ISABELA PASSOS PEREIRA QUINTAES

FATOR DE CRESCIMENTO EPITELIAL E FASCIOTOMIA TESTICULAR
DESCOMPRESSIVA PARA CONTROLE DA LESAO TIPO ISQUEMIA-

REPERFUSAO EM RATOS.

UFMG- BELO HORIZONTE - MG

2017



ISABELA PASSOS PEREIRA QUINTAES

FATOR DE CRESCIMENTO EPITELIAL E FASCIOTOMIA TESTICULAR
DESCOMPRESSIVA PARA CONTROLE DA LESAO TIPO ISQUEMIA-

REPERFUSAO EM RATOS.

Tese apresentada ao Programa de Pds- graduacédo em
Ciéncias Aplicadas a Cirurgia e a Oftalmologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de
Minas Gerais, como requisito parcial para obtencédo do
grau de Doutor.

Orientadora: Prof.2 Dra. Vivian Resende.
Co- orientador: Prof. Dr. Edson Samesima Tatsuo.
Co-orientadora: Prof.” Dra. Gleide F. de Avelar.

Area de concentracdo: Fisiopatologia da parede
abdominal e das distopias testiculares.

Linha de pesquisa: ectopias testiculares.



(uintaes, Isabela Passos Persira.
QM Fator de crescimento epitelial e fasciotomia testionlar descompressiva
pama controle da lesdo tipo isquemia / reperfusio em atos [mamscrite]. /
Isabela Passos Persira (juintaes. - - Belo Horizonte: 2017.
123 i
Orientador: Vivian Eesende.
Coorentador: Edson Samesima Tatsuoo, Gleide Fernandes de Avelar.
Area de concentragdo: Ciéncias Aplicadas 4 Cirurgia e @ Oftalmologia.
Tese (dountorado): Universidade Federal de Minas Gerais, Faculdade de

1. Targ30 do Cordio Espermitico. 2. Testculocirurgia. 3.
Fasciotomia. 4. Fator de Cresciments Epidérmice. 5. Antioxidantes. §.
Ratos Wistar. 7. Disserfagdes Aradémicas. I Besends, Vivian I Tatsue,
Edson Samesima IIT. Awelar, Gleide Fernandes de. IV. Universidade
Federal de Minas Gerais, Faculdade de Medicina. V. Titalo.

MLM: W 780

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca I Basta Vianna — Campas Sande UFMG



AUTORIDADES DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Reitor: Prof. Dr. Jaime Arturo Ramirez

Vice-Reitora: Profa. Dra. Sandra Regina Goulart Almeida

Pr6-Reitora de POs-Graduacdo: Profa. Dra. Denise Maria Trombert de
Oliveira

Pr6-Reitora de Pesquisa: Prof. Dr. Ado Jorio de Vasconcelos

Faculdade de Medicina:

Diretor: Prof. Dr. Tarcizo Afonso Nunes

Vice-Diretor: Prof. Dr. Humberto José Alves

Coordenador do Centro de Pés-Graduacao:

Prof. Dr. Luiz Armando Cunha de Marco

Subcoordenador do Centro de Pos-Graduacéao:

Prof. Dr. Selmo Geber.

Coordenador do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Aplicadas a
Cirurgia e a Oftalmologia

Prof. Dr. Tulio Pinho Navarro

Subcoordenadora do Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Aplicadas
a Cirurgia e a Oftalmologia: Profa. Dra. Vivian Resende

Colegiado do Programa de Pos-Graduacao em Cirurgia e Oftalmologia:

) Prof. Dr. Agnaldo Soares Lima

) Prof. Dr. Alexandre Varella Giannetti

) Prof. Dr. Marcio Bittar Nehemy

) Prof. Dr. Talio Pinho Navarro

) Prof. Dr. Marco Aurélio Lana Peixoto

) Prof. Dr. Sebastido Cronemberger Sobrinho

) Prof. Dr. Renato Santiago Gomez

0 Prof. Dr. Marco Antdnio Percope de Andrade

[J Prof?. Dr. Vivian Resende

O Prof. Dr. Marcelo Magaldi Ribeiro de Oliveira

[ Taise Miriam Cruz Mosso Ramos (representante discente)

O] Artur Nicolato (representante discente)



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAG EM CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A U l: n,z G
OFTALMOLOGIA e

ATA DA DEFESA DE TESE DA ALUNA
ISABELA PASSOS PEREIRA QUINTAES

Realizou-se, no dia 21 de agosto de 2017, as 14:00 horas, SALA 526, 5° ANDAR DA
FACULDADE DE MEDICINA, da Universidade Federal de Minas Gerais. a defesa de
tese, intitulada Fator de crescimento epitelial e fasciofomia testicular descompressiva
para controfe de lesdo fipo isquemia- reperfuséio em rafos., apresentads por
ISABELA PASSOS PEREIRA QUINTAES. nimero de registro 2013655040,
graduada no curso de MEDICINA, como requisito parcial para a obtengao do grau de
Doutor em CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A OFTALMOLOGIA, a seguinte
Comissdo Examinadora: Profa. Vivian Resende - Orientadora (UFMG), Prof. Edson
Samesima Tatsuo (UFMG), Prof. Marcelo Eller Miranda (UFMG), Prof. Clécio Pigarro
(UFMG), Prof. Lourengo Sbragia Neto (USP-Ribeirac Preto), Prof. José Carlos
Soares de Fraga (UFRGS).

A Comissaoc considercu a tese.

(>Q Aprovada

( ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por
mim e pelos membros da Comissao.
Belo Horizonte, 21 de agosto de 2017,

- ; . I \‘ 3N
; =i (RN
. : Lty Sl ORIGNA
Profa. Vivian Resende { Doutora ) e&@gﬁ&c?:mwowe, ikt
5 ORI 2 -UFRD ) o | 0

—— CasO et 10T
S 5Py ool é?o-:{,'i':‘) .

Prof. Edson Samesima Tatsuo { Doutor ) GrglE <7

’1 . 7 VA g 4 A
T - T S ,.,\ L 6y S

Prof. Marcero Eller Miranda { Doutor]

Prof. Clécio Pn;arro { Doutor ¥

/,v

ns” ‘/& /g&//\
Prof Lourengo gbragf Neto | Doﬁfo/ ]

o s
b ,\Lw o DR o
Prof. Josa Carlos Soares de Fraga [ Doutor ) ¥

.Tf. .(v-;ou 742 Joer AL




UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAD EM CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A U F n l G
OFTALMALOGIA ==

FOLITA DI APROVACAQ

Fator de crescimento epitelial e fasciotomia testicular descompressiva para
controle da lesde tipo isquemia- reperfusio gm ratos.

ISABELA PASSOS PEREIRA QUINTARS

lese  submetide a Bmu Esaminadora desimada pelo Colegiade de Programa de
Pos-Graduacio em CIFNCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A OF TALMOLOGIA, cor ne
rayuisiw para obtengdn do arau de Doviar em CTENCTAS APLICADAS A CIRURGIA B A
OFLALMOLOGIA.

Aprovada cm 21 de agosin de 2017, nela nunes constituida pelos menzbros:
ad !
L",./.- Fol C-‘;rx:u@)
Peofa. Vivian Resefice - Orientadorn
LIFMG
=
(9 /%/
Frof. Edson sarmssioma s
UM
’- / &,/ c,eu-kf /fé,ﬁ,, )?,\
xt‘:o Murvelo Ller Mizsiada
o JFME
[,/- 7 r "
| W,
LA T Aaaa
Prof. Clésm Hiciire
UFMG -
pips?
f
e L g
I'rol, Lotn:'nfn Shragia Nem -
HSP-Rilpeiris Preoe

Q"T:UCJ—( A

ol Jnse “arlus Sowrss de Frage - f";
- UIRGS i

7 ol l

Belo Herizonte, 21 de agosio de 2007



Ao meu querido pai, Valmir (1936-2013), com imensa saudade.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pai de infinita bondade, pelas béncaos recebidas.
A Nossa Senhora pela protecéo eterna.

Ao meu marido Marcos e meus filhos Amanda e Guilherme pela compreenséao

das auséncias, apoio e amor incondicional.
A minha mae por seu apoio, estimulo e carinho a mim sempre dedicados.

Ao professor doutor Edson Samesima Tatsuo pelo exemplo, orientacoes,

incentivos e confianca depositada em mim.

A professora doutora Gleide Fernandes de Avelar pela sua acolhida, confianca
e atencdo a mim dedicadas.

Ao professor doutor José Carnevale pela eterna amizade e exemplo. Admiro

muito a sua paixao pelo saber e capacidade de multiplica-lo.

A professora da EMESCAM Marcela Souza Lima Paulo pelo auxilio durante os

procedimentos experimentais.

Ao funcionario do centro de pesquisas da EMESCAM Magno Pinheiro Gomes,

pelos cuidados dispensados aos ratos.
A doutora Jane Santana Castello, pela dedicacéo e atencéo prestada.

A Mara Livia dos Santos pelo companheirismo e colaboracdo no estudo

histolégico.

A todos os colegas do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, pelo apoio e

companheirismo.

Aos académicos da UFMG e EMESCAM pelo auxilio na realizacdo dos

experimentos.

Aos ratos que, pequeninos, prestam grande servico a humanidade.



“Se néao puder voar, corra. Se nao puder correr, ande. Se

nao puder andar, rasteje, mas continue em frente de qualquer jeito.”

Martin Luther King

*15/01/1929
+ 04/ 06/1968



RESUMO

INTRODUGCAO: A torcéo testicular é uma emergéncia urolégica e importante
causa de infertilidade masculina. Estudos recentes demonstram que além da
isquemia, o restabelecimento do fluxo sanguineo cria uma situacdo deletéria
para o testiculo. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo do fator
de crescimento epitelial topico e sistémico e sua associacado com a fasciotomia
testicular na recuperacao tecidual do testiculo submetido a torcdo do cordao
espermatico e as repercussfes no testiculo contralateral.

METODO: A tor¢do do corddo espermatico foi induzida em ratos puberes
Wistar por um periodo de 4 horas. ApGs a destorcdo, o fator de crescimento
epitelial topico e sistémico e a fasciotomia testicular descompressiva foram
aplicados como alternativas de tratamento. Apds 21 dias, os testiculos foram
examinados macro e microscopicamente.

RESULTADOS: Foram avaliadas as variaveis peso e volume e o grau de
comprometimento histolégico por meio da microscopia Optica. A avaliacao da
recuperacdo do tecido testicular mostrou diferencas significantes entre os
grupos. Foi observado que nos animais tratados com fator de crescimento
epitelial via sisttmica, o peso e volume testiculares foram semelhantes aos
animais do grupo controle e tiveram melhor classificacdo histologica quando
comparados a todos os outros grupos. A classificacdo pelo escore de Johnsen
foi significantemente mais alta no grupo com fator de crescimento epitelial e
fasciotomia testicular descompressiva em relacdo ao grupo sem fasciotomia.
N&o foram observadas mudancas significantes nos testiculos contralaterais.

CONCLUSAO: Embora a fasciotomia descompressiva tenha melhorado o grau
de espermatogénese, esta melhora foi limitada. A administracdo do fator de
crescimento epitelial sistémico em combinacdo com a fasciotomia testicular
descompressiva foi mais efetiva para a espermatogénese do que a fasciotomia
apenas. A administracao do fator de crescimento epitelial apds a reperfusao
parece potencializar a recuperacao dos danos histolégicos da torcao testicular
A combinacéao da fasciotomia testicular descompressiva e fator de crescimento
epitelial tiveram efeito sinérgico na cicatrizacao tecidual destes testiculos.

Palavras-chaves: torcdo do corddo espermatico; testiculo /cirurgia, fasciotomia
descompressiva, fator de crescimento epitelial/ tratamento antioxidante, ratos.



ABSTRACT

BACKGROUND: Testicular torsion is an urological emergency and an important
cause of male infertility. Recent studies have shown that not only ischemia, but
restoration of blood flow creates a deleterious situation for the testis. The goal
of this research is to evaluate the role of application of topic and systemic
epithelial growth factor and its association with decompressive fasciotomy in
tissue recovery of the testis suffered the torsion of the spermatic cord.

METHOD: The torsion of the spermatic cord was induced in 60 Wistar
pubescent testes for a period of 4 hours. At the time of detorsion topic and
systemic epithelial growth factor and decompression fasciotomy were applied
as treatment alternatives. After 21 days, the testicles were examined macro and
microscopically.

RESULTS: Variables evaluated were weight, testicular volume and the degree
of histological alterations by optical microscopy. The healing rate of testicular
torsion showed significance difference between groups. It was noted that the
animals treated with systemic epithelial growth factor weight and volume
testicular resemble the control group and had better histological classification
when compared with the others groups. Mean Johnsen score was significantly
higher in the systemic growth factor and decompressive testicular fasciotomy
than in the group without fasciotomy. No significant changes were noted in the
contralateral testes.

CONCLUSION: Although decompressive testicular fasciotomy improved
spermatogenesis, recovery was limited. Systemic epidermal growth factor
administered in combination with decompressive testicular fasciotomy was
more effective for spermatogenesis than fasciotomy alone. Administering
epidermal growth factor after reperfusion might have the potential to decrease
long- term histologic damage after testicular torsion. The combination of
decompressive testicular fasciotomy and epidermal growth factor had
synergistic effect on the healing of these testes.

Key- words: spermatic cord torsion, testis /surgery, decompressive fasciotomy,
epidermal growth factor/ antioxidant treatment, rats.
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1 INTRODUCAO

A torcdo testicular € uma emergéncia urologica que se manifesta como “escroto

agudo™*?

, termo que caracteriza uma entidade clinica que se apresenta com
dor testicular, edema, hiperemia, aumento do volume escrotal, nauseas e
vomitos. Esta afeccdo apresenta uma incidéncia aproximada de 1:4000

homens antes dos 25 anos de idade.>*

A torcado é, na verdade, a rotacdo do testiculo, em conjunto com o epididimo e
0 corddo espermatico, ao redor do seu eixo longitudinal. A média de idade do
paciente que apresenta torcéo de testiculo € 14 anos, faixa etaria de importante

afirmacao psicoldgica e de inicio do desenvolvimento dos espermatozoides. >°

As principais lesdes do parénquima testicular sdo causadas pela sua isquemia,
as quais sao representadas progressivamente pelas diferentes fases da
necrose de coagulacdo. Entretanto, além da isquemia, a reperfusdo do
parénquima do testiculo torcido € também responsavel pela producédo de

substancias téxicas & espermatogénese do testiculo acometido. ’

Importante causa de infertiidade masculina, mesmo com a adequada
intervencéo cirurgica precoce, até 40% dos testiculos podem estar necrosados,
e mesmo aqueles considerados viaveis durante a exploracdo cirargica, mais de

25% deles podem evoluir para a atrofia. *

Atrasos no diagndstico e tratamento podem resultar em necrose testicular e

consequentes alteracdes da fertilidade.
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O tema torcdo do funiculo espermético tem sido amplamente estudado sob
diversos aspectos, como o efeito do fendmeno isquemia / reperfuséo, o dano
sobre o testiculo ipsilateral e o contralateral e os meios de evitar e / ou reduzir

as suas consequéncias. "®

Atualmente, dados clinicos e experimentais sugerem que a isquemia testicular
unilateral induzida pela torcdo do corddo espermatico resulta em mudancas
histologicas muitas vezes irreversiveis para os testiculos. Estas mudancas séo
proporcionais a duracdo do processo isquémico e estdo relacionadas a

reducao da fertilidade subsequente. °

A sindrome compartimental é o resultado final de uma variedade de condigbes
gue culminam com hipoxia tecidual e posterior morte celular. Geralmente vista
apos trauma, ocorre por aumento do volume tecidual ou quando uma forca
externa comprime um compartimento. Esse fendmeno tem sido bem
documentado na literatura ortopédica e de trauma e recentemente tem sido
descrita em outros 6rgéos e tecidos. O testiculo € um érgéo de risco devido a

caracteristicas peculiares da tunica albuginea, que é inelastica. °*°

A fasciotomia € o tratamento cirargico adequado para a sindrome
compartimental. Kolbe'® introduziu a idéia da sindrome compartimental em um
estudo experimental, e apesar dos resultados inconclusivos, a fisiopatologia
desta sindrome na torcdo do corddo espermatico foi posteriormente
demonstrada por Kutikov e colaboradores®. Recentemente publicamos um
estudo experimental em que demonstramos que a abertura da albuginea
testicular beneficiou os testiculos dos animais submetidos a tor¢cao por periodo

de 12 horas. **
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O estresse oxidativo representa um desequilibrio entre producdo de radicais
livres e os mecanismos de defesa do organismo. Pesquisas demonstram que a
reperfusdo do tecido isquémico promove a sua geracao por meio da formacao
de radicais livres. ** Estudos com modelos experimentais e o uso de
substancias antioxidantes trouxeram novas informagbes para melhor
entendimento das repercussdOes locais e sistémicas do estresse oxidativo

induzido pela torc&o do corddo espermatico” *%.

