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RESUMO

A hérnia inguinal indireta e a criptorquia sdo doencas cujo tratamento cirurgico envolve
a tracdo intraoperatoria do funiculo espermatico. O objetivo do experimento foi estudar
as lesdes que podem ocorrer no testiculo, epididimo e ducto deferente decorrentes da
tracdo no funiculo espermatico de ratos. Os 40 ratos adultos, machos, Wistar foram
alocados randomicamente em quatro grupos de 10 animais. Foi aplicada forca de tracédo
no funiculo espermaético direito de 1,6 Newton (N) no grupo | e de 1 N no grupo Il. O grupo
Il foi utilizado para operacéo simulada e o grupo IV foi o controle. O volume testicular foi
mensurado antes e apo6s a aplicacao da forga de tragéo por exame ultrassonografico e pelo
paquimetro. As comparagOes das variaveis e dos grupos foram feitas a partir dos testes F
(ANOVA) e Kruskal-Wallis. Foi utilizado nivel de significancia de 5%. Quando o testiculo
direito foi examinado pela classificagéo histologica de Kolbe, o grupo | apresentou maior
graduacao que os demais (ll, Il e 1V) e o grupo IV apresentou menor graduag¢do que 0s
grupos Il e lll. O lado esquerdo teve os grupos Il e IV com menor graduacéo histologica de
Kolbe que os grupos | e Il. O volume testicular final do lado direito medido pelo paquimetro
no grupo IV foi maior que nos grupos |, Il, e Ill. No lado esquerdo, esse volume do grupo
| foi menor que nos grupos Ill e IV. No exame ultrassonografico, o volume testicular final
no lado direito do grupo IV foi maior que dos grupos | e Ill. Houve concordancia razoavel
e correlagé@o positiva que foram significantes em relagéo a redugéo percentual do volume
testicular direito pelo exame ultrassonografico e pelo paquimetro, nos ratos dos grupos |,
Il e Ill. Foi encontrada necrose testicular direita em 50% dos ratos do grupo | e em 40%
dos ratos do grupo lll. O peso testicular final no lado direito foi maior nos ratos do grupo
IV que nos demais grupos. No epididimo direito, em 71,8% dos ratos houve reducéo dos
espermatozoides intraluminais e 5% auséncia de espermatozoides. Quanto ao epididimo
esquerdo, 37,5% dos ratos tiveram redugédo dos espermatozoides no lumen. No testiculo
foi evidenciada redugcéo do numero de células de Sertoli, necrose e redugéo das células
germinativas nos tubulos seminiferos. Houve diminui¢cdo do volume testicular final. Houve
diminuic@o do peso testicular final no lado direito. No epididimo houve redu¢édo do nimero
de espermatozoides. No ducto deferente néo foi evidenciado reducdo da espessura da
camada muscular, processo inflamatoério, ruptura e nem dano na mucosa. A tragdo do
funiculo espermatico ocasionou comprometimento da estrutura e da fungédo do testiculo
e do epididimo de ratos. No intraoperatorio, € fundamental a manipulagdo delicada do
funiculo espermatico, do testiculo e do epididimo, para evitar dano nessas estruturas.

PALAVRAS-CHAVE: Tracédo. Testiculo. Epididimo. Ducto Deferente. Ratos.
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ABSTRACT

The surgical treatment of indirect inguinal hernias and cryptorchidism involve intraoperative
traction on the spermatic cord. The aim of the present experiment was to investigate the
lesions that may occur in the testis, epididymis and vas deferens as a result of traction
applied to the spermatic cord of rats. Forty adult male Wistar rats were randomly allocated
into four groups of 10 animals. A traction force of 1.6 N and 1 N was applied to the right
spermatic cord of the animals in group | and Il, respectively. Group Ill was the sham, and
group IV served as the control. Testicular volume was measured before and after the
application of traction using ultrasonographic and caliper measurements. Comparisons of
variables and between groups were done using the F (ANOVA) and Kruskal-Wallis tests
with the level of significance set at 5%. The evaluation of right testes according to Kolbe’s
histological grading showed higher histological grades for group | compared to the other
groups, with group IV exhibiting lower histological grades than groups Il and Ill. For the
left-side testes, both groups IIl and IV showed lower histological grade lesions than groups
I and Il. Final right testicular volume in group IV as measured by the calipers was greater
than in groups |, Il, and Ill. On the left side, testicular volume was smaller in group | than in
groups lll and IV. Ultrasonography revealed that final testicular volume on the right side was
greater in group IV than in groups | and Ill. There was moderate agreement and a positive
correlation, which were both significant regarding the percent reduction in right testicular
volume on ultrasound and by caliper measurements in the rats of groups I, Il, and Ill. Right-
side testicular necrosis was identified in 50% of the rats in group | and 40% of those in
group lll. Final right testicular weight was greater in the group IV rats than that for the
other groups. In the right epididymis, 71.8% of the rats showed reduced intraluminal sperm,
which was absent in 5% of the animals. In the left epididymis, 37.5% of the rats showed
a reduction in intraluminal sperm. Fewer Sertoli cells, necrosis, and decreased germ cells
in the seminiferous tubules were found in the testes. Final testicular volume was reduced.
Final weight of the right testis was decreased. Epididymal sperm count was reduced. No
muscle layer thickness reduction, inflammation, rupture, or mucosal injury were found in
the vas deferens. Traction to the spermatic cord compromised the structure and function of
the testicle and epididymis of rats. Intraoperatively, gentle handling of the spermatic cord,
testicle, and epididymis is critical to prevent injury to those structures.

KEYWORDS: Traction. Testicle. Epididymis. Vas deferens. Rats.
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1INTRODUCAO

As operagdes urolégicas séo frequentemente feitas em criancas. Na realizagéo de
procedimentos inguinoescrotais, a tracao do funiculo espermatico faz parte da operagéo.

O funiculo espermatico dos seres humanos inicia-se no anel inguinal profundo,
lateralmente aos vasos epigastricos inferiores, atravessa o canal inguinal, sai no anel
inguinal superficial e termina no escroto na margem posterior do testiculo. Os componentes
do funiculo espermatico séo:

a) Ducto deferente;

b) artéria testicular;

c) artéria do ducto deferente;

d) artéria cremastérica;

e) plexo venoso pampiniforme;

f) fibras nervosas simpaticas e parassimpaticas;
g) ramo genital do nervo genitofemoral;

h) vasos linfaticos;

i) vestigios do processo vaginal'.

Entre as enfermidades em que o tratamento cirargico requer a manipulagéo e a
tracdo intraoperatéria do funiculo espermético e do testiculo, destacam-se a hérnia inguinal
indireta e a criptorquia.

A hérnia pode ser definida como a protusdo de um 6rgédo ou de parte de um 6rgéo ou
tecido através de uma abertura anormal na parede da cavidade que o contém. No caso da
hérnia inguinal indireta, essa protusdo se faz por dentro de um saco herniario?, no funiculo
espermatico.

As hérnias sao comuns, com incidéncia de 1 a 3% entre as criangas. Em prematuros
essa incidéncia varia de 3 a 5%. Em 11,5% dos pacientes ha historia de outra hérnia na
familia. Entretanto, ndo ha qualquer fator hereditario definido documentado. Nas diversas
estatisticas, a relagdo género masculino/feminino varia de 6:1 a 9:1. Cerca de 40 a 80%
dos casos sao observados abaixo dos seis meses de idade. Em relagéo a lateralidade: 60%
a direita, 25% a esquerda e 15% bilaterais. As hérnias inguinais s&o do tipo indireta em 99
a 99,5% dos casos e apenas 0,5 a 1% é do tipo direta. O diagnéstico da hérnia inguinal é
clinico.

O tratamento das hérnias inguinais na infancia é cirurgico, por meio da herniorrafia,
indicada assim que é feito o diagnéstico (FIG. 19, APENDICE A).
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As complicacdes da herniorrafia inguinal sdo a recidiva da hérnia (0,5 a 1%); infeccéo
da ferida operatéria (1%); lesdo do ducto deferente, edema e hematoma da regido inguinal,
criptorquia iatrogénica, hipotrofia testicular em hérnia encarcerada (10 a 15%); e resseccéao
de alga intestinal em hérnia encarcerada com insucesso na redugédo manual (10%)3.

A palavra criptorquia deriva do grego (kriptds, escondido + Orchis, testiculo) e,
traduzida literalmente, significa “testiculo escondido ou oculto”. Trata-se de uma condi¢ao
em que o testiculo ndo atingiu sua posicao anatébmica dentro do escroto, porém esta no
trajeto normal de descida da gonada2.

E uma das enfermidades urolégicas mais frequentes na crianga, manifestando-se
em 1,8 a 4% de todos os recém-nascidos a termo e com peso superior a 2,5 kg. Nos recém-
nascidos prematuros, a criptorquia € mais frequente, com incidéncia média de 30%. Em
crianca com 12 meses de idade a incidéncia dessa enfermidade é de 0,8%. A criptorquia
€ unilateral em 90% dos casos e o lado direito € o mais acometido (70%)*®. A etiologia da
criptorquia ainda néo estéa esclarecida’.

O tratamento cirirgico da criptorquia consiste em fazer a orquiopexia®'.
Cirurgicamente, o fator limitador para colocar o testiculo no escroto € o comprimento dos
vasos espermaticos (FIG. 1).

FIGURA 1 - Orquiopexia

funiculo esp

O funiculo espermatico da crianca esta sendo tracionado e dissecado para permitir a mobilizagdo do
testiculo até o escroto. O conduto peritoneovaginal foi ligado e reparado. O gubernaculo ainda nao foi
seccionado.

Fonte: do autor.
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As complicagbes da orquiopexia sdo: lesdo dos vasos espermaticos com atrofia
testicular, torcao dos elementos do funiculo esperméatico ao ser fixado no escroto, infec¢éo
da ferida operatoéria, lesdo do ducto deferente (<1%) e retragdo do testiculo na regido
inguinal (5%)2.

Afinalidade deste trabalho foi estudar as lesdes no testiculo, no epididimo e no ducto
deferente ocasionadas pela tracao no funiculo espermatico de ratos, com mensuragao da

forca aplicada pelo dinam6metro.

1.1 JUSTIFICATIVA

O presente estudo justificou-se porque existe também a possibilidade de ocorrer
dano nos componentes do funiculo espermatico, no testiculo e no epididimo durante o
tratamento cirurgico de afec¢des nas regides retroperitoneal, inguinal, pélvica e escrotal dos
humanos. Vale destacar que a mensuragao da parede do ducto deferente foi feita levando-
se em consideragao as distintas regides da parede desse 6rgdo e que foram averiguadas

as lesbes no epididimo ocasionadas pela tragdo no funiculo espermatico de ratos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A lesdo do ducto deferente pode nao ser identificada no momento do dano e
raramente é relatada. A incidéncia de dano dessa estrutura é de 0,3% durante a herniorrafia
inguinal em adultos e de 0,8 a 2% durante a inguinotomia cirdrgica pediatrica'®. Partrick et
al. (1998) ressaltaram que a incidéncia de lesédo do ducto deferente na populagéo pediatrica
operada foi de 0,13%".

A manipulagéo intraoperatéria do ducto deferente deve ser minima e limitada a
manobras digitais. Em estudo experimental em ratos, o pingamento com clampe vascular
bulldog e a manipulagdo causaram apenas discreta reagéo inflamatéria nessa estrutura. No
entanto, segurar o ducto deferente com pin¢ca hemostatica de Halstead ou pinga de Adson
sem dente ocasiona significante ruptura muscular's,

Lee et al. (2000)'” demonstraram as lesbes testiculares que ocorreram apos
inguinotomia exploradora unilateral e manipulacdo do funiculo espermatico de ratos Wistar.
A amostra constituiu-se de 24 ratos pré-puberes que foram distribuidos em dois grupos
de 12 animais. Efetuou-se inciséo cirdrgica inguinoescrotal. No grupo |, que foi o sham
(operacdo simulada), o funiculo espermatico dos animais foi apenas exposto. No grupo
I, o funiculo espermatico dos animais foi dissecado. Todos os animais foram acasalados
com 120 dias de vida. Apos trés semanas de acasalamento, os testiculos e os ductos
deferentes foram retirados e os animais foram submetidos & eutanasia. Nenhuma alteracéo
anatomopatoldgica foi encontrada na parede do ducto deferente. Esses autores concluiram
que a manipulagdo cirurgica do funiculo espermatico de ratos pré- puberes ocasionou
pequenas alteracdes no tamanho testicular, porém sem danos ao desenvolvimento
testicular e a fertilidade dos animais.

