariano nao apenas mantinha a viabili-
dade, como apresentava foliculos em varios estagios de
desenvolvimento'>. Gunasena et al.'" efetuaram o
alotransplante de tecido ovariano murino a fresco e
criopreservado e demonstraram a manutencao da funcao
enddcrina dos enxertos, verificada pela recuperacdo do ci-
clo estrogénico'™. Observa-se, também, que a realizacao
de implante autégeno de baco é pratica médica
comprovadamente eficaz que é utilizada como alternativa
de manutencao de células esplénicas em pacientes sub-
metidos a esplenectomia. Varios trabalhos comprovam que
as células esplénicas do implante autégeno tém a capaci-
dade de manter a sua funcao fagocitaria'*?.

Ao se comparar o presente estudo com os resul-
tados publicados referentes ao implante autégeno do ova-
rio e baco, nota-se que as estruturas histolégicas dos dife-
rentes 6rgaos endocrinos se comportam de formas distin-
tas referente ao implante sem anastomose vascular?®. Ob-
servou-se, nos estudos de Marc Luetjens et aFe Pettersson
et al, que, independentemente do sitio em que os ovarios
foram implantados, a manutencdo de sua estrutura
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histologica e enddcrina é regra ao se fazer o seu implante
autégeno®®. O mesmo é valido em relacdo ao implante do
baco que mantém a sua funcao fagocitaria nos sitios em
gue foi implantado nos estudos.

Demonstra-se no presente trabalho que o trans-
plante autégeno de testiculo no omento e na parede ab-
dominal apresentaram lesdes histolégicas em alta
prevaléncia. O estudo de Wyns et al.?*demonstra bons re-
sultados apds criopreservacao de tecido gonadal em mo-
delo mamifero e reimplante em ratos imunodeficientes.
Aqui houve agressdo ao testiculo, possivelmente
desencadeada por resposta inflamatéria do tipo corpo es-
tranho. £ necesséario, portanto, reavaliar a técnica e adici-
onar em suas etapas o uso de imunossupressores, com o
intuito de diminuir a resposta imune aos testiculos implan-
tados ectopicamente. Percebe-se que mesmo o omento
sendo mais vascularizado, nao houve significancia estatis-
tica quando se comparou a presenca de lesdo e o local do
implante. Evidencia-se no trabalho que os principais fato-
res para o fracasso foram a falta de vascularizacdo e a
maior sensibilidade das estruturas testiculares a provavel
reacao de corpo estranho?>26,

A orguiectomia leva a um maior ganho ponderal
em ratos independentemente do tempo'3. O trabalho cita-
do utiliza 60 ratos da raca Wistar, que foram avaliados
durante trés meses e apresentaram resultados divergentes
ao encontrado neste experimento em se tratando de gan-
ho ponderal. Os animais do grupo controle apresentaram
maior diferenca de peso, em média, em comparacdo com
0S grupos que se submeteram ao implante autégeno. Mes-
mo ndo apresentando significado estatistico (p<0,05) pode-
se considerar a causa para as diferencas das médias ao
processo de agressdo desencadeado pelo implante, ndo
sofrido pelo grupo controle, contrastando com o experi-
mento em comparacao.

Em um estudo de Srougi et al.’ foi realizado o
isoenxerto testicular em 80 ratos da raca Lewis, com pre-
servacao dos vasos espermaticos e pequeno seguimento
de aorta e veia cava do animal doador. A revascularizacao
do testiculo transplantando foi obtida através de

ABSTRACT

anastomose microcirurgica entre a aorta e veia cava dos
animais doador e receptor. A exploracéo cirdrgica e estu-
dos radioldgicos posteriores comprovaram a integridade dos
enxertos, atestando a eficiéncia do método apresentado
para a obtencao de isotransplantes de testiculo em ratos'.

O sucesso relatado com o isoenxerto utilizando
a técnica de anastomose microvascular no experimento
acima, nado foi obtido neste trabalho. O estudo apresen-
tou alto indice de lesbes degenerativas, como necrose
(60% dos testiculos implantados na parede abdominal e
80% dos implantes no omento), reacdo inflamatdria agu-
da (10% dos implantes na parede abdominal e 35% dos
implantes no omento), reacao inflamatéria crénica (75%
dos implantes na parede abdominal e 80% dos implantes
no omento), presenca de células granulomatosas (5% dos
implantes na parede abdominal e 25% dos implantes no
omento) e calcificacdo (70% dos testiculos implantados
no omento e 45% dos implantes na parede abdominal) e
a relativa auséncia de células testiculares com
espermatides alongadas, espermatécitos primario, célu-
las de Sertoli, células de Leydig, tubulos seminiferos inte-
gros e epididimo nos testiculos implantados evidenciam a
nao viabilidade do implante, tendo como principal fator
relevante, a ndo preservacao da estrutura vascular. Mes-
mo se tratando de isoenxerto, sujeito a maior indice de
rejeicdo, o trabalho em comparacao apresenta éxito em
seu experimento, justificado principalmente pela manu-
tencdo da trama vascular.

Feria et al."® relatam um caso de um menino de
oito anos com criptorquidia bilateral em que se praticou o
transplante autégeno de um testiculo intra-abdominal, uti-
lizando a técnica microvascular’, com resultado
satisfatorio.

Nao apresentando resultados que evidenciem a
pega do implante autégeno de testiculo, em contraste com
os implantes de ovario e baco, o transplante testicular sem
anastomose vascular ndo se mostrou viavel.

Em conclusdo, ndo é viavel o transplante
autoégeno de testiculo sem anastomose vascular em ratos
da raca Wistar no omento e na parede abdominal.

Objective: To verify the feasibility of autologous transplantation of testes to the abdominal wall and omentum of rats without
vascular anastomosis, analyzing the histological structure of the testicular cells after implantation. Methods: We used 60 male
Wistar rats, 10-12 weeks of age, which were divided into three groups: control group: 20 rats without orchiectomy with sham
operation; group 2: 20 rats undergoing bilateral orchiectomy, with one of the testicles being implanted into the greater omentum;
and group 3: 20 rats submitted to bilateral orchiectomy, with one testicle implanted in the abdominal wall. After two months they
were euthanized and the testes evaluated by histopathology. Results: the weight of the implants had a loss of 0.62 g in group 2,
0.73 g in group 3, whilst in the control group testes increased by 0.1 g. In pathological studies, the testicular structure was preserved
in the control group; in group 2 there was 80% of inflammation and necrosis, Sertoli and Leydig cells were not visualized, and
seminiferous tubules were found in two animals; in group 3 we found 75% of inflammation and a 60% necrosis, Sertoli cells could
be visualized in only one specimen, while Leydig cells were seen in three. Conclusion: autologous transplantation of testis to the
greater omentum and abdominal wall without vascular anastomosis is not viable in rats.
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