Contudo ainda nao existem estudos que comprovem uma reducdo da resposta
inflamatoria pos- destorcdo apds a fasciotomia testicular em associagcdo com
fatores que possam modular a proliferacdo celular posteriormente a lesédo do
tipo isquemia- reperfusdo. O estudo qualitativo e quantitativo, proposto nesta
pesquisa, da espermatogénese permite avaliar os tipos de respostas
morfolégicas, bem como a gravidade e frequéncia de danos oxidativos
causados ao parénguima testicular, permitindo deteccdo mais acurada e
sensivel dos efeitos adversos provocados pela lesdo do tipo isquemia

reperfusao.
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1.1 OBJETIVOS:

1) Avaliar os efeitos macroscopicos e histolégicos do testiculo de ratos
submetidos a torcdo do corddo espermético e tratados com destor¢cdo e

aplicacao do fator de crescimento epitelial.

1.1 Avaliar os efeitos da aplicacéo tépica por meio do Gelfoam® do fator de
crescimento epitelial sobre o testiculo, ap6s a destorcdo do cordao

espermatico.

1.2 Avaliar os efeitos da aplicacdo sistémica via subcutanea do fator de

crescimento epitelial apos a destor¢céo do cordao espermatico.

2) Comparar os animais de diferentes grupos e analisar se o0 uso da
fasciotomia testicular em associacdo com a aplicacéo do fator de crescimento

epitelial tem efeito benéfico no tratamento.

3) Avaliar os efeitos da lesdo do tipo isquemia / reperfusdo no testiculo

contralateral a torgéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Torgéo do Cordéao Espermatico

A torcdo testicular, ou mais especificamente, torcdo do corddo espermatico
resulta da rotagdo andmala do testiculo em torno do seu eixo longitudinal, com
um impedimento do fluxo sanguineo ao testiculo, resultando em sua

isquemia. + 3

Pode ser extravaginal, mais comumente encontrada no periodo neonatal,
guando a rotagdo ocorre acima da inser¢do da tunica vaginal, ou intravaginal,
responsavel por 90% dos casos. Neste tipo de malformac&o uma tunica vaginal
redundante recobre além do testiculo e epididimo, parte do funiculo
espermatico. Esta deformidade, conhecida como “badalo de sino”, permite que
o testiculo gire livremente no interior da tunica vaginal, provocando a torcdo. A
anomalia de fixacdo testicular € comumente bilateral fazendo que a
possibilidade de tor¢cdo contralateral assincrénica possa ocorrer em até 40%

dos casos. 141516

Aproximadamente 15% dos casais sao clinicamente inférteis, e a infertilidade
do homem é responsavel por até metade dos casos. Diversas condi¢cdes como
varicocele, criptorquidia, torcéo testicular e endocrinopatias podem associar-se
a disfuncao testicular. Aproximadamente 45% dos homens inférteis apresentam
uma destas condi¢des. '’ A torcdo do corddo espermatico tem incidéncia de
1:4000 homens antes dos 25 anos de idade, e € importante causa de
infertilidade masculina. Assim, apesar da adequada intervencdo cirdrgica

precoce até 40% dos testiculos podem estar comprometidos e mesmo entre
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aqueles considerados viaveis durante a exploracdo cirurgica, mais de 25%

podem evoluir para atrofia. *°

E uma emergéncia médica que necessita de diagnostico e tratamento rapidos,
pois atrasos podem resultar em isquemia, necrose testicular e consequentes
alteracdes na fertilidade. A maioria dos testiculos considerados viaveis sé&o
aqueles cujos pacientes tem histéria de inicio dos sintomas até o tratamento
entre seis e dez horas '® Entretanto, a razdo para a perda da funcdo em
testiculos considerados viaveis é objeto de inUmeras pesquisas. Estudos
recentes demonstram que ndo soO a isquemia, mas o restabelecimento do fluxo
sanguineo ap6s uma situacao de diminuicdo do seu aporte cria uma situacao
denominada fendbmeno de isquemia / reperfusdo que seria deletério para o

tecido testicular. ’
2.1.1 Fisiopatologia:

A torcdo do corddo espermatico resulta em progressiva oclusdo venosa
testicular, que leva a um edema parenquimatoso e ruptura vascular com
hemorragia intersticial. Posteriormente ocorre 0 comprometimento arterial por

oclusdo mecanica, com isquemia generalizada e infarto testicular.

Os disturbios metabdlicos durante a isquemia e hipdxia tissular estdo bem
estabelecidos, porém evidéncias clinicas e experimentais demonstram que 0s
principais eventos que levam a disfungéo celular e tecidual relacionam-se com

a subsequente reperfusdo. *°

7

Quando o fluxo sanguineo tissular € interrompido, uma série de processos

metabdlicos e enzimaticos é afetada. As reservas de adenosina trifosfato

(ATP) séo rapidamente depletadas, ha acumulo de lactato, a célula se torna
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acidotica e sdo ativadas proteases intracelulares. Além disso, 0 aumento da
permeabilidade capilar colabora para o edema celular. Devido a reversibilidade
deste processo relacionar-se diretamente com a duragcdo da isquemia, O
objetivo terapéutico principal é restabelecer a reperfusdo o0 mais répido
possivel. Embora o beneficio da reperfusdo precoce seja inquestionavel, a
reintroducédo do oxigénio em um meio isquémico inicia uma corrente complexa
de eventos acarretando lesdes tissulares adicionais a um acumulo intracelular

de célcio. 2>%%

Muito se tém estudado, nos ultimos 35 anos, a respeito da patogénese da
lesdo de reperfusdo, seja sobre o tratamento com o uso de substancias
consideradas antioxidantes, como o alopurinol, ou sobre a sindrome
compartimental testicular e maneiras de reversao, conforme estudos de Kolbe
e Quintaes. Estes estudos incluem investigacdes laboratoriais, clinicas, ensaios

clinicos e estudos experimentais. "% 1%

Em um modelo experimental de torcdo testicular, em ratos, a perda
permanente da espermatogénese foi observada apos reparo da torcao, apesar
do restabelecimento do fluxo sanguineo e manutencéo das func¢des das células
de Leydig e Sertoli. Esta perda da espermatogénese parece ser decorrente da
apoptose das células germinativas que ocorre ap0s a lesdo isquemia-

reperfusdo.??3

A apoptose das células germinativas tem papel fundamental em uma variedade
de processos fisioldgicos durante o desenvolvimento do tecido testicular fetal e

de adulto. Ela € necessaria no processo de espermatogénese normal e
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acredita-se que assegure a homeostasia e mantenha o equilibrio de balanco

entre as células germinativas e de Sertoli.

Apoptose, ou morte celular programada, € um evoluciondrio processo
geneticamente controlado de “suicidio” de células n&o funcionais. E um
processo fisioldgico que o corpo dispbde para destruicdo de células indesejaveis
e € 0 mecanismo mais importante de defesa contra o dano celular. A célula que
sofre apoptose é caracterizada por condensacdo nuclear e fragmentacao do
DNA, com a membrana celular se mantendo intacta durante os estagios
iniciais. Em contraste com a necrose que é um processo de morte acidental,
apoptose é considerada o mais especializado evento que culmina com a morte

celular. %

Apés a exploracdo escrotal precoce e destorcdo do corddo espermatico, o
processo inflamatorio induzido pela reperfusdo € responsavel pelo dano
tecidual. Esta resposta inflamatdria é caracterizada pelo aumento da
permeabilidade vascular, recrutamento de neutréfilos e diapedese. Apds o0s
neutrofilos migrarem para dentro do intersticio do testiculo, eles secretam
citocinas como fator de necrose tumoral-alfa (TNF-«) e interleucinas. Contudo,
a maior consequéncia desta resposta inflamatéria local é a excessiva producéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS), os chamados radicais livres e 0
estresse oxidativo. As ROS podem ser produzidas em grandes quantidades por
macrofagos e neutréfilos, mas também por espermatogbnias e outros tipos
celulares sob condi¢cdes patolégicas. Em circunstancias normais, ha um
eficiente sistema de defesa contra os efeitos deletérios das ROS. Contudo, o
estresse oxidativo ocorre quando esta producado de radicais livres ultrapassa a

capacidade deste sistema de defesa antioxidante. * Esta superproducdo de
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radicais livres é, por si s6, um mediador da morte celular por apoptose. Apos a
lesdo do tipo isquemia / reperfusdo, estas substancias geradas pela resposta
inflamatéria resultam em alteracBes mitocondriais, fosforilagdo oxidativa,
deplecdo de ATP, aumento do calcio intracelular e ativacdo de enzimas de
degradacgéao. Esta sequéncia de eventos resulta na perda da integridade celular
levando consequentemente a apoptose de células germinativas. Estas
parecem ser o primeiro tipo celular a sofrer apoptose apés a lesdo do tipo

isquemia- reperfusdo nos testiculos. ?°

2.2 Fator de Crescimento Epitelial

A cicatrizacéo de feridas € um complexo processo biologico bem caracterizado
do ponto de vista microscopico. Do ponto de vista molecular, dados indicam

que os fatores de crescimento e seus receptores regulam este processo. %

O processo cicatricial compreende trés estagios: inflamatorio, proliferativo e o
estagio de remodelacdo. Ha uma sobreposi¢cao temporal entre estes diferentes
estagios, de forma que todo o processo de cicatrizacao prolonga-se por varios
meses. O estagio inflamatério tem duracdo de alguns dias e é iniciado pelo
processo de agregacdo e degranulacdo plaquetaria. ?® Os granulos
plaquetarios contém diversos fatores de crescimento, incluindo fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento derivado
insulina (IGF-I), fator de crescimento epitelial (FCE) e fator de crescimento
transformador beta (TGF-B), que sédo potentes quimiotaticos de células
inflamatorias. Estes fatores logo séo difundidos na ferida e degradados por
proteases; rapidamente ocorre entdo a migracdo dos neutrofilos, seguida dos

macroéfagos. Estes por sua vez, iniciam a secrecdo e liberacdo de fatores de
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crescimento, agora incluindo os fatores derivados dos macréfagos (FDM), fator
de crescimento de fibroblastos beta (B-FGF) e fator de crescimento ligado a
heparina (HB-EGF). Estes fatores ir&o estimular a migragédo de fibroblastos,

células epiteliais e células vasculares endoteliais para a cicatrizacdo tecidual. %’

A medida que os fibroblastos e outras células migram para a ferida, inicia-se a
fase proliferativa, e a celularidade aumenta assim como a formacao neocapilar.
Com a formacéo da cicatriz inicial, inicia-se a fase de remodelagédo, que

usualmente perdura varios meses. %

O fator de crescimento epitelial (FCE) € um polipeptidio de 53 aminoacidos que
foi isolado inicialmente em glandulas submandibulares de ratos machos. E
capaz de ativar o receptor do FCE, e assim modular a proliferacdo de células
epiteliais, endoteliais, fibroblastos e queratindcitos. Embora tenha sido

descoberto ha mais de trinta anos, o seu papel fisiologico no organismo normal

e com enfermidades tem sido objeto de muitas pesquisas atuais. %2

Quantidades substanciais de fator de crescimento epitelial imunorreativo foram
encontradas em uma grande variedade de extratos de tecidos humanos e
fluidos corporais como liquido amniotico, leite, saliva, suco gastrico, duodenal,
pancreatico, urina e sangue. Isto leva a crer que este polipeptidio pode agir de
forma autdcrina, paracrina e até mesmo enddgena. * Além disso, a
administracdo parenteral de FCE em concentracbes farmacologicas tem

mostrado efeitos profilatico e terapéutico em diferentes modelos “in vivo”. %2

Em modelos animais, o FCE auxilia na cicatrizacdo de Ulceras pépticas, efeitos
vistos mais claramente quando usado por via sistémica. Também tem sido

usado clinicamente em pacientes com Ulceras duodenais e sindrome de
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Zollinger - Ellison, pela sua potente acéo inibitoria do suco gastrico. *° Trés
criangas portadoras de atrofia congénita de microvilosidades que foram
tratadas com o FCE evoluiram com aumento da populacéo de células cripticas
tanto em tamanho como na fragéo proliferativa. Dados de pesquisas sugerem
gue a exposicdo antenatal ao FCE promove a maturacdo do pulméo fetal e

diminui acentuadamente a severidade do desconforto respiratério. 32

Humes e colaboradores, em 1989, foram os primeiros a demonstrar que o FCE
acelera o processo de reparo em uma viscera apos lesdo. Eles avaliaram o
efeito da administracédo de FCE exdgeno no processo regenerativo do rim e de
sua funcéo apos leséo isquémica em um modelo de experimentacdo animal em
ratos. O tratamento com FCE aumentou a incorporagcdo da timidina renal
guando comparada ao grupo de animais nao tratados, apds 24, 48 e 72 horas
da lesdo isquémica. Isto acelerou o processo de replicacdo do DNA, com
gueda significativa dos niveis séricos de uréia e creatinina; sendo que a
normalizacdo dos niveis de creatinina ocorreu em aproximadamente quatro

dias no grupo tratado. *

No testiculo, a administracdo exdgena do FCE melhora a recuperacéo frente a
lesdo do tipo isquemia / reperfusdo, mas a sua base molecular ainda ndo é
totalmente conhecida. Estudos experimentais em ratos com lesao testicular
causada por isquemia e reperfusdo mostram aumento dos niveis endogenos de
FCE logo no inicio da reperfusdo. A privacdo do fator de crescimento epitelial
circulante provocada por uma sialoadenectomia agrava a lesdo testicular,
especialmente em espermatécitos primarios em paquiteno, resultando no

aumento de apoptose destas células germinativas. **
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Além disto, o FCE enddgeno circulante parece ser indispensavel para a
manutencdo adequada da relacao entre as células germinativas e as de Sertoli.
A administracdo parenteral de FCE em concentracfes farmacoldgicas provoca
efeitos benéficos significativos na prevencéo e tratamento de diversas doencas,
como Ulceras gastrica e duodenal, enterite necrozante, hepatite, mucosite
ulcerativa poés-quimioterapia e outras, conforme estudos experimentais de

Acosta. %
2.3 Sindrome compartimental

A introducgéo da teoria da sindrome compartimental intratesticular na lesédo do
tipo isquemia / reperfusdo tornou-se um marco nas pesquisas clinicas e
experimentais na torcdo do corddo espermatico. Kutikov, em 2008, utilizando
um monitor portatil de pressdo compartimental comprovou a presenca da
sindrome compartimental na torcdo do corddo espermatico e demonstrou pelo
acompanhamento clinico e ultrassonografico dos pacientes, que a fasciotomia
testicular descomprime o testiculo e que a rotacéo de retalho da tunica vaginal
seria importante para proteger os tubulos seminiferos, com aumento da
complacéncia e do volume testicular. ° Outro estudo clinico foi realizado
posteriormente por Figueroa e colaboradores, (2012), que realizaram a mesma
técnica em pacientes com torcdo de testiculos que apresentavam viabilidade
duvidosa durante o procedimento cirargico. Embora com numero limitado de

pacientes, ocorreu diminuicdo da taxa de orquiectomia naquele servico. *°

Watson e colaboradores, (2015), conseguiram caracterizar a interrup¢do do
fluxo sanguineo intratesticular, em modelo experimental, como resultado do

aumento da press&o intracompartimental do érgdo. ¢
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Moritoki e colaboradores, (2012), avaliaram, em modelo animal, a correlacao
existente entre a pressao intratesticular e o aparecimento de alteracdes da
espermatogénese em testiculos submetidos a tor¢éo do funiculo espermético e
considerados clinicamente viaveis pés-intervencdo. Assim, demonstraram que
a baixa reducdo da pressao intratesticular apés a destor¢édo pode ser um fator
de risco para distirbios subsequentes da espermatogénese. "2 Todavia, a sua
analise tinha como objetivo determinar parametros diagndsticos de

inviabilidade testicular e de indicacao de resseccéo.