Ceylan et al. (2003)'® relataram os efeitos da tracdo temporaria no funiculo
espermatico sobre o testiculo e o ducto deferente de ratos Wistar. A amostra foi constituida
de 40 ratos adultos que foram distribuidos em quatro grupos de 10 animais. Esses autores
ndo mensuraram o volume testicular. O funiculo espermatico direito dos animais foi
exteriorizado através de uma incisao supraescrotal direita. Uma janela foi criada no funiculo
espermatico direito, entre o ducto deferente e os vasos testiculares. Um dispositivo do tipo
gancho foi introduzido nessa janela, a fim de ajudar no mecanismo de tracdo. A forca de
tracdo mensurada por dinamémetro foi aplicada no funiculo espermatico direito durante 60
segundos. O lado esquerdo do escroto nao foi manipulado. No grupo | foi aplicada forca de
tracdo de 1,25 N e no grupo Il, de 0,75 N. No grupo Il (sham), os animais foram submetidos
a primeira operacgdo, porém nao foi criada janela nem foi aplicada forca de tragcdo no
funiculo espermatico direito. O grupo IV foi o grupo-controle. No 28° dia de pés-operatério,
todos os animais foram submetidos a segunda operacao, para a exérese dos testiculos e
dos ductos deferentes e na sequéncia fez-se a eutanasia. Esses autores concluiram que

houve reducéo da espessura muscular da parede do ducto deferente e atrofia testicular
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dos animais nos grupos em que foi aplicada forga de tracao no funiculo espermatico direito.

Choi et al. (2009)" estudaram os efeitos da compresséo, tragdo e da dissecg¢éo
romba no funiculo espermatico sobre o crescimento testicular e a fertilidade de ratos
Sprague-Dawley. A amostra constituiu-se em 44 ratos com trés semanas de vida, que
foram distribuidos em trés grupos. Efetuou-se incisdo cirargica obliqua na regido inguinal
direita. No grupo | (n=14), o funiculo espermatico direito foi identificado e ao redor dessa
estrutura colocou-se um dispositivo do tipo alca. Na sequéncia, fez-se simultaneamente
a compresséo e tragdo no funiculo espermatico direito durante 10 minutos. No grupo Il
(n=15), realizou-se a dissec¢ao do funiculo espermatico direito dos animais. No grupo Il
(n=15), o funiculo espermatico direito dos animais foi somente identificado. Todos os animais
foram acasalados com oito semanas de idade. Apds quatro semanas de acasalamento,
os testiculos foram retirados e os animais foram submetidos a eutanasia. Esses autores
concluiram que a manipulagéo cirurgica influenciou o crescimento testicular, porém sem

comprometimento da espermatogénese e da fertilidade dos animais.
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3 OBJETIVOS

a Indicar as alteragbes anatomopatolégicas no testiculo.

b. Relatar se houve alteragéo do volume testicular apds a aplicacdo da for¢ca de
tracdo no funiculo espermatico direito.

c. Comparar os métodos utilizados para mensurar o volume testicular.
d. \Verificar se houve diferenca do peso testicular final.
e. Estabelecer as alteragdes anatomopatoldgicas no epididimo.

f.  Descrever as alteragdes anatomopatolégicas no ducto deferente.
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4 METODO

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Experimentagcdo Animal (LEA),
Centro de Pesquisa, Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa de Misericérdia de
Vitéria (EMESCAM), Espirito Santo, no periodo compreendido entre margo e outubro de
2012. A manipulagédo dos ratos seguiu os procedimentos para uso cientifico de animais,
preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério/Colégio
Brasileiro de Experimentac¢do Animal (SBCAL/COBEA).

A execucdo do projeto foi aprovada pelos Comités de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da EMESCAM com protocolo n° 013/2011 e da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) com o protocolo n® 86/2012.

4.1 POPULAGCAO E AMOSTRA DA PESQUISA

Utilizaram-se 40 ratos adultos, machos, com média de idade de 128,8 + 3,5 dias, da
linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus, Rodentia Mammalia), provenientes do Biotério
de Producgéo Animal, Centro de Pesquisa, EMESCAM.

Calcularam-se quatro amostras, uma para cada variavel diferente de um experimento
similar, de Ceylan et al. (2003)', para mostrar que um contingente de 40 ratos é necessario
para provar se ha ou nao diferengas entre 0os grupos ou, entdo, entre as variaveis do
estudo.

O poder do teste escolhido foi de 0,8%. Esse foi o valor minimo para que o erro do
tipo 1I'® (B) (consiste em nao rejeitar a hipoétese nula quando esta, na realidade, é falsa)
nédo aumentasse o nivel escolhido de significancia (a) (consiste em rejeitar a hipétese nula
quando esta, na realidade, é verdadeira), que foi de 0,05%. As suposic¢des ficaram em torno
da menor diferenca entre as médias e desvio-padrdo (medida de disperséo estatistica,
raiz quadrada da variancia), que foram estimados valendo-se do estudo de Ceylan et al.
(2003)8.

As variaveis utilizadas para os calculos foram: espessura muscular (um), didmetro
externo (um), didmetro luminal (um) do ducto deferente e peso (g) do testiculo direito. O
programa utilizado foi o Action, com o sistema desenvolvido sob a plataforma R. Os dois
séo programas livres (TAB. 1).

Método
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TABELA 1 - Parametros usados no calculo do tamanho da amostra

Espessura Diametro Diametro Peso do
Informacoes muscular externo do luminal testiculo
do ducto do ducto do ducto direito (g)
deferente deferente deferente
(pm) (pm) (pm)
Ndmero de grupos 4 4 4 4
Observagdes por grupo 10 10 10 7
Menor diferenca a ser detectada 50 115 40 0,02
Erro-padréao 31,8 73 24,4 0,01
Poder do teste 0,8 0,8 0,8 0,8
Nivel de significancia 0,05 0,05 0,05 0,05

4.1.1 Critérios de exclusao

Ratos que durante todo o periodo experimental apresentassem qualquer evidéncia

de doencga ou complicagdes pos-operatorias, como deiscéncia de sutura, infecgéo ou o6bito.

4.1.2 Ambiente de experimentacao e cuidados dispensados aos animais

Os experimentos foram realizados no LEA, Centro de Pesquisa, EMESCAM. Os
animais foram confinados no total de 13 gaiolas, sendo que em 12 delas havia trés ratos e
em uma havia quatro ratos. As gaiolas eram de polipropileno, com dimensdes padronizadas,
devidamente identificadas e mantidas em gabinetes Biotério STD 5® (Grupo Vidy, Sao Paulo,
Brasil), em condicbes adequadas a espécie em estudo. Esses gabinetes séo climatizados
com controle de temperatura (20 a 22°C), ventilagéo e luminosidade (ciclo de 12 horas de
claridade e 12 horas de escuriddo). Receberam ragéo prépria para rato (Nuvilab CR-1,
autoclavavel, Nuvital®) e agua ad libitum em todas as fases do experimento.

4.1.3 Constituicao dos grupos de animais

Os 40 ratos foram alocados randomicamente por sorteio em quatro grupos de 10
animais. Amarcacgéao na cauda dos ratos foi feita com caneta permanente Identi Pen Sakura®,
com listras circulares e nimeros coloridos, estabelecidos conforme o grupo pertencente. O

retoque das marcas foi feito semanalmente. Os grupos foram assim constituidos:

a. Grupo | (n=10): a cauda dos ratos deste grupo foi marcada com a cor verme-
Iha. O funiculo espermatico direito desses animais foi submetido a uma forca
de tracgéo intraoperatéria de 1,6 N.

b. Grupo Il (n=10): a cauda dos ratos deste grupo foi marcada com a cor preta.
O funiculo espermatico direito desses animais foi submetido a uma forga de
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tracao intraoperatéria de 1 N.

c. Grupo lll (n=10): a cauda dos ratos deste grupo foi marcada com a cor verde.
Este foi 0 grupo sham (operagao simulada). Esses ratos foram submetidos a
12 operacgéao, porém nao foi criada janela nem foi aplicada forca de tragéo no
funiculo espermatico direito. Todavia, o funiculo espermatico, o testiculo e o
epididimo direitos desses animais ficaram expostos fora da cavidade abdomi-
nal durante cinco minutos.

d. Grupo IV (n=10): a cauda dos ratos deste grupo foi marcada com a cor azul.
Este foi o grupo-controle. Esses animais ndo foram submetidos a primeira
operacao, portanto, ndo foi aplicada qualquer forga de tracdo sobre o funiculo
espermatico direito.

4.2 PROCEDIMENTOS

4.2.1 Ato anestésico

Todos os ratos foram pesados no inicio do procedimento em balancga eletronica de
alta precisdo da marca Filizola®, modelo MF-6, cuja sensibilidade € de 1 g. A anestesia dos
animais foi feita por médico veterinario do LEA, Centro de Pesquisa, EMESCAM. Esse
procedimento foi obtido com injecdo intramuscular de cloridrato de ketamina a 10%, na
dose de 60 mg/kg de peso corporal, e com cloridrato de xilazina a 2%, na dose de 10 mg/
kg de peso corporal, via intramuscular.

4.2.2 Preparo e posicionamento dos ratos

Os animais foram submetidos a tricotomia nas regides inferior do abdome e
inguinoescrotal, posicionados em decubito dorsal, horizontal, em uma prancha operatéria,
com os quatro membros fixos com cordao de algodao. Antissepsia foi feita com solugéo de
polivinilpirrolidona a 10% e foi utilizado campo operatorio estéril.

4.2.3 Operacoes e mensuragoes testiculares

Na programacao cirirgica desse experimento efetuaram-se duas operagdes. No preé-
operatorio, um médico veterinario, especialista em diagnoéstico por imagem de animal, fez
0 exame ultrassonografico dos testiculos direito e esquerdo e calculou o volume testicular
de todos os ratos. O volume testicular calculado no pré-operatério da primeira operacao foi
denominado volume testicular inicial e o volume testicular calculado no pré-operatério da
segunda operacao foi denominado volume testicular final.

Na primeira operagdo o acesso cirargico foi feito por meio de uma incisdo
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supraescrotal, longitudinal, paramediana, direita, de aproximadamente 2 centimetros (cm)
de extensdo, com lamina de bisturi n°® 15. O lado direito do escroto foi padronizado como
o de escolha para o procedimento. O lado esquerdo do escroto ndo foi manipulado. O
funiculo espermatico, testiculo e epididimo direitos foram expostos através dessa inciséo.
Uma janela foi criada no funiculo espermatico direito, entre o ducto deferente e os vasos
testiculares, nas proximidades do epididimo (FIG. 2). Um anzol de pesca em ago carbono
Kenzaki Release 11°, sem farpas na haste e sem barbela foi introduzido nessa janela
(FIG. 3). Esse tipo de anzol foi utilizado com o objetivo de ndo traumatizar os elementos
do funiculo espermatico (FIG. 20, APENDICE A). Fio de nailon monofilamentar 2.0 com 1
metro de extensao serviu para fixar o anzol no dinamémetro, passando previamente por
uma polia simples com fixacédo nifebo (EQO08.56, CIDEPE®).

FIGURA 2 - Funiculo espermatico e testiculo do rato Wistar

A seta identifica o local onde foi criada a janela no funiculo espermético direito.
Fonte: do autor.