Kolbe e colaboradores, (1987), também pioneiros na ideia da sindrome
compartimental relataram n&o haver diferencas significativas nas lesfes
testiculares histopatoléogicas em ratos Sprague-Dawley submetidos a
capsulotomia testicular. Seus resultados, no entanto, foram inconclusivos

devidos uma grande variabilidade histol6gica encontrada. *°

Quintaes e colaboradores (2013) publicaram estudo experimental em que
demonstraram que a abertura da albuginea testicular beneficiou os testiculos

dos animais submetidos & tor¢do por periodo de 12 horas.
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3 METODO

O manejo e cuidado dos animais seguiram as disposi¢cdes sobre a criagao e o
uso de animais para atividades de ensino e pesquisa, preconizadas pelo

Colégio Brasileiro de Experimentacado Animal (COBEA, 1999).

A execucdo do projeto foi aprovada pelos Comités de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (363/2013) e Escola de

Medicina da Santa Casa de Misericordia, (EMESCAM), Vitoria /ES (01/2013).

Estudo experimental controlado randomizado.

3.1 Populacdo e amostra da pesquisa

Utilizaram-se 60 ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus, Rodentia
Mammalia) procedentes do Biotério Central da EMESCAM e do Instituto de

Ciéncias Biologicas da UFMG (ICB).

3.2 Critérios de inclusao:

Ratos machos jovens com idade entre 60- 70 dias e peso entre 200 a 360

gramas.

3.3 Critérios de exclusao:

Ratos que apresentaram complica¢des cirargicas como infecgéo ou obito.
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3.4 Ambientes de experimentacéo

Os experimentos foram realizados no Centro de Pesquisa da EMESCAM e no
Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG (ICB). Os ratos foram mantidos em
caixas de polipropileno de dimensdes padronizadas, com namero maximo de
quatro animais por caixa, sendo mantidos durante todo o periodo de
observacgéo no biotério em condi¢des padronizadas de laboratério, com ciclo de
12 horas de claridade e 12 horas de escuriddo e temperatura entre 20° e 24°C.
Os ratos foram alimentados com racdo propria para a espécie (Nuvital
nutrientes ®) e tiveram livre acesso a agua potavel acondicionada em frascos

adequados durante todo o procedimento.
3.5 Grupos de estudo

Inicialmente os 60 ratos foram distribuidos de maneira aleatéria em oito grupos:
com fator de crescimento epitelial, sem fator de crescimento epitelial (e seus
respectivos subgrupos), grupo controle e grupo com gelfoan, da seguinte

forma:
Grupo SFCE:
Sem fator de crescimento epitelial.

Grupo 1- Ratos submetidos a tor¢cdo do corddo espermatico direito por um
periodo de quatro horas e em seguida destor¢cdo e fixacdo testicular sem
aplicacdo do fator de crescimento epitelial sem fasciotomia testicular

descompressiva (SFCESF) (n=8).
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Grupo 2- Ratos submetidos a tor¢cdo do corddo espermatico direito por um
periodo de quatro horas e em seguida destor¢do e fixacdo testicular sem
aplicacdo do fator de crescimento epitelial com fasciotomia testicular

descompressiva (SFCECF) (n=8).

Grupo CFCETOS:

Com fator de crescimento epitelial topico e sistémico.

Grupo 3- Ratos submetidos a tor¢cdo do cordao espermatico direito por um
periodo de quatro horas e em seguida destorcdo e fixacdo testicular e
aplicagéo do fator de crescimento epitelial topico e sistémico, via subcutanea;

sem fasciotomia testicular descompressiva (CFCETOSSF) (n=8).

Grupo 4- Ratos submetidos a tor¢cdo do corddo espermatico direito por um
periodo de quatro horas e em seguida destorcdo e fixacdo testicular e
aplicacao do fator de crescimento epitelial topico e sistémico, via subcutanea; e

fasciotomia testicular descompressiva (CFCETOSCF) (n=8).

Grupo CFCES:

Com fator de crescimento epitelial sistémico.

Grupo 5- Ratos submetidos a tor¢cdo do corddo espermatico direito por um
periodo de quatro horas e em seguida destorcdo e fixacdo testicular com
aplicacdo do fator de crescimento epitelial sisttmico via subcutanea sem

fasciotomia testicular descompressiva (CFCESSF) (n=8).
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Grupo 6- Ratos submetidos a tor¢do do corddo espermatico direito por um
periodo de quatro horas e em seguida destorcdo e fixacdo testicular com
aplicacdo do fator de crescimento epitelial sistémico via subcutanea e

fasciotomia testicular descompressiva. (CFCESCF) (n=8).

Grupo 7 Gelfoam® Ratos submetidos a implante de Gelfoam® no testiculo

direito, sem tor¢éo do cord@o esperméatico (G) (n=4).

Grupo 8 Controle- Ratos submetidos a orquiectomia bilateral (C) (n=8).
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3.6 Ato anestésico

Todos os animais foram pesados no inicio do procedimento cirargico. A
anestesia foi obtida com injecéo intramuscular de cloridrato de cetamina a 10%
(Laboratorio Pfizer /Guarulhos, SP, Brasil) no musculo da face anterior da coxa
direita. Este medicamento foi administrado na dose de 60mg/Kg de peso
corporal, e xilazina a 2% (Laboratorio Bayer, Sao Paulo, SP, Brasil), na dose de
10 mg /Kg de peso corporal. Um quarto a metade da dose foi repetida quando
necessario. Apés o periodo de 4 horas de torcdo do corddo espermatico, 0s
animais foram submetidos a outro procedimento anestésico para realizacédo da

destorcao e o tratamento selecionado para o grupo correspondente.

A hidratacédo foi realizada com cinco ml de solucdo salina a 0,9% em dose

Unica subcutanea, a cada 24 horas, por dois dias. 3

A analgesia pés-operatéria foi realizada com cloridrato de nalbufina (10mg/ml,
Itapira, SP, Brasil), na dose de 0,1 mg / Kg de peso do animal, injetada no
tecido subcutaneo a cada oito horas, totalizando trés aplica¢des por dia durante
3 dias. Dipirona gotas foi acrescentada a agua dos animais, na dose de 24

gotas em 400 ml de 4gua do bebedouro durante trés dias.
3.7 Preparo e posicionamento dos ratos

Os animais foram submetidos a tricotomia inguinoescrotal e posicionados em
decubito dorsal horizontal em prancha metélica, com os quatros membros fixos
a mesa cirdrgica com corddo de algoddo. A antissepsia foi realizada com
solucédo de polivinilpirrolidona a 10% e foi utilizado campo operatério estéril.

Toda a equipe estava devidamente paramentada para procedimento cirlrgico,
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usando gorro, mascara, com antissepsia das maos e antebracos e em uso de

capote e luvas estéreis.

3.8 Torgéo do cordao espermatico

A via de acesso foi obtida por incisédo escrotal longitudinal mediana de dois
centimetros de extensdo com bisturi de lamina 15, seccionando-se todos o0s
planos do escroto até a abertura da lamina parietal da tanica vaginal do

testiculo direito.

Apoés a identificacdo do testiculo direito, ele foi exposto no campo operatorio
(figura 1A), o gubernaculo foi seccionado e o testiculo torcido em duas voltas
completas de 720° em sentido horério, conforme preconizado por Turner (1997)

(figura 1B).

A torcao foi mantida por meio da fixacdo com trés pontos de fio monofilamentar
6.0 (Nylon ® Shalon, Goiania, Brasil), de agulha cilindrica, & tanica albuginea e
ao dartos. A parede escrotal foi fechada em plano Unico com fio

monofilamentar 5.0 (Nylon ®, Shalon, Goiania, GO, Brasil), com pontos simples.

No grupo sem fator de crescimento epitelial e sem fasciotomia (SFCESF),
grupo 1,ap6s o periodo de torcdo de quatro horas, a incisdo foi reaberta e em
seguida fez-se a seccdo dos pontos de fixacao testicular, destorcdo e fixacao
do testiculo ao dartos com trés pontos (dois laterais e um inferior), com fio
monofilamentar inabsorvivel (Nylon ®6.0, Shalon Goiania, GO, Brasil). Sintese

da incisdo feita em um sé plano (figura 1C).
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No grupo sem fator de crescimento epitelial e com fasciotomia (SFCECF),
grupo 2, apoés o periodo de tor¢cdo de quatro horas, a incisdo foi reaberta e em
seguida fez-se a seccdo dos pontos de fixacdo testicular, destorcéo,
fasciotomia descompressiva por incisdo longitudinal da albuginea testicular
sobre &rea menos vascularizada, com bisturi lamina quinze. A seguir realizou-
se rotacdo de retalho da tanica vaginal, sua sutura e fixacdo na area cruenta da
fasciotomia com fio monofilamentar inabsorvivel (Nylon ® 6.0, Shalon, Goiania,
GO, Brasil). A fixagao testicular ao dartos foi feita com o mesmo fio em trés

pontos. Sintese da incisdo realizada em um s6 plano (figura 1D).

No grupo com fator de crescimento epitelial topico e sistémico e sem
fasciotomia (CFCETOSSF), grupo 3, ap0s o periodo de tor¢cao de quatro horas,
a incisdo foi reaberta e em seguida fez-se a sec¢do dos pontos de fixacéo
testicular, destorcdo do testiculo e aplicacdo de 100 pg/Kg de fator de
crescimento epitelial (E9644 Sigma®, Darmstadt, Alemanha) com uma pipeta,
sobre o Gelfoam® ( Pfizer, Guarulhos, SP, Brasil) que foi colocado sobre o
testiculo. A fixacdo testicular foi realizada com trés pontos com fio de Nylon ©
6.0 (Shalon, Goiania, GO, Brasil). Sintese feita em um s6 plano. Os animais
deste grupo receberam também 100 pg/ Kg do fator de crescimento epitelial
(E9644 Sigma®, Darmstadt, Alemanha) via subcutanea, dose Unica diaria por

48 horas, no total de duas doses sistémicas (figuras 1E e 1F).

No grupo com fator de crescimento epitelial topico e sistémico e com
fasciotomia (CFCETOSCF), grupo 4, ap6s o periodo de tor¢cdo de quatro
horas, a incisdo foi reaberta e em seguida fez-se a seccdo dos pontos de
fixacdo testicular, destorcdo do testiculo, fasciotomia descompressiva por

incisdo longitudinal da albuginea testicular, com bisturi lamina 15 . A seguir
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realizou-se rotacdo de retalho da tanica vaginal, sua sutura e fixagdo na area
cruenta da fasciotomia com fio monofilamentar inabsorvivel (Nylon © 6.0,
Shalon, Goiania, GO, Brasil). Foi aplicado entédo o fator de crescimento epitelial
(E9644 Sigma®, Darmstadt, Alemanha) na dose de 100 pg/Kg, com uma pipeta,
sobre o0 Gelfoam® (Pfizer, Guarulhos, SP, Brasil) colocado sobre o testiculo. A
fixacdo testicular foi realizada com trés pontos com fio de Nylon ® 6.0, Shalon,
Goiania, GO, Brasil. Sintese feita em um sé plano. Os animais deste grupo
receberam também 100ug/ Kg do fator de crescimento epitelial via subcutanea,

dose Unica diaria por 48 horas, no total de duas doses sistémicas.

No grupo com fator de crescimento epitelial sistémico sem fasciotomia
(CFCESSF), grupo 5, apos o periodo de tor¢cdo de quatro horas, a incisao foi
reaberta, e em seguida fez-se a seccdo dos pontos de fixacdo testicular,
destorcao e fixacdo do testiculo ao dartos com trés pontos (dois laterais e um
inferior), com fio monofilamentar inabsorvivel (Nylon ® 6.0, Shalon, Goiania,
GO, Brasil)). Sintese da incisdo feita em um so6 plano. Os animais deste grupo
receberam 100 pg/kg de fator de crescimento epitelial (E9644 Sigma®,
Darmstadt, Alemanha) via subcutanea, dose Unica diaria, logo apés a fixacao

testicular e por mais 48 horas, no total de trés doses sistémicas.

No grupo com fator de crescimento epitelial sistémico e com fasciotomia
(CFCESCF), grupo 6, ap6s o periodo de torcdo de quatro horas, a incisao foi
reaberta, e em seguida fez-se a seccdo dos pontos de fixacdo testicular,
destorcao e fasciotomia descompressiva por incisao longitudinal da albuginea
testicular, com bisturi lamina quinze. A seguir realizou-se rotacao de retalho da
tunica vaginal, sua sutura e fixacdo na area cruenta da fasciotomia com fio

monofilamentar inabsorvivel (Nylon® 6.0, Shalon, Goiania, GO, Brasil). A
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fixacdo testicular ao dartos foi feita com o mesmo fio em trés pontos. Sintese
da incisdo feita em um s6 plano. Os animais deste grupo receberam 100 pg/Kg
de fator de crescimento epitelial (E9644 Sigma®, Darmstadt, Alemanha) via
subcutanea, dose Unica diaria, logo apos a fixacdo testicular e por mais 48

horas, no total de trés doses sistémicas.

No grupo Gelfoam® (Pfizer, S&o Paulo, SP, Brasil) (G), grupo 7, utilizou-se a
mesma via de acesso, 0 testiculo direito foi exposto, ndo foi torcido e foi
colocado um fragmento de Gelfoam® de 1,0 x 1,0 cm sobre o mesmo e fixado &

albuginea com trés pontos, utilizando-se o0 mesmo fio.

No grupo controle (C), grupo 8, os animais foram submetidos a orquiectomia

bilateral, sem realizacédo de qualquer outro procedimento cirargico.

Em todos os grupos de animais, o testiculo esquerdo nao foi torcido. Foi
realizada a sua resseccédo com o testiculo direito apds os 21 dias de torcao e
destorcao do testiculo direito e em seguida foi realizada a sua avaliagdo macro

e microscopica.

O desenho do estudo esta demonstrado no quadro um.
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Figura 1. Procedimento de torcdo e destorcdo do corddo espermatico em rato
Wistar. Em A, observe o campo operatério mostrando o testiculo direito apos
seccdo e abertura da vaginal. Em seguida, o testiculo foi submetido a tor¢do do
corddo espermatico direito em 720° no sentido medial por 4 horas (B). O
aspecto do testiculo direito apds a tor¢cdo por um periodo de 4 horas pode ser
observado em C. Para a realizagdo de fasciotomia testicular descompressiva

(D), ap0s a secc¢ao da tunica albuginea e exposi¢do dos tubulos seminiferos,



43

um retalho da tunica vaginal foi rotacionado e suturado recobrindo os tubulos
herniados (setas azuis). O Gelfoam® foi utilizado como um mecanismo de
entrega para o fator de crescimento epitelial usado topicamente (E).

Posteriormente, o testiculo foi fixado ao dartos (F).

3.9 ldentificac&o dos ratos

Foi feita marcacdo nas caudas dos ratos com caneta hidrogréafica permanente
(Identipen®), com cores e nameros estabelecidos conforme o grupo
pertencente. A marca era reforcada semanalmente até a realizacdo da

orquiectomia.
Os ratos foram assim identificados:

1-Grupo sem fator de crescimento epitelial e sem fasciotomia (SFCESF): cor

vermelha (figura 2A).

2-Grupo sem fator de crescimento epitelial e com fasciotomia testicular

descompressiva (SFCECF): cor azul.

3-Grupo com fator de crescimento epitelial topico e sistémico e sem fasciotomia

(CFCETOSSF): cor vermelha e verde.
4-Grupo com fator de crescimento epitelial topico e sistémico e com fasciotomia
(CFCETOSCF): cor azul e verde (figura 2B).

5-Grupo com fator de crescimento epitelial sistémico e sem fasciotomia

(CFCESSF): cor preta e vermelha.
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6-Grupo com fator de crescimento epitelial sistémico com fasciotomia

(CFCESCEF): cor preta e azul.
7-Grupo Gelfoam® (G): cor verde.

8-Grupo controle (C): cor preta.

Figura 2. Chave de identificacdo dos ratos utilizados no presente estudo

levando-se em consideracdo a cor (indica grupo) e o niumero de anéis na
cauda (classificacdo ordinal dentro do grupo). Em A estédo representados dois
animais de grupo sem fator de crescimento epitelial e sem fasciotomia
testicular descompressiva (cor vermelha). Os ratos do grupo com fator de
crescimento epitelial topico e sisttmico com fasciotomia testicular

descompressiva foram identificados com as cores azul e verde (B).
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Depois de 21 dias de observacgéo, os animais foram submetidos a orquiectomia
bilateral e os testiculos examinados. A orquiectomia foi realizada utilizando-se
0 mesmo procedimento anestésico da primeira operacdo. ApGs a abertura da
parede escrotal, o testiculo direito foi exposto, seus vasos e canal deferente
ligados com fio de Nylon ® 6.0, Shalon, Goiania, GO, Brasil, e procedida a
remocdo do 6rgdo. O mesmo procedimento foi realizado do lado esquerdo.
Retirados os testiculos, a eutanasia dos ratos foi realizada com uma sobredose
de pentobarbital sédico® (Penta- Hypnol, Senasa, Peru) intraperitoneal

(100mg/Kag).

Para as avaliacbes macroscopicas e histopatologicas os animais foram

alocados em dois grupos e comparados:

1- Grupos sem fator de crescimento epitelial (sem e com fasciotomia
descompressiva associada) com os grupos com fator de crescimento
topico e sistémico (sem e com fasciotomia descompressiva associada).

2- Grupos sem fator de crescimento epitelial (sem e com fasciotomia
descompressiva associada) com os grupos com fator de crescimento
epitelial sistémico (sem e com fasciotomia descompressiva associada).

3- Todos os grupos foram comparados com 0s animais controle.
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3.11 Avaliagdo macroscopica

Os testiculos retirados, ipsilateral e contralateral, foram fotografados, pesados
em uma balancga digital (balan¢a Adventurer Ohaus, modelo AR 3130, Colombo
PR, Brasil), com precisdo de 0,001g e medidos com um paquimetro (Starret,
Sao Paulo, SP, Brasil). O volume total de cada testiculo foi calculado utilizando-

se a férmula:

V = 0,52 x comprimento x largura x espessura (cm?). ¥

3.12 Processamento dos testiculos

A preparacdo seguiu os metodos de histotécnicas habituais. Os testiculos, logo
apos a resseccao foram submergidos em uma solucédo de Bouin por seis horas.
Apés esta fase de prefixacdo, as gbnadas foram seccionadas no sentido
transversal em seis a sete fragmentos com espessura aproximada de cinco
milimetros. Os fragmentos obtidos foram mantidos a quatro graus centigrados
por 24 horas. Em seguida, as amostras foram desidratadas em sequéncia
crescente de alcoois e incluidas em resina plastica a base de glicol metacrilato
para analises histomorfométricas. Cortes histologicos com quatro micromeros
de espessura foram obtidos e corados com azul de toluidina e borato de sédio
a 1%. Em seguida, as laminas foram montadas com Entellan e analisadas em

microscopio.
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3.13 Histopatologia

Os parametros histoldgicos foram analisados por meio da microscopia Optica

com o auxilio do microscopio Olympus BX60M, Sao Paulo, SP, Brasil.

As andlises quantitativas dos testiculos direitos de medidas do diametro e
espessura do epitélio seminifero ndo foram realizadas em decorréncia do
grande comprometimento histolégico dos grupos com fator de crescimento

epitelial tépico e sistémico sem e com fasciotomia.

As andlises quantitativas dos testiculos esquerdos foram feitas da seguinte
forma. Para a estimativa do diametro dos tubulos seminiferos (DTS), foram
mensuradas 30 seccdes transversais de tubulos, em cada testiculo, escolhidos
de forma aleatoria, dando-se preferéncia aqueles de contorno mais circular
possivel. Para isto, as fotografias foram feitas sob microscopia de luz, com
ocular micrométrica Olympus 10x. Para analise utilizou-se o programa de
analise de imagens “lmage J’ (EUA). Foram usadas duas medidas

diametralmente opostas e calculada a média entre elas. Unidade micrometro.

As mesmas seccdes dos diametros dos tubulos foram utilizadas para a
mensuracao da altura do epitélio seminifero (AES), a qual foi tomada da tunica
prépria até o lumen tubular. O valor encontrado para a altura do epitélio
seminifero, em cada tubulo, representou a média de quatro medidas realizadas

nos quatro quadrantes do tibulo (90°, 180°, 270° e 360°). Unidade micrometro.

Os parametros da espermatogénese quanto a contagem celular diferencial
foram avaliados em ambos os testiculos pela graduacédo de Johnsen. (1970)

(ANEXO1). %
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3.14 Andlise Estatistica

Para a comparacéo das variaveis entre os grupos, foram aplicados o teste de
ANOVA (quando a hip6tese de normalidade néo foi rejeitada) e o teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis (quando a hipétese de normalidade foi rejeitada).
Para os testes de comparacdo foi utilizado o nivel de 5% (0,05) de
significancia.

O grupo Gelfoam® (G) n&o entrou para andlise comparativa, mas descritiva.
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4 RESULTADOS:

Durante um procedimento de tor¢do do corddo espermatico, um animal do
grupo com fator de crescimento epitelial sistémico com fasciotomia foi a ébito,
por provavel depressao respiratoria, o qual foi excluido e substituido, seguindo

o0 método de selecdo de animais adotado pela pesquisa.

4.1 Idades dos animais
A média de idade dos ratos na primeira operacao foi de 64 dias e na operacdo

de orquiectomia foi de 85 dias.

4.2 Peso dos animais:

Foram avaliados os pesos dos animais na primeira e na operagao de
orquiectomia, seguindo o critério de distribuicdo dos grupos. O peso variou de
245 g a 340 g na primeira operacéo e de 360 g a 380 g na terceira operagao. O
peso meédio na primeira operacéao foi de 297,35 g e o peso médio na segunda
operacao foi de 346,03 g.

Os animais dos grupos em que se aplicou o fator de crescimento epitelial
sistémico apresentaram menor peso, na primeira operacao e na orquiectomia,
guando comparados aos animais dos demais grupos. Os pesos individuais

encontram-se no Apéndice um.
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4.3 Avaliacdo macroscopica:

Os testiculos direitos e esquerdos foram analisados quanto ao peso (g) e

volume (cm®).

4.3.1 Peso dos testiculos direitos:

Tabela 1 — Descricao do peso testicular direito (g) em ratos Wistar, nos grupos
sem uso e com uso de FCE topico e sistémico, sem fasciotomia, com

fasciotomia e no grupo controle.

Grupos Mediana  Média l;:fi\r”a%_ p-valor
SFCESF 1,55 1,527 0,45
SFCECF 2,20 2,154B 0,62
CFCETOSSF 2,42 2,848 1,33 0,002*
CFCETOSCF 2,52 2,40° 0,59
C (Controle) 1,42 1,41% 0,12

*ANOVA, letras (sobre os numeros das meédias) diferentes indicam
diferencas estatisticamente significantes pelo teste de Duncan.
Observou-se que os animais do grupo sem fator de crescimento epitelial e sem
fasciotomia (SFCESF), foram aqueles de menor peso testicular. Os animais
que fizeram uso de fator de crescimento epitelial topico e sistémico
apresentaram 0s maiores pesos testiculares. Estes animais apresentaram
pesos dos testiculos direitos significativamente maiores que dos animais do

grupo controle.
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Tabela 2 — Descricdo do peso (g) do testiculo direito em ratos Wistar, nos
grupos sem fator de crescimento epitelial e com fator de crescimento epitelial

sistémico; sem fasciotomia, com fasciotomia e grupo controle.

Grupos Mediana  Média E;ZZ\:%%' p-valor
SFCESF 1,55 1,524 0,45
SFCECF 2,20 2,15° 0,62
CFCESSF 1,16 1,054 0,45 0,000*
CFCESCF 1,23 1,244 0,33
C (Controle) 1,42 1,41* 0,12

*ANOVA, letras diferentes (sobre os numeros das médias) indicam
diferencas estatisticamente significantes pelo teste de Duncan.

Os animais do grupo sem fator de crescimento epitelial com fasciotomia

(SFCECF) apresentaram meédias mais altas do peso testicular direito que os
demais grupos. Os animais dos grupos com fator de crescimento epitelial
sisttmico sem fasciotomia (CFCESSF) e com fasciotomia (CFCESCF)
apresentaram meédia do peso testicular direito semelhante aos animais do

grupo controle.
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4.3.2 Peso dos testiculos esquerdos

Tabela 3— Descricdo do peso (g) do testiculo esquerdo em ratos Wistar, nos
grupos sem fator de crescimento epitelial, com fator de crescimento epitelial

topico e sistémico; sem fasciotomia, com fasciotomia e no grupo controle.

Grupos Mediana  Média E;ZZ\:%%' p-valor
SFCESF 1,49 1,555 ¢ 0,21
SFCECF 1,63 1,63°€ 0,12
CFCETOSSF 1,49 1,48*B 0,09 0,003*
CFCETOSCF 1,42 1,424 0,06
C (Controle) 1,39 1,394 0,10

*ANOVA, letras diferentes (acima dos numeros das médias) indicam
diferencas estatisticamente significantes pelo teste de Duncan.
Os grupos com fator de crescimento epitelial topico e sistémico com
fasciotomia (CFCETOSCF) e o grupo controle (C) sdo semelhantes entre si e
0s que tém menores valores médios do peso do testiculo esquerdo.
Os grupos sem fator de crescimento epitelial e sem fasciotomia (SFCESF) e o
com fator de crescimento epitelial toépico e sistémico sem fasciotomia
(CFCETOSSF) sao grupos intermediarios, se assemelham aos outros.
O grupo sem fator de crescimento epitelial com fasciotomia testicular
descompressiva (SFCECF) seria o que tem maior média, mas ele se
assemelha ao grupo sem fator de crescimento epitelial e sem fasciotomia

(SEFESF); sem diferenca significante.
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Tabela 4— Descricdo do peso (g) do testiculo esquerdo em ratos Wistar, nos
grupos sem fator de crescimento epitelial e com fator de crescimento epitelial

sistémico; sem fasciotomia, com fasciotomia e no grupo controle.

Grupos Mediana  Média 223\;%% p-valor
SFCESF 1,49 8¢ 1,55 0,21
SFCECF 1,63°€ 1,63 0,12
CFCESSF 1,45~ B 1,36 0,37 0,0016*
CFCESCF 1,498 ¢ 1,53 0,11
C (Controle) 1,39 1,39 0,10

** Teste de Kruskal-Wallis, letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significantes pelo teste de Dunn.

Os animais do grupo sem fator de crescimento epitelial sem fasciotomia
(SFCESF) tiveram peso testicular esquerdo semelhante aos animais dos
grupos sem fator de crescimento epitelial com fasciotomia (SFCECF) e aos
animais dos grupos com fator de crescimento epitelial sisttmico sem
fasciotomia ( CFCESSF) e com fasciotomia (CFCESCEF).

Os animais do grupo com fator de crescimento epitelial sisttmico sem
fasciotomia (CFCESSF) foram os que apresentaram peso testicular esquerdo
semelhante aos animais do grupo controle (C).

N&o se observou nenhum grupo que diferisse de todos os demais.
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4.3.3 Volume testicular direito

A andlise do volume dos testiculos direitos dos grupos esta descrita nas
tabelas 5 e 6. Houve diferencas significantes entre os grupos avaliados. Os
animais que receberam fator de crescimento epitelial tépico e sistémico

apresentaram os maiores volumes dos testiculos.

Os animais sem fator de crescimento apresentaram 0S menores volumes
testiculares enquanto para aqueles que receberam fator de crescimento
sistémico foram observados maiores volumes, com média muito semelhante

aos animais do grupo controle.
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Tabela 5 — Descri¢do do volume (cm®) do testiculo direito em ratos Wistar, nos
grupos sem fator de crescimento epitelial e com fator de crescimento epitelial

topico e sistémico; sem fasciotomia, com fasciotomia e no grupo controle.

Grupos Mediana  Média 223\;%% p-valor
SFCESF 0,124 0,14 0,10
SFCECF 0,15% 0,13 0,06
CFCETOSSF 0,878 0,87 0,31 0,000*
CFCETOSCF 0,718 0,66 0,26
C (Controle) 0,58° 0,60 0,30

** Teste de Kruskal-Wallis, letras diferentes (dos numeros acima das
medianas) indicam diferencas estatisticamente significantes pelo teste de
Dunn.

Segundo o teste de mdultiplas comparacdes observou-se a distincdo de dois
subgrupos:

O grupo sem fator de crescimento epitelial sem fasciotomia (SFCESF) e o
grupo sem fator de crescimento epitelial com fasciotomia (SFCECF), séo
semelhantes entre si e com menores valores do volume do testiculo direito;

O grupo com fator de crescimento epitelial topico e sistémico sem fasciotomia
(CFCETOSSF) e o grupo com fasciotomia (CFCETOSCF) sdo semelhantes

entre si e com maiores valores do volume do testiculo direito. Os valores foram

semelhantes aos animais do grupo controle (C).
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Tabela 6 — Descri¢do do volume (cm®) do testiculo direito em ratos Wistar, nos
grupos sem fator de crescimento epitelial e com fator de crescimento epitelial

sistémico; sem fasciotomia, com fasciotomia e no grupo controle.