FIGURA 3 - O anzol foi introduzido na janela criada no funiculo espermatico direito do rato Wistar

Método

13



A seta indica a direcdo da forgca de estiramento. Fonte: do autor.

O dinamdmetro (FIG. 4) e a polia foram fixados em uma placa magnética com 46,5
x 62 cm, TBF-106, MINIPA® e montados em uma estrutura de demonstragdo multiuso com
97 x 85 x 34 cm, TBF-100, MINIPA®, com prateleira de 93 x 32 cm, TBF-101, MINIPA® (FIG.
5). Forca de trag@o no sentido horizontal e continuo foi aplicada no funiculo espermatico
direito, em direcao distal, durante cinco minutos (FIG. 6). Esse tempo foi marcado por um
crondmetro Vollo®, modelo VL 510 (FIG. 21, APENDICE A). A forca de tragdo aplicada
foi mensurada por um dinamémetro com sensibilidade para esses pequenos animais. O
dinamémetro € um dispositivo que mede a forca usando uma mola. A forca aplicada deforma

a mola, movendo um ponteiro ao longo de uma escala que indica a sua intensidade.

FIGURA 4 - Dinamometro tubular com fixagdo magnética e capacidade de 2 Newton, EQ007.2NM,
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CIDEPE®

Fonte: CIDEPE?.

FIGURA 5 - O dinamdmetro e a polia estéo fixados em uma placa magnética, TBF-106, MINIPA® e
montados em uma estrutura de demonstragdo multiuso, TBF-100, MINIPA®, com prateleira TBF-101,
MINIPA®

Fonte: do autor.

A forca foi medida em Newton (N), conforme preceitua o Sistema Internacional
de Unidades. O valor de 1 N equivale a 0,10197 quilograma-forca (kgf). O gubernaculo
néo foi seccionado na primeira operacgdo. Posteriormente, o funiculo espermatico direito,
juntamente com o testiculo e epididimo homolaterais, foi reposicionado no escroto e
efetuou-se a sintese da ferida operatoria com fio de nailon monofilamentar 4.0, sendo que
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a parede muscular e o peritdnio foram fechados em plano Unico, com sutura tipo chuleio
simples continuo e a pele com pontos separados. O funiculo espermatico esquerdo dos
ratos ndo foi objeto de manipulagdo operatéria na primeira operacéo, portanto, nao foi
submetido a for¢a de tracéo.

FIGURA 6 - Tragdo intraoperatéria do funiculo espermatico direito do rato Wistar

A seta indica a direcdo do estiramento. Fonte: do autor.

No intraoperat6rio da primeira operagéo, antes de ser aplicada a forga de tragéo no
funiculo espermético direito, os membros da equipe cirirgica mensuraram as dimensdes
do testiculo direito com paquimetro digital IP54, 150 mm, leitura 0,01 mm, 100.179G
DIGIMESS® (FIG. 22, APENDICE A), dos animais dos grupos I, Il e Ill com o objetivo de
calcular outro volume testicular inicial. Nos animais do grupo 1V néo foi calculado esse outro
volume testicular inicial, porque os animais desse grupo-controle ndo foram submetidos a
primeira operacédo. Na analgesia pos-operatoria utilizou-se cloridrato de nalbufina (0,1 mg/
kg) via subcutanea, de 12 em 12 horas, durante trés dias; e dipirona via oral, administrada
na agua do bebedouro dos animais por trés dias.

A partir do 28° dia ap6s a primeira operacao, todos os animais submeteram-se a
segunda operacéo. Aincisao cirurgica foi supraescrotal, longitudinal, paramediana, bilateral,
de aproximadamente 2 cm de extensdo. No intraoperatério da segunda operagéo, os
membros da equipe cirargica mensuraram as dimensodes dos testiculos direito e esquerdo
com paquimetro digital, dos animais dos grupos I, II, Ill e IV com o objetivo de calcular outro
volume testicular final. Na sequéncia, foi feita a remoc¢é&o dos testiculos, epididimos e dos
ductos deferentes direitos e esquerdos. Todos esses 6rgaos foram fotografados (FIG. 7 e
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8). Os testiculos direito e esquerdo apds dissecgdo do epididimo e excisao foram pesados.
Os orgaos retirados foram acondicionados em recipientes identificados com etiquetas,
contendo formol tamponado a 10% e encaminhados para o servigco de patologia. A seguir,
todos os animais submeteram-se a eutanasia.

FIGURA 7 - Funiculo espermatico, testiculo e epididimo direitos ap6s exérese na segunda operagao

Fonte: do autor.

FIGURA 8 - Funiculo espermatico, testiculo e epididimo esquerdos apds exérese na segunda operagao

Fonte: do autor.
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4.2.4 Exame ultrassonografico

Para a realizacdo dos 160 exames ultrassonogréficos testiculares, utilizou- se o
mesmo protocolo anestésico. Posicionaram-se os animais em decubito dorsal e aplicaram-
se gel condutor e alcool a 70% na regido escrotal. Foram feitas imagens em tempo real nos
planos sagital e transverso utilizando-se o aparelho de ultrassom portétil Logic E da GE®,
com transdutor microconvexo 8C a frequéncia de 6 MHz a 10 MHz (FIG. 23, APENDICE
A), com leve pressao para evitar distorcao das medidas. Cursores foram posicionados na
borda da tunica albuginea, excluindo-se o epididimo, e as medidas realizadas nos cortes
longitudinal, transverso e anteroposterior no maior diametro para a realizagédo do célculo

de volume.

4.2.5 Eutanasia dos animais

No término da segunda operagdo, o médico veterinario do LEA do Centro de
Pesquisa, EMESCAM, fez a eutanasia dos animais. Utilizou-se o método por sobredose
de anestésico, ou seja, trés vezes a dose convencional. Portanto, o pentobarbital sédico
foi administrado na dose de 150 mg/kg, via intraperitoneal. E, ainda, foi administrado 0,6
mL de cloreto de potassio a 10%, via intracardiaca, com o animal em plano anestésico
profundo.

4.2.6 Avaliacdo macroscopica

Os ductos deferentes, testiculos e epididimos foram fotografados juntos em uma
Unica pecga. Os testiculos foram dissecados, retirados, pesados isoladamente em uma
balanca digital Adventurer OHAUS®, modelo AR 3130 e com precisédo de 0,001 g.

Foram seccionados os 3 cm iniciais do ducto deferente a partir de sua origem na
cauda do epididimo, em seis a oito niveis de 4 mm de espessura, obtendo-se seis a oito
cortes transversais. O epididimo foi seccionado em cortes transversais e longitudinais
obtendo-se quatro cortes de 3 mm de espessura. O testiculo foi seccionado em cortes
transversais obtendo-se quatro a seis cortes de 3 mm de espessura.

4.2.7 Calculo do volume testicular

O volume testicular foi calculado por duas maneiras distintas:
a) Pelo exame ultrassonogréfico, utilizando-se o aparelho de ultrassom portatil
Logic E da GE®, que mediu as dimensdes testiculares e calculou automatica-

mente o volume testicular usando a férmula 0,5236 x comprimento x largura x
espessura.

b) Usando as dimensdes testiculares mensuradas por paquimetro no intraope-
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ratorio e a formula de céalculo de volume de um corpo sélido elipsoide triaxial,
conforme experienciado por Nistal (1985)2', Love (1991)22 e Carlson (2010):
4mnabc/3
Essa formula foi utilizada considerando-se o valor do migual a 3,14. E:
a = metade da altura
b = metade da largura
¢ = metade do comprimento

4.2.8 Processamento histoldgico

A preparagdo histolégica seguiu os métodos de histotécnicas habituais®*. Os
funiculos espermaticos, os testiculos e os epididimos foram fixados em formol tamponado
a 10% por 24h?>28, A seguir, foram submetidos a processamento histolégico por meio de
desidratagdo com alcool etilico em concentragdes progressivas de 70 a 100%, diafanizados
com xilol, incluidos em parafina a 60°C. Na sequéncia, foi constituido o bloco. Depois,
os blocos foram submetidos a cortes de 4 ym de espessura e as laminas obtidas foram
coradas com hematoxilina-eosina (HE).

4.2.9 Estudo histolégico

O estudo dos parametros histolégicos foi efetuado por meio de microscopia 6ptica,
com o auxilio do microscopio Nikon Eclipse E200® (Nikon, Téquio, Jap&o) e de um reticulo de
microscépio, Holtermann®, que tem escala de 0 a 10 mm, cujo valor de cada divisdo é 0,05
mm?°. As laminas histoldgicas foram fotografadas utilizando-se o microscopio Laborana,
modelo LAB 1000T®, e o programa de computador TSView. As amostras foram examinadas
em aumentos variaveis de 40 a 400 vezes. A analise e a interpretagdo anatomopatologica
foram realizadas de forma cega pelo médico anatomopatologista, sem conhecimento prévio
dos grupos de animais em estudo.

Os testiculos foram examinados e classificados pela classificagdo histolégica de
Kolbe (1987)%:

a) Grau 0: abundantes espermatozoides intraluminais. Epitélio germinativo com-
posto de células espermatogénicas normais. Degeneracéo tubular ocasional,
usualmente préxima do hilo.

b) Grau 1: auséncia de espermatozoides intraluminais. Degenerag¢édo e perda
do epitélio germinativo, com persisténcia das células de Sertoli. Alteracdes na
arquitetura histologica sdo notadas em 5 a 50% da area de seccéo transversal
do testiculo.

¢) Grau 2: mudancas do grau 1 sdo verificadas em 50 a 100% da area da sec¢éo
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transversal do testiculo.

d) Grau 3: perda completa do epitélio germinativo e células de Sertoli. Tubulos
contendo debris amorfos eosinofilicos. Mudangas séo verificadas em 0 a 50%
da &rea da seccao transversal do testiculo.

e) Grau 4: mudancas do grau 3 sdo verificadas em 50 a 100% da area da sec¢éo
transversal do testiculo.

f)  Grau 5: arquitetura tubular completamente obliterada e substituida por infil-
trado histiocitico e linfocitico. Mudancas verificadas em 0 a 50% da area de
secc¢dao transversal do testiculo.

g) Grau 6: mudangas do grau 5 sédo notadas em 50 a 100% da area de seccao
transversal do testiculo.

Em relacdo ao ducto deferente, em cada secgcdo observaram-se seis a oito niveis
de corte. O ducto deferente de ratos sofre alteragdes em sua estrutura ao longo de sua
extensao, por conseguinte, para medir o diametro externo, a espessura da camada muscular
e o diametro luminal desse 6rgao, consideraram- se as caracteristicas histoldgicas das suas
regides proximal, juncional, distal e terminal®' (FIG. 9 e FIG. 10). Desse modo, mensuraram-
se niveis de corte de parede de ducto deferente com caracteristicas histologicas regionais
semelhantes. Para mensurar o ducto deferente da regido distal, selecionaram-se quatro
niveis de corte (P1, P2, P3 e P4) e para o ducto deferente da regido proximal escolheram-
se dois niveis de corte (P1 e P2). O diametro luminal foi medido do apice da célula colunar
de um lado ao apice da célula colunar do outro lado no maior eixo. O didmetro externo
foi mensurado no maior eixo das secgdes. A espessura muscular foi medida da base do
epitélio até o ponto mais externo da musculatura, em dois pontos de cada nivel escolhido,
considerando-se o ponto de maior e o de menor espessura da parede muscular. Averiguou-
se a possibilidade de ter ocorrido processo inflamatério, ruptura e dano na mucosa.
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FIGURA 9 - Fotomicrografia da regido proximal da parede ducto deferente do rato Wistar

O epitélio colunar é baixo. A dimenséo da lamina proépria é tao reduzida que fica imperceptivel. A
camada muscular é delgada. O didmetro luminal é grande. (HE-40x).

Fonte: do autor.

FIGURA 10 - Fotomicrografia da regiéo distal da parede do ducto deferente do rato Wistar
musculatura

epitélio

lamina propria

-

&

O epitélio colunar é alto com dobras de mucosa. O didmetro da lamina propria esta aumentado. A
camada muscular € espessa. O diametro luminal esta reduzido. Nota- se o aspecto estrelado do lumen.
(HE-40x).

Fonte: do autor.
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No epididimo analisaram-se os critérios de abundancia, redu¢do ou auséncia de

espermatozoides no lumen, necrose e processo inflamatorio intersticial.

4.2.10 Analise estatistica

O objetivo da analise estatistica foi avaliar as caracteristicas estudadas em relacao
aos grupos, lados e momentos (inicial e final), dependendo da situacgéo.

As informagodes coletadas foram digitadas em véarios bancos de dados desenvolvidos
no Excel®. Inicialmente, foram incluidas no estudo as avaliacbes de 40 ratos, 10 em
cada grupo estudado. Porém, um rato do grupo IV (controle) era portador de orquite
granulomatosa no testiculo direito, sendo excluido da pesquisa.

Vale ressaltar que, para as regides distais da parede do ducto deferente, avaliaram-
se as médias das dimensbes dos quatro niveis de corte selecionados (P1, P2, P3 e P4)
e para as regides proximais da parede do ducto deferente avaliaram-se as médias das
dimensdes dos dois niveis de corte selecionados (P1 e P2).

Este trabalho foi dividido em trés partes. A parte | consistiu em:

a) Comparagdes do volume testicular (VT) por paguimetro:

»  Volume testicular direito (VTD) inicial entre os grupos;
+  volume testicular direito final entre os grupos;
+  variagdo do volume testicular direito (final - inicial) entre os grupos;

+  variagdo do volume testicular direito em relag¢éo ao inicial [(final-inicial)/ inicial]
x 100 entre os grupos;

+ volume testicular esquerdo final entre os grupos.
b) Comparagbes do volume testicular por exame ultrassonografico:

. Volume testicular direito inicial entre os grupos;
» volume testicular direito final entre os grupos;
+  variacdo do volume testicular direito (final-inicial) entre os grupos;

+ variagao do volume testicular direito em relagéo ao inicial [(final-inicial)/ inicial]
x 100 entre os grupos;

+  volume testicular esquerdo (VTE) inicial entre os grupos;
» volume testicular esquerdo final entre os grupos;
»  variagdo do volume testicular esquerdo (final-inicial) entre os grupos;

+ variacdo do volume testicular esquerdo em relacdo ao inicial [(final-inicial)/
inicial] x 100 entre os grupos;

* comparacdo da variagdo do volume testicular direito e variacdo do volume
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c)

d)

testicular esquerdo por cada grupo.

Comparacéo entre os volumes testiculares direitos mensurados pelo paqui-
metro e os volumes testiculares direitos mensurados pelo exame ultrassono-
gréfico.

Comparacao entre os volumes testiculares esquerdos mensurados pelo pa-
quimetro e os volumes testiculares esquerdos mensurados pelo exame ultras-
sonografico.

Comparacg6es do peso dos testiculos:

Peso do testiculo final do lado direito entre 0s grupos;

peso do testiculo final do lado esquerdo entre os grupos.

As analises de variacao sé foram feitas considerando-se 0s grupos em que ocorreram

diferentes medidas entre os tempos.

A parte Il consistiu em:

a)

b)

Para o lado direito, foram realizadas as comparagdes entre:

Diametro externo das regidoes proximais da parede do ducto deferente entre
0S grupos;

diametro luminal das regides proximais da parede do ducto deferente entre os
grupos;

espessura muscular das regides proximais da parede do ducto deferente en-
tre os grupos (média entre as duas medigdes);

didmetro externo das regibes distais da parede do ducto deferente entre os
grupos;

diametro luminal das regides distais da parede do ducto deferente entre os
grupos;

espessura muscular das regides distais da parede do ducto deferente entre os
grupos (média entre as duas medicoes);

avaliacéo dos testiculos pela classificacao histoldgica de Kolbe® entre os gru-
pos;

espermatozoides no lumen dos epididimos entre 0s grupos;

necrose testicular histolégica entre os grupos.
Para o lado esquerdo, foram realizadas as comparacdes entre:

Diametro externo das regides proximais da parede do ducto deferente entre
0S grupos;

diametro luminal das regides proximais da parede do ducto deferente entre os
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grupos;

+  espessura muscular das regibes proximais da parede do ducto deferente en-
tre os grupos (média entre as duas medicgdes);

+ diametro externo das regides distais da parede do ducto deferente entre os
grupos;

+ diametro luminal das regides distais da parede do ducto deferente entre os
grupos;

+  espessura muscular das regides distais da parede do ducto deferente entre os
grupos (média entre as duas medic¢des);

+ avaliagéo dos testiculos pela classificagéo histolégica de Kolbe®* entre os gru-
pos;

+  espermatozoides no limen dos epididimos entre 0s grupos;
*  necrose testicular histologica entre os grupos.

A parte Il consistiu em:
a) Descricéo das perdas de volume testicular;

b) apresentacao objetiva dos resultados estatisticos.

As analises foram realizadas nos programas R verséo 2.15.0 e Epilnfo verséo 6.04,
ambos de dominio publico®23. Foi utilizado nivel de significancia de 5%.

4.2.10.1 Analise descritiva

Todas as caracteristicas em estudo foram descritas, isoladamente ou conjuntamente
as comparagbes entre as caracteristicas. Estes resultados foram obtidos utilizando-se
frequéncias e percentagens para as caracteristicas categéricas e medidas de tendéncia
central (média e mediana) e de dispersao (desvio-padrao) para a quantitativa.

Nas tabelas, n corresponde ao numero de observacbes, n* aos casos sem

informacao, DP ao desvio-padréo, 1°Q a primeiro quartil e 3°Q a terceiro quartil.

4.2.10.2 Comparagées entre as caracteristicas de interesse

As comparagdes das caracteristicas avaliadas e dos grupos foram realizadas
a partir do teste F(ANOVA) quando as suposi¢cdes usuais do modelo (normalidade e
homocedasticidade) foram atendidas e Kruskal-Wallis caso contrario. As suposi¢cdes da
F(ANOVA) foram verificadas utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk para normalidade e o de
Levene para homocedasticidade3.

Quando foi constatada diferenca significativa na comparacdo entre 0os grupos,
realizaram-se comparacdes entre os grupos dois a dois com o objetivo de localizar as
diferencas. Utilizou-se o método Tukey nos casos em que se aplicou a F(ANOVA) ou o teste
Mann-Whitney nos casos em que se adotou o Kruskal- Wallis, corrigindo também o nivel de
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significancia pelo método de Bonferroni.

O método de Bonferroni, empregado neste trabalho nas comparagdes nao
paramétricas, consistiu em dividir o valor de significancia usual (0,05) pelo numero
de comparacbes dois a dois. O resultado foi valor-p de 0,008 (0,05/6), diferenca s6
considerada estatisticamente significante se o valor-p fosse igual ou inferior a 0,008 para
cada comparacéo entre dois grupos. Quando se utilizou esse teste, foram apresentadas as
diferengas entre as medianas nas tabelas.

O método Tukey foi usado nas comparagcbes paramétricas. Nesses casos, as
decisdes foram tomadas a 5% de significancia, tendo o proprio teste corrigido o nivel de
significAncia. Quando se empregou esse teste, foram obtidas as diferengas entre as médias
nas tabelas.

As diferencgas entre os grupos foram ilustradas por graficos box-plots quando foram
comparadas as medianas (testes ndo paramétricos) e por graficos tipo interval-plot quando
as médias foram comparadas (testes paramétricos). Nos box-plots os asteriscos indicam
observacgdes consideradas valores extremos, muito diferentes dos valores apresentados
pelas outras observacgdes. O inicio da caixa representa o primeiro quartil, com 25% das
observagbes abaixo desse valor. A linha central representa a mediana, indicando que
50% dos valores estao acima e outros 50% abaixo desse valor. O fim da caixa representa
o terceiro quartil, que indica que 75% das observacgdes estdo abaixo desse valor®*. No
interval-plot foram apresentados a média (indicada pelo circulo) e o intervalo de 95% de
confianga (IC,,,).

As comparacgdes entre duas caracteristicas qualitativas realizaram-se por meio do
teste exato de Fisher (caso existissem frequéncias esperadas inferiores a 5), teste qui-
quadrado com correcdo de Yates (para tabelas 2 x 2) e qui-quadrado de Pearson (para
tabelas maiores que 2 x 2). As comparacdes dois a dois realizaram-se por meio do teste
exato de Fisher ou com correc¢édo de Yates, dependendo da situagéo, utilizando também a

correg@o de Bonferroni, nos mesmos padroes mencionados anteriormente.

4.2.10.3 Comparagées entre tempos e lados

As caracteristicas avaliadas tiveram as comparagdes entre os tempos (inicio e final)
e entre os lados (direito e esquerdo) realizadas a partir do teste t- pareado (paramétrico) ou
Wilcoxon (ndo paramétrico), a ser definido. A suposicdo de normalidade foi avaliada pelo
teste Shapiro-Wilk.

4.2.10.4 Comparagoes da redugao percentual avaliada pelo exame ultrassonografico e
pelo paquimetro
A concordancia da classificagdo da redugéo percentual do volume testicular entre o
exame ultrassonografico e o paquimetro foi analisada por meio do coeficiente Kappa®. A
avaliagdo do coeficiente Kappa é apresentada no Quadro 1. A partir dos valores amostrais,
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foi estimado o Kappa, assim como seu respectivo intervalo de 95% de confianga e o valor-p.

QUADRQO 1 - Avaliagédo do Kappa

Kappa Avaliacao
<0,20 Pobre
0,21 a 0,40 Razoavel
0,41 a 0,60 Moderada

0,61 a0,80 Boa
0,80 a 1,00 Muito boa

A correlacdo entre a reducdo percentual do volume testicular avaliado no exame

ultrassonografico e no paquimetro do lado direito, na forma quantitativa, foi realizada a

partir do calculo do coeficiente de correlagédo de Pearson (caso paramétrico). A suposicao

de normalidade foi avaliada a partir do teste Shapiro- Wilk.

O coeficiente de correlacdo de Pearson (r) fornece uma medida da forca de

relacionamento linear entre duas variaveis continuas e varia de —1 a +1, passando pelo

zero. Assim, valores proximos de +1 indicam correlagéo positiva forte e de —1 indicam

correlagdo negativa forte. Ja valores de r proximos de zero indicam falta de associagéo

entre as variaveis.

Vale destacar que somente se consideraram nesta analise o volume testicular direito

dos ratos dos grupos |, Il e Il (30 ratos), mensurados pelos dois métodos.
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5 RESULTADOS

5.1 EXCLUSAO DE ANIMAIS

O rato n° 7 do grupo IV foi excluido em decorréncia de orquite granulomatosa
diagnosticada no testiculo direito no exame histopatologico. Encontrou-se necrose
microscopica nesse testiculo, que foi causada por essa afec¢do®* . Por conseguinte,

consideraram-se 39 ratos neste estudo. O grupo IV ficou com nove animais.

5.2 PESO DOS ANIMAIS

O peso inicial dos ratos foi, em média, de 424,7 g (desvio-padrédo de 37,9 g, mediana
de 418, minimo de 361 g e maximo de 530 g), o peso final foi, em média, de 456,9 g (desvio-
padrdo de 39,4 g, mediana de 454, minimo de 366 g e maximo de 564 g) e a variagéo do
peso foi, em média, de 32,2 g (desvio-padrao de 21,4 g, mediana de 34, minimo de -39 g
e maximo de 71 g).

5.3 ANALISE DESCRITIVA

A TAB. 2 mostra a descri¢cdo do peso dos testiculos. Em relagdo ao peso final, em
média, o peso do testiculo direito foi de 1,5 g (desvio-padréo de 0,6 g e medianade 1,5) e 0
peso do testiculo esquerdo foi, em média, de 2 g (desvio- padrdo de 0,2 g e mediana 1,9).