Grupos Mediana  Média 223\;%% p-valor
SFCESF 0,124 0,14 0,10
SFCECF 0,15% 0,13 0,06
CFCESSF 0,60° 0,68 0,33 0,000*
CFCESCF 0,798 0,71 0,27
C (Controle) 0,58° 0,60 0,30

** Teste de Kruskal-Wallis, letras diferentes indicam (acima das medianas)
indicam diferencas estatisticamente significantes pelo teste de Dunn.

Segundo o teste de multiplas comparacgdes pode-se diferenciar dois subgrupos:
O grupo sem fator de crescimento epitelial sem fasciotomia (SFCESF) e o
grupo sem fator de crescimento epitelial com fasciotomia (SFCECF) sé&o
semelhantes entre si e com menores valores do volume do testiculo direito;

O grupo com fator de crescimento epitelial sistémico sem fasciotomia
(CFCESSF), grupo com fator de crescimento epitelial sistémico com
fasciotomia (CFCESCF) e o grupo controle (C) sdo semelhantes entre si e com

maiores valores do volume do testiculo direito.
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4.3.4 Volume testicular esquerdo

Observou-se que os grupos sem fator de crescimento epitelial sem fasciotomia
e com fasciotomia foram os grupos de menores valores de volume do testiculo
esquerdo. Os grupos com fator de crescimento epitelial topico e sistémico sem
fasciotomia e com fasciotomia apresentaram volumes maiores que 0S grupos
gue ndo receberam o fator de crescimento; e 0s grupos com fator de
crescimento epitelial sisttmico, sem e com fasciotomia apresentaram volumes

dos testiculos esquerdos semelhantes aos animais do grupo controle.
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Tabela 7 — Descricdo do volume (cm®) do testiculo esquerdo de ratos Wistar,
nos grupos sem fator de crescimento epitelial e com fator de crescimento

epitelial topico e sistémico; sem fasciotomia, com fasciotomia e no grupo

controle.
Grupos Mediana  Média 223\;%% p-valor
SFCESF 0,23% 0,22 0,10
SFCECF 0,35° 0,47 0,35
CFCETOSSF 0,69°¢ 0,67 0,15 0,001*
CFCETOSCF 0,69°¢ 0,67 0,21
C (Controle) 0,74°¢ 0,79 0,33

*Teste de Kruskal-Wallis, letras diferentes (acima dos niumeros das medianas)
indicam diferencas estatisticamente significantes pelo teste de Dunn.

Segundo o teste de multiplas comparacgdes, observou-se que:

O grupo sem fator de crescimento epitelial e sem fasciotomia (SFCESF) e o
grupo sem fator de crescimento epitelial com fasciotomia testicular
descompressiva (SFCECF) apresentaram os menores volumes do testiculo
esquerdo, sendo que este Ultimo grupo apresentou volume testicular maior.
Os grupos com fator de crescimento epitelial tOpico e sistémico sem
fasciotomia (CFCETOSSF), com fator de crescimento epitelial topico e
sistémico com fasciotomia testicular descompressiva (CFCETOSCF) e o grupo
controle (C) sdo semelhantes entre si e apresentaram maiores volumes do

testiculo esquerdo.
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Tabela 8 — Descricdo do volume (cm®) do testiculo esquerdo em ratos Wistar,
nos grupos sem fator de crescimento epitelial e com fator de crescimento

epitelial sistémico; sem fasciotomia, com fasciotomia e no grupo controle.

Grupos Mediana  Média 223\;%% p-valor
SFCESF 0,23% 0,22 0,10
SFCECF 0,35° 0,47 0,35
CFCESSF 1,03°€ 0,99 0,22 0,000*
CFCESCF 0,88¢ 1,00 0,34
C (Controle) 0,74°¢ 0,79 0,33

** Teste de Kruskal-Wallis, letras diferentes indicam diferengas estatisticamente
significantes pelo teste de Dunn.

Segundo teste de multiplas comparages observou-se que:

O grupo sem fator de crescimento epitelial e sem fasciotomia (SFCESF) e o
grupo sem fator de crescimento epitelial sisttmico com fasciotomia testicular
descompressiva (SFCECF) tiveram os menores volumes do testiculo esquerdo.
Os grupos com fator de crescimento epitelial sistémico sem fasciotomia
(CFCESSF), com fator de crescimento epitelial sisttmico com fasciotomia
(CFCESCEF) e o grupo controle (C) foram semelhantes entre si e apresentaram

maiores volumes do testiculo esquerdo.
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4.4 Avaliacéo histopatoldgica quantitativa dos testiculos esquerdos

Tabela 9 — Descricdo do diametro tubular (um) do testiculo esquerdo em ratos

Wistar, nos grupos sem fator de crescimento epitelial e com fator de

crescimento epitelial topico e sistémico; sem fasciotomia, com fasciotomia e no

grupo controle.

Desvio-

Grupos Mediana  Média padréo p-valor
SFCESF 191,38 202,1 10,81
SFCECF 196,76 200,52 11,42
CFCETOSSF 174,92 181,62 11,86 0,082*
CFCETOSCF 200,48 207,2 15,60
C (Controle) 200,16 203,7 6,04

N&o foi observada diferenca estatisticamente

guanto ao diametro do testiculo esquerdo.

significante entre os grupos
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Tabela 10 — Descri¢cdo do didametro tubular (um) do testiculo esquerdo em ratos
Wistar, nos grupos sem fator de crescimento epitelial e com fator de

crescimento epitelial sistémico; sem fasciotomia, com fasciotomia e no grupo

controle.
Grupos Mediana  Média E;ZZ\::%' p-valor
SFCESF 191,38 202,1 10,81
SFCECF 196,76 200,52 11,42
CFCESSF 210,86 209,44 8,88 0,738*
CFCESCF 200,88 212,62 14,03
C (Controle) 200,16 203,7 6,04

N&o foi observada diferenca estatisticamente significante entre os grupos em

relacéo ao diametro tubular do testiculo esquerdo.
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Tabela 11 — Descricdo da altura do epitélio seminifero (um) em testiculo
esquerdo em ratos Wistar, nos grupos sem fator de crescimento epitelial e com
fator de crescimento epitelial topico e sistémico; sem fasciotomia, com

fasciotomia e no grupo controle.

Grupos Mediana  Média E;ZZ\:%% p-valor
SFCESF 34,26 35,65 4,08
SFCECF 37,32 37,43 5,50
CFCETOSSF 31,42 32,45 4,15 0,258*
CFCETOSCF 33,38 34,54 5,35
C (Controle) 34,65 34,39 1,81

Nao foi observada diferenca estatisticamente significante entre os grupos

guanto a altura do epitélio seminifero do testiculo esquerdo.
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Tabela 12 — Descricdo da altura do epitélio seminifero (um) no testiculo
esquerdo de ratos Wistar sem fator de crescimento epitelial e com fator de

crescimento epitelial sistémico; sem fasciotomia, com fasciotomia e no grupo

controle.
Grupos Mediana  Média E;ZZ\:%% p-valor
SFCESF 34,26 35,65 4,08
SFCECF 37,32 37,43 5,50
CFCESSF 35,48 35,62 3,33 0,624*
CFCESCF 34,30 35,17 3,78
C (Controle) 34,65 34,39 1,81

N&ao foi observada diferenca estatisticamente significante entre os grupos

guanto a altura do epitélio seminifero do testiculo esquerdo.
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4.5 Graduacao histopatologica dos testiculos direitos

Tabela 13 — Descri¢cao do “Escore de Johnsen” de testiculos direitos de ratos
Wistar, nos grupos sem fator de crescimento epitelial e com fator de
crescimento epitelial topico e sistémico; sem fasciotomia, com fasciotomia e no

grupo controle.

Grupos Mediana Média  2eSVIO- p-valor
padréo
SFCESF 1,00" 2,51 3,20
SFCECF 1,554 3,76 3,44
CFCETOSSF 2,134 2,41 1,23 0,000*
CFCETOSCF 1,894 2,60 2,09
C (Controle) 10,00° 10,00 0,01

** Teste de Kruskal-Wallis, letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significantes pelo teste de Dunn.

Segundo o teste de multiplas comparacfes observou-se que:

Os grupos com fator de crescimento epitelial topico e sistémico sem
fasciotomia (CFCETOSSF) e com fasciotomia (CFCETOSCF) apresentaram
menores meédias de graduacdo histopatologica quando comparados aos
animais que nao receberam o fator de crescimento epitelial sem fasciotomia
(SFCESF) e com fasciotomia (SFCECF). (figuras 3B e 3C).

Entre os grupos com fator de crescimento epitelial topico e sistémico, o0 grupo
sem fasciotomia (CFCETOSSF) apresentou média mais baixa que o grupo com
fasciotomia (CFCETOSCF) (figuras 4A e 4B). Entre estes grupos estudados
nao houve diferenca estatisticamente significante, porém todos eles tiveram

média menor que a do grupo controle (C) (figura 3A).
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Tabela 14 — Descri¢éo do “Escore de Johnsen” de testiculos direitos de
ratos Wistar, nos grupos sem fator de crescimento epitelial e com fator de

crescimento epitelial sistémico; sem fasciotomia, com fasciotomia e no grupo

controle.
Grupos Mediana  Média 223\;%% p-valor
SFCESF 1,00% 2,51 3,20
SFCECF 1,554 3,76 3,44
CFCESSF 3,304 4,12 3,04 0,000*
CFCESCF 8,445 7,54 2,71
C (Controle) 10,00 © 10,00 0,01

** Teste de Kruskal-Wallis, letras diferentes indicam diferengas estatisticamente
significantes pelo teste de Dunn.

Segundo o teste de multiplas comparagdes observou-se que:

Os grupos sem fator de crescimento epitelial sem fasciotomia (SFECSF) e o
grupo com fasciotomia (SFCECF) apresentaram o0s menores indices de
graduacéo histopatologica, sendo o primeiro grupo, o de menor graduacao em
relacéo a todos os outros quatro; porém sem diferenca significante.

O grupo com fator de crescimento epitelial sistémico com fasciotomia
(CFCESCEF) foi o que apresentou o maior indice de graduacéo histopatologica
em relacdo a todos os outros e 0 que mais se aproximou do grupo controle (C),

com diferenca estatisticamente significante.
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Tabela 15 — Descri¢éo do “Escore de Johnsen” de testiculos direitos de
ratos Wistar, nos grupos sem fator de crescimento epitelial, com fator de
crescimento epitelial tépico e sistémico, com fator de crescimento epitelial

sistémico; sem fasciotomia, com fasciotomia e no grupo controle.

Grupos Mediana  Média 223\;%% p-valor
SFCESF 1,004 2,51 3,20
SFCECF 1,554 3,76 3,44
CFCETOSSF 2,134 2,41 1,23
CFCETOSCF 1,894 2,60 2,09 0,000*
CFCESSF 3,30% 4,12 3,04
CFCESCF 8,445 7,54 2,71
C (Controle) 10,00 © 10,00 0,01

** Teste de Kruskal-Wallis, letras diferentes indicam diferengas estatisticamente
significantes pelo teste de Dunn.

Segundo o teste de multiplas comparacgdes, podemos dizer que:

Os grupos com fator de crescimento epitelial topico e sistémico sem

fasciotomia (CFCETOSSF) e com fasciotomia testicular descompressiva

(CFCETOSCF) apresentaram baixos indices de graduacéo histopatoldgica.

O grupo sem fator de crescimento epitelial com fasciotomia (SFCECF)

apresentou média de graduacdo histopatolégica maior que 0Ss grupos

supracitados e o grupo sem fator de crescimento epitelial e sem fasciotomia

(SFCESF).

Os grupos com fator de crescimento epitelial sistémico foram os de melhores

indices histopatolégicos quando comparados a todos os outros, sendo que o

grupo com fator de crescimento epitelial e com fasciotomia testicular

descompressiva (CFCESCF) apresentou o mais alto indice e 0 mais proximo

dos animais do grupo controle (C) (figura 5A, 5B e 5C).
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4.6 Graduacdo histopatologica dos testiculos esquerdos

A média da graduacédo histologica de Johnsen para os testiculos esquerdos
dos animais foi de 9,8, sem diferenga significante entre os grupos. Foram
avaliados também os diametros tubulares e altura do epitélio seminifero. Nao

houve diferenca significante das variaveis em nenhum dos grupos avaliados.

4.7 Avaliacdo grupo Gelfoam® (G)

4.7.1 ldade e peso dos animais:

Os animais do grupo Gelfoam® tinham 70 dias de vida. A média de peso entre

os animais foi de 232,5 na primeira operacao e de 284,5 na segunda operacao.
4.7.2 Peso dos testiculos

A média de peso dos testiculos direitos foi de 0,865 gramas e dos testiculos

esquerdos de 2,0 gramas
4.7.3 Volume dos testiculos:

A média de volume dos testiculos direitos foi de 399,1 cm > e a média de

volume dos testiculos esquerdos foi de 920,9 cm®.
4.7.4 Avaliacdo histopatoldgica dos testiculos esquerdos:

A média dos diametros dos tubulos seminiferos foi de 183,14 um e a média da
altura do epitélio seminifero foi de 31,43 um. A graduacdo histologica pelo

escore de Johnsen teve média de 9,75.
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4.7.5 Avaliacdo histopatoldgica dos testiculos direitos:

Na classificacdo histopatolégica dos testiculos direitos a média foi de 2,75

pelo escore de Johnsen. (Figura 4C).

Figura 3. Fotomicrografia do parénquima testicular de ratos Wistar adultos

evidenciando o aspecto da espermatogénese ap0s 21 dias da destorcao do
cordao espermatico. Assim, observe em A (grupo controle) tibulos seminiferos
preservados e a espermatogénese completa (grau 10). No grupo sem fator de
crescimento epitelial e sem fasciotomia (B), auséncia de espermatides e
preservacdo das espermatogdnias e espermatocitos (grau 5). Tubulos com
vacuolizacéo celular e tubulos com presenca de espermatides arredondadas e
alongadas (grau 6) foram identificados no parénquima testicular de animais do
grupo sem fator de crescimento epitelial com fasciotomia testicular

descompressiva (C).

Barras = 140 um. Coloracéo azul de toluidina. Classificagdo de Johnsen.



Figura 4. Fotomicrografias do parénquima testicular de ratos Wistar adultos 21

dias apGs passarem pelos procedimentos de torcdo e destorcdo do cordao
espermatico. Em A, observe a auséncia de células germinativas e de Sertoli
nos tubulos seminiferos dos animais tratados com fator de crescimento epitelial
topico e sistémico sem fasciotomia testicular descompressiva (graul). A
realizacdo da fasciotomia descompressiva nos animais tratados topico e via
sistémica com o fator de crescimento epitelial (B), parece melhorar o ambiente
intratesticular, uma vez que apesar do infiltrado inflamatério presente no
compartimento intertubular, espermatogénias foram observadas nos tubulos
seminiferos (grau3). Conforme pode ser verificada em C, a aplicacdo do
gelfoan sobre o testiculo de ratos que nao foram submetidos a torcéao testicular
resultou em infiltrado linfocitico, com arquitetura tubular obliterada e auséncia

de células germinativas e de Sertoli (graul).