TABELA 2 - Descricao do peso dos testiculos

Peso dos testiculos n Média DP Minimo 1°Q Mediana 3°Q Maximo
Peso final direito (g) 39 1,5 0,6 0,3 0,9 1,5 2,0 2,4
Peso final esquerdo (g) 39 2,0 0,2 1,6 1,8 1,9 2,2 2,4

Nesta tabela néo foi feito algum teste estatistico, porque se apresentou apenas a descrigdo dos dados.

Realizaram-se a descricdo e comparagdo da avaliagdo dos testiculos pela
classificacdo histolégica de Kolbe® entre os lados (TAB. 23, APENDICE A). Verificou-se
que 13 (33,3%) ratos tiveram padrao histolégico normal no testiculo direito e 26 (66,7%)
apresentaram lesdes histopatolédgicas testiculares com intensidade progressiva. Constatou-
se que 21 (53,9%) ratos apresentaram padrao histolégico normal do testiculo esquerdo e
18 (46,1%) exibiram lesdes histopatoldgicas testiculares com intensidade progressiva. Nao
se observou associagédo (valor-p = 0,110) entre a avaliagdo dos testiculos pela classificagédo
histol6gica de Kolbe e o lado, ou seja, ndo ha diferenca de proporgéo de lesdes entre os
lados direito e esquerdo.

ATAB. 3 traz a descri¢éo dos espermatozoides no limen dos epididimos em relagédo
a ambos os lados.
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Houve associacéo entre a reducdo dos espermatozoides intraluminais e os lados
(valor-p = 0,006). Quantificando esse achado, a chance de reducdo dos espermatozoides
intraluminais no epididimo do lado direito foi quatro vezes a chance do epididimo esquerdo
(IC,,,,: 1,43 2 11,79).

Verificou-se associagdo entre abundancia de espermatozoides intraluminais no
epididimo e os lados (valor-p = 0,002). Quantificando este achado, tem-se que a chance de
abundancia de espermatozoides intraluminais no lado esquerdo foi 5,3 vezes (odds ratio =
1/0,19) a chance do lado direito (IC,,,,: 1,82 a 16,7).

N&o existiu associacdo entre auséncia e os lados (valor-p = 0,494).

TABELA 3 - Descrigao de espermatozoides no limen dos epididimos

Caracteristicas  Epididimo do lado Epididimo do lado  Valor-p  Odds ratio e Intervalo
direito esquerdo 95% de confianca

n % n %

Reducgéo dos espermatozoides intraluminais

Sim 28 71,8 15 38,5 0,006' 4,00 (1,43 a 11,79)
Néo 1 28,2 24 61,5

Abundancia de espermatozoides intraluminais
Sim 9 23,1 24 61,5 0,001’ 0,19 (0,06 a 0,55)
Néo 30 76,9 15 38,5

Auséncia de espermatozoides intraluminais
Sim 2 5,1 0 0,0 0,4942 -
Nao 37 97,7 39 100

1: Teste exato de Fisher; 2: Qui-quadrado com correcéo de Yates.

A descricdo de necrose testicular histologica avaliada nos lados direito e esquerdo
€ mostrada na TAB. 4.

Houve diferenca significante (valor-p=0,005) entre necrose testicular histoldgica e
os lados. Porém, essa associacéo nao pode ser quantificada, devido a presenca de casela
nula.

TABELA 4 - Descri¢cdo da necrose testicular histologica

Lado
Caracteristicas Direito Esquerdo Valor-p
n % n %
Necrose testicular 0,005'
Sim 9 23,1 0 0,0
Nao 30 76,9 39 100,0

1: Teste exato de Fisher.
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5.4 COMPARAGCOES DAS CARACTERISTICAS - PARTE |

5.4.1 Comparacdes do volume testicular por paquimetro

As comparacgdes entre o volume testicular do lado direito por paquimetro e os grupos
sdo apresentadas na TAB. 5.

Constatou-se diferenca significante (valor-p < 0,05) para o volume testicular final,
uma vez que pelo menos dois dos grupos diferiram em relagdo a essa caracteristica.
Localizando as diferengas, verificou-se diferenca do grupo IV em relagdo aos grupos |, Il e
IIl, com o grupo IV apresentando volume testicular final maior que os grupos |, Il e Ill. Estes
resultados s&o ilustrados no GRAF. 1 (APENDICE A).

As demais caracteristicas néo diferiram entre os grupos.

Ressalta-se que o grupo IV nédo apresentou VTD inicial e por isso foi excluido de
algumas comparacdes (inicial e variagdes).

TABELA 5 - Comparagéo entre os grupos e o volume inicial e final do testiculo e variagdo do volume
testicular direito em relagdo a medigéo do paquimetro

Caracteristicas Grupos Diferencas Valor-p
Volume testicular .1,2+0,1 (1,2) - -
inicial direito (cm3) 11.1,2+0,2 (1,2) - -

IM.1,3+0,2 (1,3) - -
Volume testicular 1.0,8 +0,2(0,8) IV-1=0,8 <0,001"
final direito (cm3)  IV. 1,6 +0,3 (1,5) 11.0,9 £ 0,2 (0,9) IV-11=0,7 <0,001"
I1.1,0 +0,4 (1,0) IV-1ll=0,6 <0,001"
Variagao do I.-0,4 £0,3 (-0,3) - -
volume testicular 1. -0,3 £0,1 (-0,3) - -
direito (cm3) . -0,3 £0,5 (-0,3) - -

Variagdo do VTD
em relacao a
medida inicial (%)

. -31,2 £21,3 (-26,6) -
II. -24,5 +10,0 (-24,0) - -
1. -20,9 + 37,4 (-25,5) - -

1: Teste Tukey (nivel de significancia = 0,05); VTD: volume testicular direito.

As comparacdes entre o volume final do testiculo esquerdo por paguimetro e os
grupos estéo apresentadas na TAB. 6. Houve diferenca significante (valor-p < 0,05) nessa

comparacao - pelo menos dois grupos diferiram em relagéo ao VTE por paquimetro.

Assim, tem-se que o grupo | apresentou diferenga em relagdo aos grupos lll e IV,

com volume final do testiculo esquerdo menor que os grupos lll e IV (GRAF. 2, APENDICE

A).
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TABELA 6 - Comparacéao entre os grupos e o volume final do testiculo esquerdo em relagéo a
mensuragao pelo paquimetro

Caracteristica Grupos Diferencas Valor-p

Volume testicular final .1,2+0,2 (1,2) I-1l=-0,4 0,008"

esquerdo (cm3) Il. 1,6 £0,2 (1,6) I-1V=-03 0,018"
IV.1,5+0,2 (1,6)

1: Teste Tukey (nivel de significancia = 0,05).

E importante acentuar que as comparacdes entre o grupo e o volume testicular
inicial, variacdo do volume testicular e variagcdo do volume testicular em relacdo a medida
inicial ndo foram realizadas, pois ndo se obtiveram informagdes do volume testicular inicial
esquerdo mensurado pelo paquimetro para os grupos |, I, lll e IV.

Salienta-se que as comparacdes relacionadas a variagéo do volume testicular entre
os lados nao foram realizadas devido a auséncia de informacédo sobre a variagéo do lado
esquerdo.

5.4.2 Comparacdes do volume testicular por exame ultrassonografico

Foram feitos 160 exames ultrassonograficos (FIG. 11 e 12). As comparacgbes
entre 0os grupos e o volume testicular direito calculado pelo exame ultrassonografico
sdo apresentadas na TAB. 7. Detectou-se diferencga significante (valor-p < 0,05) para o
volume testicular final, variagdo do volume testicular e variacdo do volume testicular em
relacdo a medida inicial, sendo que pelo menos dois grupos diferiram em relagéo a essas

caracteristicas.

FIGURA 11 - Exame ultrassonografico do testiculo direito do rato n® 9 do grupo |, feito no pré-operatério
da primeira operacao

O volume testicular inicial direito foi de 1,98 cmd.

Fonte: do autor.
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FIGURA 12 - Exame ultrassonografico do testiculo direito do rato n°® 9 do grupo |, feito no pré-operatério
da segunda operagéao

5 AM  ADM  G1,

Testiculo Direito

O volume testicular final direito foi de 0,41 cmd.

Fonte: do autor.

Destaca-se que a variacdao no volume testicular é a diferenca entre o volume final
menos o inicial. Os resultados negativos indicam reducao do volume. E também a variacao
percentual em relacéo a medida inicial, ou seja, a variacdo corresponde a tantos por cento
da medida inicial.

O volume testicular inicial do lado direito ndo diferiu entre os grupos (valor- p=0,088).

As medianas do volume testicular final entre os grupos foram diferentes. Verificou-se
diferenca do grupo IV em relagédo aos grupos | e IIl; o grupo IV exibiu volume testicular final,
segundo o exame ultrassonogréfico, maior que os grupos | e lll.

Em relagéo a variagédo do volume testicular do lado direito, houve diferenga do grupo
| em relagdo aos grupos Il e IV e, ainda, diferenca entre o grupo Il e o grupo IV. Ou seja,
no grupo | a variacdo do volume testicular direito foi maior que nos grupos Il e IV e no
grupo lll constatou-se mais variagao que no grupo IV (maior diferenga entre os momentos,
desconsiderando-se o sinal).

Quanto a variacdo do VTD em relagdo a medida inicial, notou-se diferenca entre
o grupo IV em relacéo aos grupos | e lll. Isso significa que o grupo IV apresentou menos
variacdo do volume segundo o exame ultrassonografico do que os grupos | e Ill (menor
diferenca entre os momentos).

Estes resultados séo ilustrados nos GRAF. 3, 4 e 5 (APENDICE A).
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TABELA 7 - Comparagao entre os grupos e o volume testicular direito calculado por exame
ultrassonografico

Caracteristicas Grupos Diferencas Valor-p
1.1,7 £0,3 (1,6) - -
Volume testicularinicial direito I.1,5+0,2 (1,5) - -
(cm3) Ill.1,4 +0,2 (1,4) - -
IV.1,7 0,4 (1,6) - -
Volume testicularfinal direito 1.1,0£0,4 (1,0) 1-1IV=-0,4 0,001'
(cm3) IV.1,4+£0,3(1,4) Im-1v=-05 0,003
111.0,9 +0,4 (0,9)
I.-0,8 +0,5 (-0,6) I-11=-0,5 0,0232
Variacéo do volume testicular II. -0,3 £0,2 (-0,3) I-1V=-0,7 0,0012
direito (cm?3) IV.-0,1 £0,3 (-0,1)
Ill. -0,6 0,4 (-0,6) -1V =05 0,038
IV.-0,1 £0,3 (-0,1)
Variacdo do VTD em relacao a l.-47,3 + 25,3 (-35,0) I-1V=-418 0,0012
medida inicial (%) IIl. -41,0 + 30,3 (-39,1) -1V =-35,5 0,0072

IV. -5,5 + 15,3 (-4,2)

1: Método de Bonferroni (nivel de significancia = 0,05/6=0,008); 2: Teste Tukey (nivel de significancia =
0,05); VTD: volume testicular direito.

Nas comparagdes entre os grupos com o volume testicular inicial esquerdo, volume
testicular final esquerdo, variagéo do volume testicular esquerdo e variagdo percentual do
volume testicular esquerdo em relagéo a medida inicial (valor-p>0,05), ndo foram detectadas
diferengas com significancia estatistica. Isso significa que os grupos nao diferiram no que
diz respeito as caracteristicas avaliadas (TAB. 24, APENDICE A).

As comparagdes das variagcdes dos volumes testiculares em ambos os lados de
cada grupo, segundo o exame ultrassonografico, sdo mostradas na TAB. 8. Observou-se
diferenca da variagdo do volume testicular do lado direito em relagéo ao esquerdo para os
grupos | e lll (valor-p < 0,05).

Analisando os resultados do grupo |, os ratos exibiram, em média, variacdo do
volume testicular direito de -0,8 cm? e a variagéo do lado esquerdo, em média, de -0,4 cm3.
Dessa forma, a variagéo do volume testicular direito foi mais acentuada que a do testicular
esquerdo (maior diferenca entre os momentos, independentemente do sinal).