Barra 140um. Coloracéo azul de toluidina. Classificacdo de Johnsen.
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Figura 5. Fotomicrografias do parénquima testicular de ratos Wistar adultos
submetidos ou ndo aos procedimentos de torcdo e destorcdo do cordao
espermatico. Em A (grupo controle sem tor¢cdo) observe espermatogénese
completa, onde todos os elementos somaticos e germinativos estao
preservados (graulO). A aplicacdo via sistémica do fator de crescimento
epitelial sem fasciotomia resultou na satisfatéria recuperacdo da
espermatogénese, uma vez que 0s espermatozoides estavam presentes na luz
tubular (grau 8). Entretanto, a associacdo da fasciotomia descompressiva
melhorou a eficiéncia do tratamento por via sisttmica com o fator de
crescimento epitelial conforme pode ser constatado pela presenca de
espermatozoides (C). Apesar da leve obliteracdo do lumen, este grupo recebeu

classificacao grau 9, segundo critério de Johnsen.

Barra= 140 um. Coloracao azul de toluidina. Classificacdo de Johnsen.
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5 DISCUSSAO
5.1 Modelo Experimental

O testiculo produz gametas maduros por meio de um complexo processo de
proliferacdo e diferenciacdo das células tronco germinativas, modulado por um
sistema regulatorio enddcrino e paracrino. O testiculo humano € um conhecido
alvo de lesdes resultantes de enfermidades congénitas e adquiridas ** O
estudo da torcao do funiculo espermatico em humanos é complexo devido a
ampla variabilidade com relacdo a idade de manifestacdo, tempo, grau de
torcéo e sucesso do tratamento operatorio. Impde-se, portanto, a necessidade
de modelos experimentais, nos quais € possivel empregar procedimentos que
visam reduzir ou evitar lesdes histolégicas testiculares. > O rato é o modelo
experimental mais utilizado na avaliacdo do testiculo. Optou-se pelo Wistar por
se tratar de um animal de facil manejo e com volume testicular semelhante ao

de outros animais de maior porte.

A puberdade é definida como a idade em que o macho é capaz de reproducéo.
Ratos com idade inferior a 45 dias sdo considerados prepuberes e néo
apresentam a espermatogénese completa. “** Ratos s&o normalmente férteis
e capazes de copular com fémeas quando atingem a idade de 70, 80 dias. *
Com fins experimentais de reproduzir as caracteristicas mais frequentes da
torcdo do corddo espermatico do ser humano, o presente estudo empregou
ratos considerados jovens. Foram utilizados animais com idade entre 60 e 70

dias, periodo que corresponderia a fase de adolescéncia humana.

Segundo Robb e colaboradores, 1978, a maturidade sexual ocorre quando o

macho atinge pela primeira vez a sua producgéo diaria maxima de sémen e isto
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nem sempre corresponde com o inicio da puberdade. Frequentemente ocorre
mais tardiamente. A orquiectomia foi realizada 21 dias apés a operacdo de
torcdo do corddo espermatico, época em que 0S animais apresentavam meédia
de idade de 85 dias, periodo em que ja se encontram préximo da sua
maturidade sexual, o que nos permitiu uma avaliacdo da sua capacidade

reprodutiva. Ratos com idade superior a 120 dias sdo considerados adultos. **

Diversas sdo as vias de acesso descritas para abordagem do testiculo de
ratos: incisdo paramediana®, abdominoescrotal, ilioinguinal *°. A laparotomia
mediana foi usada por Turner. *® No presente estudo foi realizado o acesso
transescrotal pelo menor risco de morbidade, preservacdo da cavidade

peritoneal e rapida abordagem ao 6rgéo. >*

Alguns autores liberam as aderéncias epididimo testiculares, com o intuito de
provocar a torcéo isolada do 6rgdo. ***’ Optou-se pela torcdo em conjunto com
0 epididimo, forma mais comumente encontrada na pratica médica. O
gubernaculo, no entanto, foi seccionado para permitir maior mobilidade durante
a torcdo de 720° e eliminar possiveis circulagdes colaterais. '® A rotacéo
efetuada foi no sentido medial, visto que este tipo de torcdo ocorre em até dois

tercos dos casos encontrados em pacientes. *

Dois modelos de oclus&o vascular testicular tém sido tradicionalmente descritos
no estudo da torcdo do corddo espermatico, a ligadura e o clampeamento dos
seus elementos. Considerando-se a fisiopatologia da torcdo testicular em
humanos, em quem o comprometimento da circulacdo venosa ocorre antes do

comprometimento da circulagéo arterial, optou-se, nesta pesquisa, pela tor¢éao
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em detrimento ao clampeamento, que acarreta oclusdo mais completa, porém

de forma mais abrupta. > > &

Segundo Turner e Wilson *°, em trabalhos experimentais, a torcdo de 180° do
funiculo espermatico de ratos ndo produz alteragBes vasculares visiveis,
mesmo em tor¢des com duracdo de duas horas. A torcdo de 360° produz um
moderado efeito isquémico, mas ainda com algum fluxo vascular presente.
Aumentando o grau de torcéo para 720°, ocorre a oclusédo completa do fluxo
sanguineo testicular. A diminuicdo do fluxo sanguineo com a torcéo de 720° se
torna mais acentuada quanto maior € o tempo de permanéncia de torcéo,
sendo que a vasomotricidade é eliminada durante a manutengdo da mesma.
Com o intuito de provocar alteragdes vasculares semelhantes, realizamos a

torcdo de 720° no atual estudo.

InvestigacBes sobre a isquemia testicular induzida por ligadura arterial em ratos
demonstraram que periodos crescentes de isquemia, desde minutos até horas,
resultam em danos progressivos para o testiculo, com efeitos a longo prazo na
espermatogénese, mesmo apos uma hora de isquemia. Como previsto,
guanto maior o tempo de duracdo da torcdo, maior a gravidade do dano
testicular. *®* A maioria dos trabalhos mostrou leséo testicular com periodo de
torcéo variando entre uma e quatro horas. ** Animais submetidos & torcdo por
um periodo de quatro horas apresentaram retorno do fluxo sanguineo ao
testiculo ap6s a operacédo de destorcdo do corddo. Como tempos maiores de
torcdo poderia levar ao infarto completo do 6rgao dificultando o estudo da leséo
do tipo isquemia reperfusdo, neste experimento manteve-se o cordao

espermatico torcido por um periodo de quatro horas. ***°
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5.2 Tratamento da Lesao Isquemia / Reperfusao

Utilizando microesferas radioativas, Turner e Brown (em 1993) mediram o fluxo
sanguineo testicular de animais submetidos & torcdo de 720° do cord&o
espermatico por um periodo de uma hora. As medidas foram feitas durante a
torcdo e com quatro e 24 horas; dois, sete, 15 e 30 dias apdés o reparo. O fluxo
testicular ipsilateral estava reduzido em 94% durante o periodo de torcdo; mas
este mesmo fluxo ndo apresentou valores com diferengcas significativas,
guando comparado com o fluxo do grupo controle e do testiculo contralateral
em quatro e 24 horas apos o reparo da torcdo. O aumento do tempo de torcéo
para duas e quatro horas nao impediu o retorno deste fluxo ao testiculo em
mensuracdes realizadas apos 48 horas da destorcédo. Eles concluiram que se
nao houver o infarto testicular, o fluxo testicular de ratos retorna ao normal
apos o reparo da torcéo, especulando que a leséo testicular ocorra durante o

periodo inicial da reperfusdo.

Durante o periodo de reperfuséo, superoxidos de anions, radicais hidroxilas,
peroxido de hidrogénio, e Oxido nitrico, as chamadas espécies reativas de
oxigénio sdo produzidas em excesso e levam ao estresse oxidativo. Estas
substancias causam danos celulares por meio da peroxidacdo lipidica da

X Em um estudo clinico

membrana celular e desnaturacdo proteica.
prospectivo, Kehinde e colaboradores, em 2003, conseguiram mensurar as
alteracdes bioquimicas séricas que ocorrem durante a reperfusdo. Eles
mediram o nivel de malondialdeido sérico, um marcador de danos provocados
por radicais livres, antes, 10 minutos, 30 minutos e 24 horas ap0s a destorcao.

O momento de maior elevacao foi apds 10 minutos de reperfusdo e 0 mesmo

retornou para niveis considerados basais apés 24 horas em todos os pacientes
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estudados. ** O malondialdeido tem sido usado como marcador bioquimico

agudo para determinar a extensao da lesao testicular.

Varias substancias antioxidantes sdo utilizadas em estudos experimentais com
0 intuito de minimizar a lesdo do tipo isquemia / reperfusdo da torcdo do
funiculo  espermatico:  N-acetilcisteina, taurina, trapidil, resveratrol,
metilpredinisolona, vasodilatadores periféricos como pentofilina e urapidil.
Unsal e colaboradores propuseram em 2004 o uso de propofol durante o
procedimento anestésico para destorcdo do corddo espermatico como
alternativa para atenuar a lesdo da reperfusdo. > Estes agentes sdo
geralmente usados aplicando-se apenas uma dose antes da reperfusao. Yurtcu
e colaboradores concluiram em 2009 que o0s tratamentos com agentes
antioxidantes usados com apenas uma dose sao eficazes apenas para torcoes
de uma a duas horas de duracdo e que para tor¢cdes mais prolongadas, séo

necessarias doses de manutencéo apés a destorcado. *°

Neste trabalho utilizou-se o fator de crescimento epitelial logo apds o reparo da
torcdo e mantendo-o por mais 48 horas, tempo suficiente para o retorno do
fluxo vascular a parametros anteriores a torcdo. Obteve-se resposta
satisfatoria, do ponto de vista histoldégico testicular com a administracédo

subcutanea do produto.

Trabalhos mais recentes tem utilizado antinflamatorios n&o hormonais,
inibidores da sintese da prostaglandina como alternativa de tratamento. O
diclofenaco sddico foi administrado via subcutdnea em ratos, em doses diarias,
24, 48 e 72 horas apoOs a destorcdo; e apesar de ndo provocar alteracées

significativas de padrédo histopatolégico, seu uso mostrou resultados benéficos
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a espermatogénese com a diminuicdo do indice de apoptose das células
germinativas dos animais estudados. ** Em outra publicacdo, Dokmeci e
colaboradores, (2007), utilizaram o ibuprofeno, por até sete dias apés a
destorcdo. Os animais tratados mostraram melhoras do padrdo histoldgico

estudado. >°
5.3 O Fator de Crescimento na Regeneracado Tecidual

Os fatores de crescimento tem um papel regulador nas agdes celulares de um
tecido em cicatrizacdo por meio de mecanismos autécrinos e paracrinos. Eles
sdo sintetizados por células envolvidas na cicatrizacdo, como plaquetas, e
macrofagos ativados. Uma variedade de feridas de animais e de pacientes
apresentou uma evolugdo favoravel com o tratamento utilizando-se estes
agentes. A regeneracao epitelial de lesdes por queimaduras de segundo grau
em porcos foi acelerada com a aplicacéo topica de FCE e fator de crescimento
transformador alfa. °® Em ratos, o fator de crescimento epitelial liberado através
de pastilhas, colocadas no tecido subcutaneo, aumentou a extensdo do tecido
de granulacdo no sétimo dia de cicatrizacdo, com aumento da
neovascularizacdo, organizacao por fibroblastos a acumulo de colageno
quando comparado ao grupo placebo. >’ Em outro estudo experimental em
ratos diabéticos, apOs a injecdo diaria por sete dias de fator de crescimento
epitelial, foi observada uma diminuicAo das mudancas degenerativas no
pancreas provocadas pelo diabettes mellitus. °® Além disto, infusdes continuas
de fator de crescimento epitelial por 14 dias tiveram um efeito tréfico na
mucosa pancreatica e duodenal, sendo que a hiperplasia pareceu estar
relacionada a concentracdo tecidual do fator. *° Ratos submetidos a

insuficiéncia renal aguda pés- isquemia apresentaram regeneragdo do tecido
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renal ap6s administracdo do fator de crescimento epitelial, com retorno para
niveis normais de creatinina quatro dias antes dos outros animais que nao

receberam o FCE.

Na lesao testicular do tipo isquemia / reperfusdo, estes fatores também tem
sido utilizados para sua recuperacdo. Tunckiran e colaboradores, (2005),
avaliaram a eficacia do fator de crescimento endotelial vascular nos danos
histolégicos que ocorrem a longo prazo. Estes autores realizaram a injecdo do
fator de crescimento endotelial vascular intratesticular antes da destorcdo e
estes animais apresentaram a média do diametro de tabulos seminiferos e a
altura do epitélio maiores que o grupo que néo recebeu o fator. O indice de

apoptose também foi menor no grupo do fator de crescimento endotelial. ®

O FCE também é produzido em larga escala pelas glandulas salivares e a
ablacdo destas glandulas pode levar a uma grave diminuicdo da fertilidade. A
privacdo do fator de crescimento epitelial circulante pela sialoadenectomia
agrava a lesado testicular, principalmente do espermatocito, favorecendo a
apoptose de células germinativas e resultando no impedimento da
diferenciacdo meidtica ap6s o insulto do tipo isquemia / reperfusdo. .
Kurokawa e colaboradores, (2005), investigaram o efeito do FCE em
combinacdo com a orquidopexia em ratos com criptorquidia nos quais a
deterioracdo estava parcialmente irreversivel, através da perfuséo retrégrada
pela rede testicular. Os autores concluiram que embora a orquidopexia
recupere a espermatogénese, esta recuperacdo é limitada e que a

administracdo do FCE em combinagdo com o procedimento cirargico foi mais

efetiva que a operacéo de forma isolada®.
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No presente trabalho utilizou-se o fator de crescimento epitelial topico e
sistémico ( Anexo II) em um grupo e em outro grupo apenas via sistémica. No
grupo de animais que recebeu o fator de crescimento topico e sistémico houve
formacdo de grande processo inflamatério intratesticular, provavelmente
provocado pelo Gelfoam® colocado sobre o testiculo. Este mesmo processo
inflamatério foi observado nos testiculos dos animais nos quais o Gelfoam® foi
colocado sobre o testiculo sem torcdo e sem fator de crescimento epitelial.
Assim, 0o aumento do peso e volume testiculares apresentados por estes
animais pode ser decorréncia da presenca de fragmento de Gelfoam® nao
absorvido totalmente e do processo inflamatério adjacente, pois na graduacéo
histolégica de Johnsen houve grave comprometimento da espermatogénese
destes animais, que apresentaram baixos indices, quando comparados aos
grupos de animais que receberam o fator de crescimento epitelial por via
sisttmica. Os animais com fator de crescimento tépico e sistémico nao
apresentaram melhores indices mesmo com a realizacdo da fasciotomia
testicular descompressiva associada. Observou-se uma arquitetura tubular

completamente obliterada, substituida por infiltrado histiocitico e linfocitico.
5.4 O Gelfoam®

O Gelfoam® tem sido utilizado como veiculo para o fator de crescimento
epitelial no reparo de perfuracdes crbnicas e subagudas da membrana
timpanica em chinchilas. Lee e colaboradores, em 1994, aplicaram o fator de
crescimento epitelial ao Gelfoam® depositado na membrana. O fechamento
completo da perfuracdo ocorreu em 80% dos animais tratados, e em 20% dos
nao tratados. Apdés seguimento de nove meses, as membranas timpanicas

tratadas estavam todas histologicamente normais. > Em outro estudo, também
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com chinchilas, foi feita uma andlise da acao do fator de crescimento epitelial e
em associacao com a pentoxilfilina sobre a perfuracdo subaguda da membrana
timpanica. Também foi utilizada uma esponja de Gelfoam® na superficie
residual da membrana timpéanica onde foi instilado o fator de crescimento
epitelial em intervalos de 72 horas por um periodo de 10 dias, quando entéo a
esponja foi retirada. No grupo da associacdao com a pentoxilfilina, a mesma foi
administrada via oral a cada 12 horas pelo mesmo periodo de 10 dias.
Diferengas significativas foram encontradas entre os grupos. O fator de
crescimento promoveu a cicatrizacdo ao contrario da pentoxilfilina. Além disso,
a combinacédo da pentoxilfilina e o fator de crescimento epitelial ndo mostrou

efeito sinérgico na cicatrizagéo destas perfuracdes subagudas. *

Uguralp e colaboradores, em 2004, em um trabalho experimental, avaliaram os
efeitos da administracdo tépica do fator de crescimento epitelial na recuperacéo
do tecido testicular bilateral apos torcdo por um periodo de quatro horas e
destorcdo unilateral. O fator era aplicado sobre um filme de gelatina que
envolvia ambos os testiculos por um periodo de sete e de 21 dias; quando
entdo os testiculos eram removidos. Tanto na avaliacdo histolégica como na
bioquimica, os grupos de animais que receberam o fator de crescimento

epitelial apresentaram melhores indices. *’