Considerando o grupo Ill, em média os ratos mostraram variagao do volume testicular
direito de -0,6 cm? e a variagcéo do lado esquerdo, em média, de -0,1 cm?3, sendo a variacéo
do volume testicular direito maior que a do testiculo esquerdo.

Destaca-se que a variacdo com sinal negativo so indica que a medida final € menor
que a inicial. Estes resultados séo ilustrados nos GRAF. 6 e GRAF. 7 (APENDICE A).
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TABELA 8 - Comparacgéao entre a variagao do volume testicular em ambos os lados e o grupo segundo
0 exame ultrassonografico

Variacao do volume testicular (cm?3)

Grupos Direito Esquerdo Valor-p
Média DP Mediana Média DP Mediana

Grupo | -0,8 0,5 -0,6 -0,4 0,5 -0,4 0,004"

Grupo Il -0,3 0,2 -0,3 -0,3 0,3 -0,2 0,6111

Grupo [l -0,6 0,4 0,6 -0,1 0,2 -0,1 0,006"

Grupo IV -0,1 0,3 -0,1 -0,2 0,2 -0,3 0,2521

1: Teste t-pareado.

5.4.3 Comparacao entre os volumes testiculares direito e esquerdo
mensurados pelo paquimetro e pelo exame ultrassonografico

A comparacgao entre o volume testicular mensurado pelo paquimetro e pelo exame
ultrassonografico em relagdo aos lados direito e esquerdo encontram-se na TAB. 9.
Encontrou-se diferenca significante (valor-p < 0,05) para o volume testicular inicial do lado
direito, variagédo do volume testicular direito e volume testicular final do lado esquerdo. Os
métodos de mensurar os volumes diferiram, portanto, em relagéo a essas caracteristicas.

No tocante ao volume testicular inicial do lado direito, verificou-se diferenca nos
valores mensurados pelo paguimetro e pelo exame ultrassonografico, sendo o volume
testicular medido pelo exame ultrassonogréafico maior que o volume medido pelo paquimetro.

Para a variacdo do volume testicular e para a variagédo do volume testicular em
relagcdo a medida inicial do lado direito, houve diferenga dos valores mensurados pelo
paquimetro e pelo exame ultrassonografico. A variacdo do volume testicular mensurado
pelo exame ultrassonografico foi maior que o volume medido pelo paquimetro, o que
implica que a diferenca entre as medidas finais e iniciais foi maior quando avaliadas por
esse instrumento. A variagdo do volume testicular em relacdo a medida inicial mensurada
pelo exame ultrassonografico foi de 11,4% [-36,9-(-25,5)] maior que a medida feita pelo
paquimetro. Esse valor pode variar de 4 a 18,7% (IC,,: 4,0 a 18,7).

Quanto ao volume testicular final do lado esquerdo, verificou-se diferenca dos
valores mensurados pelo paquimetro e pelo exame ultrassonografico, cujo volume testicular
a ultrassonografia foi maior que o medido pelo paquimetro.

Detectaram-se valores maiores para o volume testicular direito inicial e volume
testicular esquerdo final avaliados pelo exame ultrassonografico. Percebeu-se também
maior variagéo para volume testicular direito e variacdo em relagdo a medida inicial nesse
instrumento.

Estes resultados estdo demonstrados nos GRAF. 8, 9, 10 e 11 (APENDICE A).
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TABELA 9 - Comparagao entre os volumes testiculares mensurados pelo paquimetro e pelo exame
ultrassonografico em relagdo a ambos os lados

Volumes testiculares (cm?)

Caracteristicas Paquimetro Exame ultrassonografico Valor-p

n Média DP Mediana n Média DP Mediana

Lado direito
Volume testicularinicial 30 1,2 0,2 1,2 30 1,5 0,3 1,6 <0,0012
Volume testicularfinal 39 1,1 0,4 1,0 39 1,1 0,4 1,1 0,6112
Variacéo do volume 30 -0,3 0,3 -0,3 30 -0,6 0,4 -0,5 0,004"
testicular

Variagdo do volume
testicularemrelacdgoa 30 -255 25,0 -25,8 30 -36,9 25,8 -30,5 0,0042
medida inicial (%)
Lado esquerdo
Volume testicular final 39 1,4 0,2 1,4 39 1,6 0,3 1,6 0,0022

1: Teste de Wilcoxon; 2: Teste t-pareado.

5.4.4 Comparacodes do peso testicular entre os grupos e os lados

As comparagbes entre o grupo e o peso testicular, em ambos os lados, podem ser
notadas na TAB. 10.

Encontrou-se diferencga significante (valor-p < 0,05) apenas para o peso testicular
final do lado direito. Houve diferenga do grupo IV em relagdo aos grupos |, Il e lll, uma
vez que o grupo |V apresentou peso testicular maior que os demais grupos (GRAF. 12,
APENDICE A).

Evidenciou-se que o peso testicular final do lado esquerdo n&o diferiu entre os

grupos.
TABELA 10 - Comparagéo entre os grupos e o peso testicular final
Caracteristicas Grupos Diferencas Valor-p
Peso testicularfinal direito 1.1,2+0,6 (1,0) I-1V =-0,9 <0,0012
(9) 1.1,5+0,4 (1,5) -1V =-0,6 0,033?
I.1,1 £0,5 (1,1) -1 =-1,0 <0,0012
IV.2,1£0,2 (2,1)

Peso testicular final 1.1,9+0,2 (1,9) - -

esquerdo (g) 11.2,0 £0,2 (2,1) - -

111.1,9 £0,2 (1,9) - -

IV.2,0 £0,2 (2,1) - -

2: Teste Tukey (nivel de significancia = 0,05).
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5.5 COMPARAGCOES DAS CARACTERISTICAS - PARTE II

5.5.1 Comparacdes do lado direito
5.5.1.1 Dimensées das regibes proximais da parede do ducto deferente entre 0s grupos

N&o houve diferenca significante entre os grupos na avaliagdo do diametro externo,
do didmetro luminal e da espessura muscular das regides proximais da parede do ducto
deferente direito (TAB. 25, APENDICE A).

5.5.1.2 Dimensbes das regibes distais da parede do ducto deferente entre os grupos

As comparagdes entre os grupos e as dimensdes das regides distais da parede do
ducto deferente do lado direito (didmetro externo, di@metro luminal e espessura muscular)
séo representadas na TAB. 11. Encontrou-se diferencga significante (p <0,05) para o diametro
luminal e espessura muscular, ja que pelo menos dois grupos diferiram em relagéo a essas
caracteristicas. O diametro externo nao diferiu entre os grupos (p=0,253).

Em relagdo ao didmetro luminal das regides distais do lado direito, registrou-se
diferenga do grupo IV em relagéo aos grupos |, Il e lll, cujo grupo IV teve o maior diametro
luminal.

Para a espessura muscular das regides distais do lado direito, o grupo | exibiu-a
maior que o grupo IV.

Estes resultados estdo demonstrados nos GRAF. 13 e 14 (APENDICE A).

TABELA 11 - Comparacéo do diametro externo, didmetro luminal e espessura muscular da parede do
ducto deferente em relacéo ao lado direito segundo a regido distal por grupo

Regides distais Grupos Diferencas Valor-p
direitas
Diametro externo (um) I.1477,5 +130,4 (1481,3) - -
Il. 1383,8 +176,9 (1381,3) - -
Ill. 1400,0 £ 127,7 (1418,8) - -
IV. 1347,2 +130,0 (1375,0) - -
Diametro luminal (um) |. 386,3 + 70,3 (387,5) IV-1=99,8 0,0232
Il. 350,0 £ 90,5 (331,3) IV -11=136,1 0,0012
I1l. 391,3 + 73,4 (375,0) IV-11=948 0,0332
IV. 486,1 + 42,1 (487,5)
Espessura muscular IV. 366,7 + 63,7 (386,8) IV-1=-66,3 0,006'

(um) l. 473,8 + 96,8 (453,1)

1: Método de Bonferroni (nivel de significancia = 0,05/6=0,008); 2: Teste Tukey (nivel de significancia =
0,05).

5.5.1.3 Avaliacao dos testiculos pela classificacdo histolégica de Kolbe entre os grupos

A comparagéo entre 0s grupos e a avaliagdo dos testiculos direitos pela classificagcdo
histologica de Kolbe®® encontra-se na TAB. 12. Observou-se associacdo entre as
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caracteristicas (valor-p<0,001).

Na avaliagcdo dos testiculos direitos dos ratos pela classificagdo histoldégica de
Kolbe®® entre grupos, detectou-se diferenca do grupo | em relacdo aos grupos Il e IV (FIG.
13 e 14). Porém, essa associagdo ndo pode ser quantificada devido a presenca de casela
zero (grupo | e classificagcao normal), o que impossibilitou o calculo.

A partir da avaliacdo visual dos resultados da TAB. 12, notou-se que o grupo |
possuia mais lesdo que os grupos Il e IV (comparacéo dois a dois na TAB. 26, APENDICE
A).

TABELA 12 - Comparagéo da avaliagao dos testiculos direitos pela classificagdo histolégica de Kolbe
entre grupos

Caracteristicas Classificacao histolégica de Kolbe Valor-p
Normal Lesao
n % n %

Lado direito
Grupo | 0 0,0 10 100,0 <0,001"
Grupo I 2 20,0 8 80,0
Grupo I 3 30,0 7 70,0
Grupo IV 8 88,9 1 11,1

1: Teste exato de Fisher.

FIGURA 13 - Fotomicrografia do testiculo direito do rato n° 9 do grupo Il, evidenciando acentuada
reducdo do numero de células germinativas nos tubulos seminiferos

3 L e &=

Grau 1 na classificagao histologica de Kolbe. (HE-40x).

Fonte: do autor.
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A comparacao entre os grupos e a graduacdo pela classificacédo histolégica de
Kolbe®® no testiculo direito na forma quantitativa encontra-se na TAB. 13. Encontrou-se
associacao entre as caracteristicas.

Comparando os grupos dois a dois, tem-se que o grupo | foi diferente na comparacéo
com os grupos Il, 11l e IV, com maior graduacgéo do lado direito pela classificagéo histologica
de Kolbe®.

Percebeu-se também diferenca significante entre o grupo IV em relagéo aos grupos
Il e Ill; os ratos do grupo IV apresentaram menor graduacgéo pela classificacao histologica
de Kolbe®*® do lado direito que os ratos dos grupos Il e 1ll.

Os resultados sao ilustrados no GRAF. 15 (APENDICE A).

TABELA 13 - Comparagéo entre os grupos e a graduagdo pela classificagéo histologica de Kolbe do
testiculo direito na forma quantitativa

Caracteristica Grupos Diferencas Valor-p

.2,6 +0,8 (3,0) -1=15 0,0012

I.1,1 £0,7 (1,0) -1=1,3 0,005

.1,3 1,1 (1,5) 1-IV=25 <0,0012
IV. 0,1 £0,3 (0,0)

Classificagdo de Kolbe I.1,1 £0,7 (1,0) -1v=1,0 0,0502
IV. 0,1 £0,3 (0,0)

. 1,3 1,1 (1,5) M-1v=12 0,013

IV. 0,1 +0,3 (0,0)

2: Teste Tukey (nivel de significancia = 0,05)

O padrao histologico esta preservado, com células germinativas e de Sertoli em quantidade habitual.
Grau 0 na classificagao histologica de Kolbe. (HE-100x).

Fonte: do autor.
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5.5.1.4 Espermatozoides no lumen dos epididimos entre os grupos

A comparacao entre os grupos e espermatozoides no limen dos epididimos do lado
direito encontra-se na TAB. 14. Os grupos nao diferiram para auséncia de espermatozoides
intraluminais (FIG. 15). Todavia, detectou-se diferenga significante (valor-p < 0,05) para
reducao e para abundéancia dos espermatozoides intraluminais (FIG. 16), sendo que pelo
menos dois grupos diferiram em relag@o a essas caracteristicas.