No presente trabalho aplicou-se o fator de crescimento topico, pois a sua
aplicabilidade seria mais acessivel que a via sistémica, mas em decorréncia da
reacdo inflamatoria do tipo corpo estranho, estes testiculos evoluiram para a
hipotrofia. Neste trabalho, os animais que receberam o fator de crescimento
sistémico apresentaram peso e volume testiculares semelhantes aos animais

do grupo controle, sendo que esta semelhanca foi mais significativa no grupo
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de animais com fator de crescimento epitelial sistémico e fasciotomia testicular
descompressiva. Quanto a graduacgdo histoldgica, os maiores indices foram
observados no grupo de aplicacao sistémica, quando comparados aos demais
grupos, e mais uma vez houve predominancia do grupo com fasciotomia

associada.
5.5 Comprometimento do Testiculo Contralateral

Diversos trabalhos experimentais sobre a tor¢do do corddo espermatico em
ratos, coelhos e porcos demonstram controvérsias quanto a evidéncias de
dano testicular contralateral. > ** >%* As causas de alteracdes patoldgicas das
analises espermaticas e a diminuicdo da fertilidade apds a tor¢cao unilateral
permanecem obscuras. Efeitos a longo prazo também tém sido observados em
pacientes adultos como a reducdo da fertlidade e alteragcbes da
espermatogénese, 0 que parece indicar que diversos mecanismos estao
envolvidos. A displasia pré- existente no testiculo contralateral pode explicar
estes disturbios. Outros postulam mecanismos autoimunes, desencadeados
pela quebra da barreira hematotesticular, secundaria ao dano isquémico,
levando & exposicdo a materiais antigénicos e formacéo de anticorpos contra
elementos testiculares. Outra teoria sugere uma vasoconstriccdo reflexa nos
vasos do testiculo contralateral mediada por nervos simpaticos. Este reflexo

causaria hipoxia testicular bilateral e seus danos subsequentes. ®

Estudos feitos para avaliar concentracbes plasmaticas de testosterona
demonstraram que a torcdo que leva ao comprometimento da
espermatogénese em ratos também leva a uma significativa reducdo do

androgénio testicular a longo prazo. ®®®” Muitos estudos tem demonstrado que
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a inibina B sérica reflete a funcdo das células de Sertoli e o estado da
espermatogénese. Relatos recentes avaliaram o dano testicular contralateral
por meio da dosagem da inibina B sérica. Em um estudo experimental, no
grupo de animais submetidos a destor¢do testicular foi observada uma
diminuicdo da inibina B sérica colhida 30 dias apds a operacdo de reperfusao.
Estes animais apresentaram graves alteracdes histopatoldgicas do testiculo
ipsilateral, mas ndo no contralateral. Em todos os grupos os testiculos
contralaterais estavam normais, segundo o critério de Johnsen. ® Como
marcador das células de Sertoli, a inibina B tem alta sensibilidade como
parametro de avaliacdo da subfertiidade em pacientes portadores de
varicocele. Também tem sido correlacionada ao volume testicular e a producao
de testosterona, o que leva a crer que assim como dados histopatoldgicos, a

sua dosagem se faz necessaria para avaliacdo da funcdo endocrina dos

testiculos pos-torcdo. *°

A maioria dos trabalhos avalia a funcdo exdcrina testicular como referéncia
para o comprometimento contralateral. Consentino e colaboradores, (1984),
determinaram os efeitos de varias duracdes de torcdo de 720° do cord&o
espermatico em 60 ratos prépuberes. Ocorreu uma diminuicdo do diametro dos
tubulos seminiferos no testiculo contralateral relacionado a duracdo da torcao.
Além disto, todos os animais submetidos a tor¢cao e subsequente orquiectomia
permaneceram férteis, independente do tempo de tor¢do. Eles sugeriram que
este efeito deletério poder ser minimizado se o testiculo danificado for removido
ao invés de destorcido e preservado. ®° Kosar e colaboradores, (1997), também
indicaram a orquiectomia com a mesma finalidade de limitar danos

histopatolégicos do testiculo contralateral. Eles encontraram diminuicdo do
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volume testicular, e diminuicdo do didmetro do tdbulo seminifero da gbnada
contralateral. "° Achados semelhantes também foram encontrados em coelhos
por Aydin e colaboradores em 1977. ® Eles utilizaram animais adultos para os

estudos.

No presente trabalho foram utilizados animais jovens, o que é mais compativel
com a idade de tor¢cdo do corddo espermatico encontrada em humanos e nao
foram encontradas alteracdes macroscopicas ou mesmo histopatolégicas nos
testiculos contralaterais a tor¢cdo. Todos o0s animais dos diversos grupos
apresentaram peso, volume testicular e parametros histologicos como diametro
do tubulo e altura do epitélio seminifero com valores semelhantes aos animais
do grupo controle, independente do grau de lesédo do testiculo ipsilateral da
torcdo. Achados semelhantes também foram encontrados por Becker e Turner.
Eles sugeriram que haveria diferencas entre os testiculos de animais puberes e
animais adultos e suas respostas a torcdo. Eles compararam animais jovens e
adultos submetidos a torcdes de 360° e 720° por periodos de uma, duas e
quatro horas. Avaliaram o0 peso testicular, dados histolégicos e producdo
espermatica diaria média de ambos os testiculos. Nos animais adultos,
independente do tempo de torcdo, ocorreu uma diminuicdo significativa do
volume do testiculo ipsilateral apds 30 dias de torcdo. Foram alteradas também
as funcbes exdcrinas e endocrinas. Os animais jovens necessitaram de maior
tempo de torcdo para que estas mesmas alteracdes fossem encontradas no
testiculo ipsilateral. Torcdo de 360° ndo produziu dano testicular para o animal

jovem ou adulto. Os testiculos contralaterais ndo foram afetados independentes

do grau e da duracdo da torcdo.
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Saba e colaboradores, (1997) dosaram o0s niveis de antioxidantes nos
testiculos de ratos submetidos a tor¢cédo por periodos de uma e duas horas. Os
niveis destas substancias diminuiram no testiculo ipsilateral, mas ndo no

contralateral & tor¢éo indicando a auséncia do seu comprometimento. *°

Com o objetivo de determinar se a torgdo testicular causa efeitos tardios sobre
a espermatogénese do testiculo contralateral e se a orquiepididimectomia do
testiculo torcido poderia preveni-los, Lorenzini e colaboradores, (2012),
avaliaram o peso testicular, o didmetro do tdbulo seminifero e o escore de
Johnsen, além da contagem de células germinativas especificas: espermatides
arredondadas, e espermatocitos paquitenos por tubulo seminifero, avaliados
nos estagios VII e VIII do ciclo do epitélio seminifero. O tempo de seguimento
foi de 90 dias. Eles demonstraram que a torcao testicular ndo causou nenhum
efeito tardio no testiculo contralateral e que a orquiepididimectomia no testiculo
torcido ndo é necessaria como metodo de prevenir supostas alteracfes na

espermatogénese contralateral. "

No atual estudo ndo se encontrou diferencas estatisticamente significantes em
relacdo ao peso testicular e houve pequena diferenca quanto ao volume
testicular. Os animais que apresentaram maiores volumes foram os que
receberam o fator de crescimento epitelial. No entanto, esta diferenca
encontrada no volume testicular ndo condiz com os achados histopatoldgicos,
pois ndo houve diferenca significante na média do diametro, altura do epitélio e
graduacao histopatoldgica cuja média foi de 9,8 na graduacdo de Johnsen.
Portanto, ndo houve comprometimento do testiculo contralateral. Investigacfes
experimentais adicionais se fazem necessarias para avaliar a dinamica do fluxo

sanguineo do testiculo contralateral a tor¢ao.
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5.6 Fasciotomia Testicular Descompressiva

Recentemente, realizamos trabalho experimental para avaliacdo da efetividade
da fasciotomia descompressiva com rotacdo do retalho da tlnica vaginal, em
periodos de torcdo de seis e 12 horas, com determinacdo do peso, volume
testicular e alteracdes histologicas. Ndo se observaram diferencas significativas
dos parédmetros avaliados entre o grupo sem e com fasciotomia apés seis
horas de torgcdo. Por outro lado, no grupo de torcdo de 12 horas, em que 0s
animais foram submetidos a fasciotomia, o peso e volume testicular foram

maiores, assim como alteracdes histoldgicas favoraveis foram observadas. **

Uma avaliacdo morfologica e da microcirculacdo de ratos submetidos a torcéo
e destor¢cdo do cordao espermatico com capsulotomia foi descrita por J6zsa e
colaboradores, 2016. Eles realizaram a tor¢ao bilateral, por um periodo de duas
horas com resseccgédo dos testiculos no oitavo dia de pds-operatério. Areas de
necrose foram encontradas em ambos o0s grupos. No entanto, apesar de nao
encontrar diferencas significativas na média do padrdo histologico dos
testiculos, nos animais com fasciotomia e rotacdo do retalho da tunica vaginal,
as células de Sertoli e as espermatogdnias apresentavam maior integridade e

escores histolégicos individuais maiores. "

Neste trabalho, os animais sem fator de crescimento epitelial com fasciotomia
descompressiva apresentaram melhores indices de avaliagdo tanto
macroscopicos quanto histolégicos quando comparados ao grupo sem
fasciotomia. Naqueles animais com fator de crescimento epitelial topico e
sistémico, em decorréncia do processo inflamatério desencadeado, 0os pesos e

volumes foram maiores que o0s animais do grupo controle, mas sem
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correspondéncia em relacdo a graduacgdo histoldgica de Johnsen. Este foi o
segundo grupo de pior classificacéo. Por outro lado, os animais que receberam
o fator de crescimento epitelial sisttmico em associacdo com a fasciotomia
testicular descompressiva foram o0s que apresentaram peso e volume
testiculares mais proximos dos valores do grupo controle e com graduagéao
histolégica de Johnsen maior que todos 0s outros grupos, com excecao do
grupo controle. Isto confirma o papel da sindrome compartimental na

fisiopatologia das alteracdes testiculares.

Este foi o primeiro estudo experimental em que se associou no tratamento da
sindrome compartimental testicular, a destor¢cdo do corddo, fasciotomia
descompressiva e substancia antioxidante para a recuperacao testicular.
Embora a fasciotomia melhore a espermatogénese, esta melhora se torna mais
efetiva quando em associacdo com o fator de crescimento epitelial sistémico, o
gue corrobora a benéfica associacdo de tratamento antioxidante na lesdo do
tipo isquemia / reperfusdo apos a torcdo do cordéo espermatico. O tratamento
com o fator de crescimento epitelial sisttmico e a fasciotomia testicular
descompressiva teve um efeito sinérgico sobre o processo de recuperacao do

dano testicular.
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5.7 Limitagdes do Estudo

Em relacdo ao método, o tempo de observacao curto, periodo de 21 dias, limita
a avaliacdo das repercussdes do testiculo contralateral a lesdo ap6s um ciclo

completo de espermatogénese do rato.

A avaliacdo do peso testicular poderia ter sido mais especifica, com a retirada
do peso da camada albuginea. Assim como o volume poderia ter sido o volume
liquido do mesmo, o que nado foi possivel em virtude do grave processo

inflamatério de alguns testiculos.
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6 PERSPECTIVAS:

Baseado no modelo experimental proposto pelo presente trabalho, novas
investigacbes podem ser realizadas. Pesquisas adicionais sdo necessarias
para melhor definir o papel do fator de crescimento epitelial e sua associagéo
com a fasciotomia testicular descompressiva na lesdo do tipo isquemia
reperfusdo testicular ou mesmo em outros 6rgdos. A mensuracao do grau de
apoptose das células germinativas apés o uso do fator de crescimento epitelial
no reparo da torcdo testicular € importante. Atualmente estamos
desenvolvendo este trabalho. Além disso, pode-se fazer o estudo quantitativo

da populacdo celular em um determinado estagio do ciclo do epitélio

seminifero.

Pesquisas com indicadores bioquimicos sensiveis para a lesao testicular, como
o malondialdeido e glutationa podem ser realizadas para determinar o
momento preciso além do qual as alteragcbes testiculares se tornam

irreversiveis e verificar a aplicabilidade da fasciotomia e FCE.

Estudar o receptor do FCE e aperfeicoar veiculos para o uso efetivo do fator de
crescimento topico em feridas sdo projetos de pesquisa que podem ser

desenvolvidos.
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7 CONCLUSOES:

1-

N&o se pode concluir sobre o efeito da aplicacdo topica do fator de
crescimento epitelial sobre testiculo com o Gelfoam®. O Gelfoam® causou
efeitos deletérios no testiculo submetido a tor¢cdo e destorcdo do cordao
espermatico. A aplicacdo sistémica do fator de crescimento epitelial
produziu um efeito protetor na lesdo do tipo isquemia / reperfusdo nos
testiculos dos animais estudados.

A aplicacéo sistémica (subcutanea) do fator de crescimento em associacao
com a fasciotomia testicular teve efeito sinérgico e protetor da leséo do tipo
isquemia / reperfuséo para os testiculos pos-torcéo- destorcao.

N&o houve comprometimento macro ou microscopico do testiculo
contralateral a torcdo e destorcdo, em todos os grupos de animais do

estudo durante o periodo de 21 dias de observacao.
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9- APENDICES

9.1 Quadros dos pesos dos animais (Q)

101

Grupo Ratos Torcao Orquiectomia
SFCESF
R1 282 329
R2 312 356
R3 326 373
R4 313 369
R5 323 362
R6 290 339
R7 309 372
R8 325 407
SFCECF
R1 360 412
R2 299 345
R3 313 371
R4 345 413
R5 281 334
R6 280 331
R7 360 422
R8 363 423
CFCETOSSF
R1 344 373
R2 345 375
R3 309 339
R4 355 399
R5 336 364
R6 356 408
R7 352 395
R8 300 336
CFCETOSCF
R1 314 344
R2 327 352
R3 335 381
R4 360 406
R5 340 382
R6 333 375
R7 328 364
R8 344 374
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Grupo Ratos Torcao Orquiectomia
CFCESSF
R1 236 258
R2 230 260
R3 216 250
R4 234 260
R5 246 306
R6 224 266
R7 226 306
R8 238 292
CFCESCF
R1 238 302
R2 258 300
R3 270 354
R4 232 260
R5 252 302
R6 232 290
R7 232 310
R8 250 350
CONTROLE
R1 345
R2 402
R3 354
R4 347
R5 367
R6 347
R7 347
R8 389




Peso dos animais (Q)
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Descricao do peso dos ratos Wistar (g) — primeira operagao, segundo grupos.

Menor Maior Desvio-
Grupos Mediana  Média

Valor Valor padréo
SFCESF 282,00 326,00 312,50 310,00 16,25
SFCECF 280,00 363,00 329,00 325,13 36,01
CFCETOSSF 300,00 356,00 344,50 337,13 21,30
CFCETOSCF 314,00 360,00 334,00 335,13 13,57
CFCESSF 216,00 246,00 232,00 231,25 9,32
CFCESCF 232,00 270,00 244,00 245,50 14,25

Descricado do peso dos ratos Wistar (g) — orquiectomia, segundo grupos.

Menor Maior Desvio-
Grupos Mediana  Média

Valor Valor padréo
SFCESF 329,00 407,00 365,50 363,38 23,71
SFCECF 331,00 423,00 391,50 381,38 40,59
CFCETOSSF 336,00 408,00 374,00 373,63 26,70
CFCETOSCF 344,00 406,00 374,50 372,25 19,26
CFCESSF 250,00 306,00 263,00 274,75 22,85
CFCESCF 250,00 354,00 301,00 296,25 31,79
C (CONTROLE) 345,00 402,00 356,00 363,62 21,22




9.2 Quadros dos Pesos dos Testiculos Direitos (Q)
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Ratos SFCESF | SFCECF | CONTROLE | CFCETOSSF | CFCETOSCF
R1 2,181 2,713 1,506 2,347 2,526
R2 1,068 1,325 1,577 2,369 2,762
R3 1,671 1,576 1,472 4,558 1,757
R4 1,435 2,842 1,444 4,215 3,316
R5 0,971 1,524 1,201 1,872 2,519
R6 1,779 2,036 1,400 4,096 1,459
R7 1,096 2,365 1,312 2,461 2,651
R8 1,93 2,836 1,389 0,772 2,195
Ratos CFCESSF CFCESCF CONTROLE
R1 1,058 1,117 1,506

R2 1,506 0,635 1,577

R3 1,278 1,682 1,472

R4 0,913 1,455 1,444

R5 1,269 1,54 1,201

R6 0,456 1,192 1,400

R7 1,574 1,017 1,312

R8 0,386 1,273 1,389




9.3 Quadros dos Pesos dos Testiculos Esquerdos (g)
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Ratos SFCESF SFCECF | C CFCETOSSF | CFCETOSCF
R1 1,559 1,588 1,416 1,504 1,429
R2 1,447 1,506 1,551 1,522 1,315
R3 1,497 1,512 1,472 1,512 1,372
R4 1,346 1,821 1,443 1,635 1,473
R5 1,488 1,520 1,266 1,347 1,407
R6 1,779 1,673 1,352 1,427 1,384
R7 1,339 1,682 1,274 1,472 1,461
R8 1,937 1,748 1,372 1,381 1,480
Ratos CFCESSF CFCESCF CONTROLE
R1 1,405 1,479 1,416

R2 1,783 1,482 1,551

R3 1,278 1,782 1,472

R4 1,231 1,559 1,443

R5 1,486 1,473 1,266

R6 0,541 1,491 1,352

R7 1,596 1,508 1,274

R8 1,520 1,434 1,372




9.4 Quadros dos Volumes dos Testiculos Direitos

Volume testicular direito (cm?)
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Ratos SFCESF | SFCECF | CONTROLE | CFCETOSSF | CFCETOSCF
R1 0,116 0,081 0,898 0,998 0,732
R2 0,364 0,149 0,858 0,865 0,686
R3 0,163 0,056 0,946 1,185 0,349
R4 0,076 0,187 0,218 0,884 0,848
R5 0,131 0,168 0,371 0,640 0,748
R6 0,149 0,205 0,371 1,331 0,257
R7 0,037 0,038 0,364 0,709 1,048
R8 0,07 0,16 0,786 0,351 0,611
Ratos CFCESSF CFCESCF CONTROLE
R1 0,514 0,858 0,898

R2 0,540 0,278 0,858

R3 0,332 0,780 0,946

R4 0,915 1,060 0,218

R5 0,972 0,338 0,371

R6 0,662 0,873 0,371

R7 1,235 0,720 0,364

R8 0,294 0,800 0,786




9.5 Quadros dos Volumes dos Testiculos Esquerdos

Volume Testicular esquerdo (cm®)

107

Ratos SFCESF | SFCECF | CONTROLE | CFCETOSSF | CFCETOSCF
R1 0,249 0,374 0,842 0,514 0,711
R2 0,270 0,174 1,166 0,748 0,491
R3 0,374 0,291 1,185 0,748 0,748
R4 0,299 1,166 0,457 0,869 1,010
R5 0,203 0,832 0,540 0,636 0,589
R6 0,121 0,399 0,640 0,790 0,360
R7 0,109 0,203 0,374 0,599 0,673
R8 0,131 0,332 1,123 0,424 0,524
Ratos CFCESSF CFCESCF CONTROLE
R1 0,748 1,029 0,842

R2 1,060 1,812 1,166

R3 1,123 0,858 1,185

R4 1,038 0,875 0,457

R5 1,304 0,800 0,540

R6 0,608 0,884 0,640

R7 1,029 0,933 0,374

R8 0,972 0,780 1,123
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9.6 Quadros dos Diametros do Epitélio Seminifero dos Testiculos Esquerdos

(Hm):

Ratos SFCESF | SFCECF | CONTROLE | CFCETOSSF | CFCETOSCF
R1 191,884 | 237,234 | 201,234 170,612 251,536
R2 213,804 |[179,716 |195,998 174,044 161,458
R3 250,666 | 203,778 [ 195,812 155,6 233,23
R4 203,36 181,1 190,708 168,686 238,78
R5 189,444 |180,1 202,162 190,71 201,014
R6 190,882 |199,324 [199,082 183,028 191,936
R7 186,946 | 194,208 | 224,714 234,486 199,946
R8 189,766 | 244,642 |219,838 175,79 179,65
Ratos CFCESSF CFCESCF CONTROLE
R1 181,34 249,354 201,234

R2 214,86 247,176 195,998

R3 219,442 192,278 195,812

R4 210,544 201,068 190,708

R5 211,162 240,21 202,162

R6 189,44 184,136 199,082

R7 209,588 200,704 224,714

R8 239,176 186,078 219,838
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9.7 Quadros das Medidas das Alturas do Epitélio Seminifero dos Testiculos

Esquerdos (um)

Ratos SFCESF | SFCECF | CONTROLE | CFCETOSSF | CFCETOSCF
R1 38,165 44,222 35,501 33,802 41,006
R2 33,987 34,923 34,822 31,327 28,103
R3 43,770 43,064 32,251 29,540 40,995
R4 34,542 32,553 33,115 29,384 39,404
R5 32,738 30,107 35,245 34,475 34,506
R6 32,170 42,199 34,476 91,514 31,805
R7 37,957 32,683 32,208 41,266 32,246
R8 31,848 39,722 37,525 28,323 28,264
Ratos CFCESSF CFCESCF CONTROLE
R1 29,817 41,429 35,501

R2 37,926 40,133 34,822

R3 34,221 35,038 32,251

R4 33,988 35,345 33,115

R5 38,242 33,313 35,245

R6 33,692 31,404 34,476

R7 36,733 33,563 32,208

R8 40,306 31,155 37,525




9.8 Quadros da Graduacao Histologica dos Testiculos Direitos (Johnsen)

Grupo SFCESF

GRAU | R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
10 144 1
9 6 10
8 5
7 4
6 20
5 16
4 20
3 31
2 1 37
1 150 55 48 150 64 150 6
Grupo SFCECF

GRAU | R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
10 90 0 0 13 23

9 20 0 0 18 55

8 40 0 0 0 16

7 0 0 0 25 16

6 0 0 0 49 22

5 0 0 0 25 14

4 0 0 14 15 0 10

3 0 15 0 10 10

2 0 60 33 5 0 40

1 0 75 103 0 0 140 100 150




Grupo CFCETOSSF

111

GRAU |R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 R8
10 0

9 0

8 13

7 24

6 24 7

5 30 1 11 4
4 19 30 36 2 7
3 3 15 14 20 16 7
2 5 34 23 55 70 18 22 25
1 116 15 2 95 35 15 21 4
Grupo CFCETOSSCF

GRAU |R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
10 10

9 65

8 20

7 10 16

6 24

5 34

4 15 39

3 15 29 10

2 27 48 75 21 75 10

1 0 0 10 75 50 124 150




Grupo CFCESSF
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GRAU | R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
10 5 21 3

9 24 29 46

8 42 25 34

7 24 34 4 42

6 26 17 18 7

5 25 24 86 8

4 4 42

3

2 75 56 100
1 150 75 94 50
Grupo CFCESCF

GRAU | R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
10 30 27 8 26 1 50 92
9 30 43 41 40 64 58 37
8 30 46 33 12 36 32 7
7 5 9 20 12 10 8 4
6 6 5 17 3 1 4 4
5 3 12 14 6
4 19 1

3

2 80

1 70




Grupo Controle

GRAU | R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
10 150 149 150 150 149 150 148 150
1 1 2

NWh|O1I|O)|N|00|©




9.9 Quadros - Grupo Gelfoam Testiculos Direito e Esquerdo
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Ratos Peso Peso Op.2 | Peso TD Volume Johnsen
Op.1(g) () @) TD (cm’) |TD

R1 238 286 0,738 374,4 1

R2 224 278 2,037 858,0 8

R3 238 288 0,475 156,0 1

R4 230 286 0,212 208,0 1

Ratos Peso TE Volume TE | Diametro Altura TE Johnsen
(9) (cm?®) TE (um) (um) TE

R1 2,00 1029,67 187,12 33,29 10

R2 2,09 673,32 175,58 29,88 9

R3 2,14 858,0 196,82 31,68 10

R4 2,03 1123,0 173,12 30,88 10
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9.10 O Testiculo

O testiculo é um 6rgdo com funcdo exdcrina, relacionada com a producao e
transporte de espermatozéoides, e funcdo enddcrina relacionada com a
producdo de andrégenos como a testosterona. O conhecimento da estrutura
organizacional do testiculo é importante para o entendimento da fisiologia,

assim como para deteccdo de anormalidades da gdnada masculina. "

Este 6rgdo esta envolto por uma capsula esbranquicada de tecido conjuntivo,
denominada tunica albuginea, que emite trabéculas até o mediastino dividindo-
o0 em l6bulos. O 6rgao é, portanto, subdividido em compartimento tubular,
composto pelos corddes seminiferos em cujas paredes sdo encontradas as
células germinativas em diferentes estagios de desenvolvimento, além das
células de suporte, denominadas de Sertoli. E 0 compartimento intertubular
composto, sobretudo, pelas células de Leydig, que secretam o hormdnio

testosterona (Figura 6). "

O compartimento tubular representa 70% a 90% do parénquima testicular dos
mamiferos eutérios sexualmente maduros e apresenta grande influéncia sobre
a producdo espermatica e o peso testicular. Os gondcitos sdo as primeiras
células germinativas identificadas nos corddes seminiferos, principalmente

proximos & membrana basal. "

A espermatogénese € um processo ciclico altamente organizado e complexo
gue ocorre nos tubulos seminiferos e passa por trés fases essenciais: a
primeira, a proliferativa, em que células, particularmente as espermatogénias,

sofrem sucessivas e rapidas divisbes mitéticas; a segunda, a meibtica ou
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espermatocitaria, na qual o material genético dos espermatécitos é duplicado,
recombinado e segregado; e por fim, a espermiogénica, em que células
hapléides (espermatides) se diferenciam em espermatozoides, 0s quais estdo
adaptados para alcancar e fertilizar o ovécito. '’ As células de Sertol,
elementos soméaticos que se localizam junto & membrana basal dos tubulos
seminiferos se comunicam com as células adjacentes por juncdes
intercelulares e favorecem o desenvolvimento do processo espermatogénico
por fornecerem suporte estrutural e aporte nutricional as células germinativas,
atuarem na fagocitose das células em degeneracdo e dos corpos residuais
formados durante a espermiogénese e contribuirem para a espermiacao e a
conducdo dos espermatozooides até o epididimo para a maturacdo. A
populacdo de células de Sertoli € estabelecida antes da instalacdo da
puberdade e estd diretamente relacionada com a capacidade de producao

espermatica na maioria dos mamiferos ja investigados. *""®
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Espermiogénese avangada

Espermiogénese inicial ____.i /% < ¢ e Espermatécitos
_ Vs ; / secundarios
Meiose —
Lamina basal
Espermatogonia
Fibroblasto

Células intesticiais

Figura 6. Esquema ilustrando uma porcéo de um corte de tubulo seminifero.

O epitélio seminifero € formado de duas populacdes celulares: as células da
linhagem espermatogénica e as células de Sertoli. Em torno do tabulo ha uma
camada de células midides além de tecido conjuntivo, vasos sanguineos e

células intersticiais’®. Fonte Junqueira- Histologia Basica- 10" ed. 2004.

O processo de espermatogénese comeca na puberdade e continua durante
toda a vida devido ao grande reservatoério de células tronco e a sua renovacao
ciclica durante a vida do animal. A iniciacdo da espermatogénese com as
multiplicacdes celulares leva a alteragcbes na estrutura do testiculo como o
aumento do diametro e volume tubular relativo, o que faz aumentar o peso do
testiculo. Em condi¢cdes negativas, o testiculo responde pela reducdo da
espermatogénese através de diferentes mecanismos como alteracbes da
espermiogénese, inducdo de apoptoses nas células germinativas, azospermia

e até infertilidade (Figura 7). ®
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Espermatogénia Tipo A (células-tronco)

Espermatogénia Tipo B (células progenitoras)

Lol Mitose
)

‘~ E técit T o
® @.@ © prsiﬁ]eérrr:)i(’c' % 7 Primeira divisdo meidtica
é'a'@ @@IG'@ ESpermat.gStos 1 segunda divisao meiética
/' ‘\ ecundari Al
eo 00 o@ i

IUUINNENNNRENE

/AU W/ U/ A/ R/

Espermatides

QA/QA/ AW/ Q/ A/ R/ AR

Espermiogénese

AL OTPOS residuais
"V\ N Espermatozdides

Figra 7. Desenho esquematico mostrando a natureza clonal das células
germinativas. Inicialmente, s0 as espermatogbdnias tipo A se dividem,
produzindo células —filhas que continuam a se dividir. Algumas de suas céluas-
filhas ficam comprometidas com a diferenciacdo em espermatogoénias tipo B e
nao se separam nas divisbes sucessivas, permanecendo presas por pontes
citoplasmaticas. Estas células voltam a ser individualizadas apds a perda dos

corpos residuais e a maturacdo completa dos espermatozoides. Fonte:

Junqueira- Histologia Basica- 10" ed. 2004.%°
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10 ANEXOS

Anexo | - GRADUACAO HISTOLOGICA DE JOHNSEN*

Grau | Descricdo da espermatogénese
1 Auséncia de células germinativas e de Sertoli

2 Auséncia de células germinativas. Presenca de células de Sertoli.

3 As espermatogodnias sdo as unicas células germinativas presentes.

4 Auséncia de espermatides. Somente poucos espermatocitos presentes
(<5)

5 Auséncia de espermatides. Muitos espermatocitos presentes.

6 Auséncia de espermatozoOides. Somente poucas espermatides
presentes (< 5 a 10)

7 Auséncia de espermatozoides. Muitas espermatides presentes.

8 Somente poucos espermatozoéides presentes (<5 al0)

9 Presenca de Muitos espermatozoides. Presenca de epitélio germinativo
desorganizado com descamacéao e/ou obliteracdo do [umen.

10 | Presenca de muitos espermatozoides. Espermatogénese completa.
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Anexo Il Fator de Crescimento Epitelial
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