Devido ao alto numero de caselas zero, nédo foi possivel quantificar a associagao.
Entretanto, observando-se as frequéncias, identificou-se que o grupo IV diferiu dos demais.

TABELA 14 - Comparagéo entre 0s grupos e os espermatozoides no limen dos epididimos do lado
direito

Espermatozoides no limen dos

epididimos
Caracteristicas sim Nao Valor-p
n % n %
Reducgéo dos espermatozoides intraluminais
Grupo | 9 90,0 1 10,0 <0,0011
Grupo Il 10 100,0 0 0,0
Grupo I 9 90,0 1 10,0
Grupo IV 0 0,0 9 100,0
Abundancia de espermatozoides intraluminais
Grupo | 0 0,0 10 100,0 <0,0011
Grupo |l 0 0,0 10 100,0
Grupo Il 0 0,0 10 100,0
Grupo IV 9 100,0 0 0,0
Auséncia de espermatozoides intraluminais
Grupo | 1 10,0 9 90,0 1,000°
Grupo Il 0 0,0 10 100,0
Grupo Il 1 10,0 9 90,0
Grupo IV 0 0,0 9 100,0

1: Teste exato de Fisher.
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FIGURA 15 - Fotomicrografia do epididimo direito do rato n° 1 do grupo |, mostrando auséncia de
espermatozoides intraluminais

(HE-100x).

Fonte: do autor.

FIGURA 16 - Fotomicrografia do epididimo direito do rato n° 8 do grupo IV, exibindo abundancia de
espermatozoides intraluminais

(HE-100x).

Fonte: do autor.
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5.5.1.5 Necrose testicular histologica entre os grupos

A comparacao entre 0s grupos e a necrose testicular histologica do lado direito esta

demonstrada na TAB. 15.

Assim, observou-se por que a necrose testicular histologica do lado direito diferiu
(p = 0,05) entre os grupos (FIG. 17 e 18). Entretanto, a diferenca ndo pode ser localizada,
devido a utilizagdo do método Bonferroni, que € uma técnica conservadora, e a existéncia
de caselas zero, que podem ter impulsionado esses resultados (TAB. 27, APENDICE A).

TABELA 15 - Comparacgéo entre necrose testicular histolégica e os grupos do lado direito

Necrose testicular histolégica

Grupos Sim Nao Valor-p
n % n %

Grupo | 5 50,0 5 50,0 0,005'

Grupo Il 0 0,0 10 100,0

Grupo I 4 40,0 6 60,0

Grupo IV 0 0,0 9 100,0

1: Teste exato de Fisher.

FIGURA 17 - Fotomicrografia do testiculo direito do rato n° 1 do grupo |, exibindo multiplos tubulos
seminiferos com necrose

(HE-100x).

Fonte: do autor.
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FIGURA 18 - Fotomicrografia do testiculo direito do rato n° 7 do grupo I, mostrando intensa redugao
das células germinativas nos tibulos seminiferos e necrose focal e esparsa

(HE-100x).

Fonte: do autor.

5.5.2 Comparacdes do lado esquerdo
5.5.2.1 Avaliagao dos testiculos pela classificagdo histologica de Kolbe entre os grupos

A comparagdo entre os grupos e avaliagcdo dos testiculos pela classificacdo
histologica de Kolbe®® do lado esquerdo esta representada na TAB. 16.

A avaliagéo dos testiculos esquerdos pela classificagao histologica de Kolbe®° diferiu
(valor-p < 0,05) em relagéo aos grupos.

Constatou-se diferenca do grupo | em relagé@o aos grupos lll e IV e diferenca entre
os grupos Il e IV. Houve associagéo (p < 0,05), mas devido as frequéncias nulas, nao foi
possivel quantifica-las (TAB. 30, APENDICE A).

A partir da avaliagéo visual dos resultados da TAB. 16, percebeu-se que o grupo |
manifestou mais lesdes que os grupos lll e IV e que no grupo Il elas foram mais numerosas
que no grupo IV. Os demais néo diferiram.
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TABELA 16 - Comparagéao entre os grupos e avaliagdo do testiculo esquerdo pela classificagcao
histologica de Kolbe

Classificacao histologica de Kolbe

Caracteristicas - Valor-
Normal Lesao P

n % n %

Lado esquerdo

Grupo | 0 0,0 10 100,0 <0,001"
Grupo Il 3 30,0 7 70,0
Grupo I 9 90,0 1 10,0
Grupo IV 9 100,0 0 0,0

1: Teste exato de Fisher.

A comparacdo entre os grupos e a graduacdo do testiculo esquerdo pela
classificagao histoldgica de Kolbe® do testiculo esquerdo esta representada na TAB. 17.
Houve associagéo entre as caracteristicas (valor-p<0,001).

Encontrou-se diferenca do grupo | em relagao aos grupos Ill e IV, ou seja, os ratos
do grupo | tiveram maior graduacao pela classificagdo histolégica de Kolbe® do que os
grupos lll e IV.

Notou-se também diferenga do grupo Il em relagéo aos grupos Il e IV, ja que os
ratos do grupo Il tiveram maior graduacgéo pela classificag@o histologica de Kolbe®* que os
ratos dos grupos Il e IV (GRAF. 18, APENDICE A).

TABELA 17 - Comparagéo da graduagéao, pela classificagéo histoldgica de Kolbe, do testiculo esquerdo
entre grupos

Caracteristicas Grupos Diferencas Valor-p
1.1,0 £0,0 (1,0) I-111=0,9 <0,001'
Ill. 0,1 +£0,3 (0,0) I-1V=1,0 <0,001’

Classificacao IV. 0,0 £0,0 (0,0)
histologica de Kolbe I1.0,7 0,5 (1,0) I-11=06 <0,001"
Ill. 0,1 +0,3 (0,0) -1 =0,7 <0,001’

IV. 0,0 +0,0 (0,0)

1: Teste Tukey (nivel de significancia = 0,05).

5.5.2.2 Espermatozoides no lumen dos epididimos entre os grupos

A comparacgdo entre os grupos e a existéncia de espermatozoides no limen dos
epididimos do lado esquerdo esta apresentada na TAB. 18. Constatou- se diferenca
significante (valor-p <0,05) para a reducao e abundancia dos espermatozoides intraluminais,
ou seja, pelo menos dois grupos diferiram em relacdo a essas caracteristicas (TAB. 31,
APENDICE A).

Em relacdo a reducdo dos espermatozoides intraluminais, inferiu-se diferenca do
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grupo | no tocante aos grupos Ill e IV. Os ratos do grupo | tiveram 27,3 vezes mais a chance
de apresentar a redugéo do que o grupo Ill (IC,,.: 2,1 a 1740,1). Houve associagéo entre o
grupo | e IV (valor-p < 0,05), mas devido a frequéncia nula ela néo foi quantificada.

Quanto a abundéancia de espermatozoides intraluminais, constatou-se diferenca do
grupo | em relacdo aos grupos Il e IV. Os ratos do grupo Il tiveram 36 vezes a chance
de apresentar abundancia dos espermatozoides intraluminais que o grupo | (IC,,: 2,0 a
1536,6). Houve associagéo entre o grupo | e IV, mas devido a frequéncia nula ndo foi
possivel quantifica-la.

Vale destacar que nao foi possivel a realizagdo da comparacéo relacionada a
auséncia de espermatozoides intraluminais, porque ndo houve registros de casos sem

espermatozoides no lumen dos epididimos do lado esquerdo nessa caracteristica.

TABELA 18 - Comparacgéao entre espermatozoides no limen dos epididimos do lado esquerdo e os
grupos

Espermatozoides no limen dos epididimos

Caracteristicas Sim Nao Valor-p

n % n %

Reducéo dos espermatozoides

Grupo | 8 80,0 2 20,0 <0,001"
Grupo Il 6 60,0 4 40,0

Grupo Il 1 10,0 9 90,0

Grupo IV 0 0,0 9 100,0

Abundancia de espermatozoides

Grupo | 2 20,0 8 80,0 <0,001"
Grupo Il 4 40,0 6 60,0

Grupo IlI 9 90,0 1 10,0

Grupo IV 9 100,0 0 0,0

1: Teste Qui-Quadrado de Pearson.

5.5.2.3 Necrose testicular histologica entre os grupos

Nao se encontrou necrose testicular a esquerda nos testiculos examinados.

5.6 COMPARAGCOES DAS CARACTERISTICAS - PARTE IlI

5.6.1 Descricao das perdas de volume testicular

Calculou-se a redugdo percentual no volume testicular esquerdo pelo exame
ultrassonografico e no volume testicular direito pelo exame ultrassonografico e pelo
paquimetro para cada animal desse estudo experimental (TAB. 32, APENDICE A).

A perda do volume foi calculada da seguinte forma: [(final-inicial)/inicial] x 100,
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resultando na redugéo (em percentagem) do volume testicular. Vale destacar que os casos
descritos como “sem perda” foram aqueles que tiveram percentagem positiva do volume
testicular. Os casos inferiores a 10 sdo aqueles entre -9,9 e -0,01.

Por exemplo, o animal n° 1 do grupo | teve redugcé&o no volume testicular direito,
quando avaliado pelo exame ultrassonografico maior que 50%, mesmo resultado quando
avaliado pelo paquimetro. E a redugcéo no volume testicular esquerdo foi entre 30 e 50. Ja
0 animal n° 9 do grupo IV néo teve reducao dos volumes testiculares direito e esquerdo,
quando avaliado pelo exame ultrassonografico. Nao se registrou a informacgéo sobre a
classificagao pelo paquimetro em relagéo aos ratos do grupo 1V, porque o volume testicular
inicial dos animais desse grupo néo foi mensurado pelo paquimetro.

Na TAB. 19 apresentam-se os dados agrupados pela redu¢do do volume testicularem
relacéo ao inicial segundo o grupo (colunas), método de avaliacdo (exame ultrassonografico
ou paquimetro) nas linhas destacadas e percentual de redugédo também nas linhas.

Em relacdo a variacdo do volume testicular direito em relagdo ao inicial pelo exame
ultrassonografico, na linha identificada como “sem perda” aparecem quantos animais ndo
tiveram reducédo do volume testicular. Nao tiveram perda de volume testicular um animal do
grupo I, um animal do grupo lll e trés animais do grupo IV.

Existe outro subgrupo no qual os animais foram identificados pela variacdo do
volume testicular direito em relagdo ao inicial avaliado pelo paquimetro. A coluna do
grupo |V esta toda marcada com X, porque os animais desse grupo nao tiveram o volume
testicular inicial avaliado pelo paquimetro, portanto, néo foram incluidos nesta anélise. Na
linha “sem perda” percebe-se que nenhum animal do grupo | e do grupo Il apresentou essa
classificacdo e que quatro animais do grupo lll a apresentaram.

Houve diferenca significante entre os grupos na redugéo do volume testicular direito
avaliado pelo exame ultrassonografico e pelo paquimetro (valores-p iguais a 0,047 e 0,001,
respectivamente). Entretanto, essa associagdo nao pdde ser localizada e quantificada,
devido ao alto numero de caselas nulas. Visualmente, observam-se mais casos com menor
reducdo na variagcao do volume testicular direito no grupo IV quando realizado o exame
ultrassonografico. Pelo paquimetro, tém-se mais casos sem perda no grupo Il que nos
demais.

Quando o volume testicular esquerdo foi avaliado pelo exame ultrassonografico, ndo
se constatou diferenca significante (valor-p = 0,427).
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TABELA 19 - Descri¢édo das perdas de volume testicular

Caracteristicas Grupo | Grupo Il Grupo lll Grupo IV Total Valor-p
Variacdo do volume testicular direito pelo exame ultrassonografico (%) 0,0471
Sem perda 0 1 1 3
<10 0 0 0 2
10a29,9 3 7 3 3 16
30a50 4 2 2
> 50 3 0 4 0
Variagdo do volume testicular direito pelo paquimetro (%) 0,001'
Sem perda 0 0 4 X 4
<10 1 0 1 X
10a29,9 5 8 0 X 13
30a50 1 2 3 X
>50 3 0 2 X
Variacao do volume testicular esquerdo pelo exame ultrassonografico(%) 0,4271
Sem perda 2 1 2 2 7
<10 1 2 5 2 10
10a29,9 4 6 3 5 18
30a50 1 0 0 4

1: Teste Exato de Fisher.

Na TAB. 20 apresenta-se a concordancia da reducao percentual do volume do
testiculo direito em relagéo ao inicial nos 30 animais dos grupos |, Il e Ill. Vale destacar
que nao houve casos com perda inferior a 10 para o exame ultrassonografico. Desta forma,
para que os calculos pudessem ser realizados, foram agrupadas as categorias “sem perda”
e “<10”.

Na primeira linha da tabela, identificada como sem perda, observou-se que dos
dois animais (total da linha) sem perda na classificacao feita pelo exame ultrassonografico
(identificacdo da primeira coluna), um foi classificado pelo paquimetro como sem perda ou
reducdo inferior a 10% (segunda coluna) e um foi classificado como reducéo entre 10 e
29,9%.

O coeficiente Kappa foi calculado para avaliar a concordancia entre o resultado
obtido pelo paquimetro e pelo exame ultrassonografico. O coeficiente igual a 0,292 indica
concordancia razoavel e significante (valor-p = 0,006) entre os tipos de exames.
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TABELA 20 - Reducéo percentual do volume testicular direito pelo exame ultrassonografico e pelo
paqguimetro, nos ratos dos grupos |, Il e Il

Caracteristicas Reducao na classificacao dopaquimetro (%) Total  Valor-p
Sem perdaou<10 10a29,9 30a50 >50
Reducao na classificacao pelo exame ultrassonografico (%) 0,006
Sem perda ou < 10 1 1 0 0 2
10229,9 4 8 1 0 13
30 a 50 1 4 2 1
> 50 0 0 3 4

Kappa = 0,292 (IC95%: 0,082 a 0,503).

O coeficiente de correlagdo de Pearson obtido entre a percentagem de reducao
do volume testicular direito avaliada pelo exame ultrassonografico e pelo paquimetro
apresentado na TAB. 21 foi igual a 0,696, com valor-p inferior a 0,001. Estes resultados
indicam correlagéo positiva e significante, ou seja, se a redugédo encontrada no exame
ultrassonografico for baixa, a reducdo obtida pelo paguimetro também tende a ser. Da
mesma forma, se a reducdo encontrada no exame ultrassonografico for alta, a reducao
obtida pelo paquimetro também o sera.

TABELA 21 - Correlagao entre a redugao do volume testicular direito avaliada pelo exame
ultrassonografico e pelo paquimetro

Caracteristica Coeficiente Valor-p

Redugdo em % nos dois exames 0,696 <0,001"

1: Correlagédo de Pearson.

Na TAB. 22 descreveram-se os dados da variacao do volume testicular em relacao
a medida inicial entre os grupos, na forma quantitativa.

Interpretando os resultados da variacéo do volume testicular direito em relagdo ao
inicial avaliado pelo exame ultrassonografico do grupo I, como exemplo, foi observada, em
média, variagdo em relacdo ao volume inicial de -47,3%, desvio-padrdo de 25% e mediana
de -35%. O sinal negativo indica redugéo.

O valor-p de 0,001 indica associagéo entre a variagdo do volume testicular direito
em relag¢do ao inicial pelo exame ultrassonografico e os grupos. Verificou- se que a reducéao
na variacdo do volume testicular direito nos grupos | e Ill foi maior que no grupo IV (GRAF.
19, APENDICE A).

Quando se consideraram os valores da variagdo do volume testicular esquerdo em
relacéo ao inicial avaliado pelo exame ultrassonogréafico e do volume testicular direito em
relagédo ao inicial pelo paquimetro, ndo se obteve diferengca com significancia estatistica
entre 0s grupos.
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A principal diferenca entre as TAB. 19 e 22 é que naquela a variagcdo do volume

testicular foi avaliada na forma qualitativa e nesta foi analisada na forma quantitativa.

TABELA 22 - Comparagéao da variagcao do volume testicular em relagdo ao inicial entre os grupos

Caracteristicas Grupos Diferencas Valor-p
Variacao do volume testicular direito l.-47,3 + 25,3 (-35,0) 1-1V=-418 0,0012
pelo exame ultrassonografico IIl. -41,0 £ 30,3 (-39,1) -1V =-355 0,0072
(%) IV.-5,5 + 15,3 (-4,2)
Variacédo do volume testicular I.-18,2 +21,0 (-18,5) - -
esquerdo pelo exame II.-12,5 +13,2 (-12,2) - -
ultrassonografico IIl. -2,6 +15,4 (-4,3) - -
(%) IV. -9,7 +11,2 (-13,0) - -
Variacéo do volume testicular direito I.-31,2 +21,3 (-26,6) - -
pelo paquimetro 1. -24,5 + 10,0 (-24,0) - -
(%) Il. -20,9 + 37,4 (-25,5) - -

2: Teste Tukey (nivel de significancia = 0,05)

5.6.2 Apresentacao objetiva dos resultados estatisticos

Nesta secao sintetizaram-se os comentarios feitos durante o trabalho. Vale ressaltar
que foram comentados e destacados os resultados com significancia estatistica (valor-p <
0,05).

+  Sobre o volume testicular (direito e esquerdo) por paquimetro

O grupo IV apresentou volume testicular final do lado direito maior que os grupos I,
Il e 1l e o volume final do testiculo esquerdo do grupo | foi menor que dos grupos lll e IV.

+  Sobre o volume testicular (direito e esquerdo) por exame ultrassonografico

O VTD final do grupo IV foi maior que dos grupos | e lll; a variagédo do VTD do grupo
| foi maior que dos grupos Il e 1V; o grupo Il exibiu mais variagcédo do VTD que o grupo 1V;
e a variagdo do VTD em relagdo a medida inicial do grupo IV foi menor que dos grupos | e
Il (menor diferenca entre os momentos). Nao houve diferenca entre os grupos no que diz
respeito a essas caracteristicas avaliadas no lado esquerdo. Verificou-se que a variagao
do volume testicular do lado direito foi maior que do lado esquerdo para os grupos | e |,
ou seja, para o lado direito observou-se maior diferenga entre os dois momentos avaliados.

Para os grupos Il e IV n&o se detectou diferenca significante.

+ Sobre o volume testicular (direito, esquerdo, inicial, final e variacao)
avaliado por paquimetro e exame ultrassonografico

O volume testicular inicial do lado direito, a variacdo do volume testicular do
lado direito, a variagéo do volume testicular em relagdo a medida inicial do lado direito
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e o volume final do testiculo esquerdo foram maiores quando mensurados pelo exame
ultrassonogréfico do que pelo paquimetro.

+  Sobre o peso testicular (direito e esquerdo)

O peso testicular final no lado direito foi maior nos ratos do grupo IV que nos demais
grupos. O peso testicular final do lado esquerdo nao diferiu.

+ Sobre as dimensdes das regidoes proximais e distais da parede do ducto
deferente; avaliacao dos testiculos pela classificacao histolégica de Kol-
be; quantidade de espermatozoides intraluminais no epididimo e necro-
se testicular histolégica do lado direito

Néo se verificou diferenga significante nas dimensdes das regibes proximais
da parede do ducto deferente em relagdo ao didmetro externo, luminal e espessura
muscular no lado direito entre os grupos. Considerando-se as regides distais, o diametro
luminal no lado direito do grupo IV foi superior ao dos demais grupos. Ja a espessura
muscular no lado direito dos ratos do grupo | foi maior que do grupo IV. Constatou-se
diferenca na graduacgé@o dos testiculos pela classificagéo histologica de Kolbe® do lado
direito: o grupo | apresentou maior graduacado em relagdo aos grupos Il, Ill e IV; e o
grupo IV apresentou menor graduacgéo que os grupos Il e Ill. Em relagdo a quantidade de
espermatozoides intraluminais no epididimo, o grupo IV manifestou menor frequéncia de
reducdo de espermatozoides intraluminais e maior frequéncia de casos com abundancia
de espermatozoides intraluminais (lado direito). Constatou-se que houve associagdo entre
a necrose testicular histolégica do lado direito e os grupos, entretanto, devido as baixas
frequéncias, nao foi possivel localizar a associagéo.

+ Sobre as dimensdes das regidoes proximais e distais da parede do ducto
deferente; avaliacao dos testiculos pela classificacao histolégica de Kol-
be; quantidade de espermatozoides intraluminais no epididimo e necro-
se testicular histolégica do lado esquerdo

Considerando-se as regides proximais do lado esquerdo, o didametro luminal dos
ratos do grupo Il foi menor que dos grupos | e IV. J& em relagéo as porcdes distais do lado
esquerdo, os ratos do grupo | apresentaram mais altos valores para espessura muscular
que os grupos Il e IV. Nao foi possivel quantificar a associagdo. Constatou-se diferenca
na graduacgédo dos testiculos pela classificagéo histologica de Kolbe® no lado esquerdo: o
grupo | apresentou maior graduacao em relagdo aos grupos lll e IV; e o grupo Il apresentou
maior graduagéo que os grupos lll e IV. Em relacdo a quantidade de espermatozoides
intraluminais no epididimo, o grupo | teve 27,3 vezes mais a chance de reducdo dos

espermatozoides intraluminais do lado esquerdo que o grupo Il (IC,,: 2,1 a 1740,1).
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Quanto a abundancia de espermatozoides intraluminais, o grupo Il teve 36 vezes mais a
chance de apresentar abundéncia de espermatozoides intraluminais que os ratos do grupo
I (IC,,,: 2,01 a 1536,6). Em ambos os casos houve associagéo entre os grupos | e IV, mas
nao foi possivel quantifica-la devido a existéncia de caselas nulas.

+ Sobre as perdas do volume testicular

Percebeu-se associacdo entre a reducdo do volume testicular avaliada na forma
qualitativa do lado direito e os grupos. No exame ultrassonografico tém-se mais casos com
mais reducgé@o nos grupos |, Il e lll em relagéo ao 1V; e no paquimetro, mais casos com mais
reducd@o nos grupos | e Il em relacéo ao IV.

A concordancia foi razoavel (Kappa = 0,292) e significante (valor-p = 0,006) entre
a reducdo percentual testicular do paquimetro e do exame ultrassonogréafico (forma
qualitativa).

Houve correlag@o positiva e significante (valor-p<0,001) entre a percentagem de
reducao avaliada pelo paquimetro e pelo exame ultrassonografico (forma quantitativa).
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6 DISCUSSAO

6.1 LITERATURA

Em relag@o ao objeto proposto nesta pesquisa, foi possivel encontrar na literatura
trés relevantes artigos, cujos autores foram: Lee et al. (2000)"”, Ceylan et al. (2003)'® e Choi
et al. (2009)'°. Entretanto, somente Ceylan et al. (2003)'® mensuraram a forca de tragédo
aplicada no funiculo espermético dos ratos Wistar.

No presente estudo experimental, também se mensurou a for¢a de tracao aplicada
no funiculo espermatico dos ratos Wistar durante cinco minutos. Porém, diferentemente de
Ceylan et al. (2003)8, aplicou-se a for¢ca de tragéo de 1,6 N e de 1 N no funiculo esperméatico
direito dos animais dos grupos | e I, respectivamente. E, ainda, foram agregadas outras
variaveis. A medicdo do volume testicular foi efetuada antes e ap6s a aplicagéo dessa
forca de tracdo, a fim de avaliar as alteragbes no volume desse 6rgdo. A mensuracao
do volume testicular foi feita pelo exame ultrassonogréafico e pelo paquimetro com uma
formula que levou em consideragdo o formato desse 6rgéao. A perda de volume testicular
foi avaliada empregando-se o volume do mesmo testiculo em momentos diferentes. O
testiculo contralateral (esquerdo) nao foi manipulado, porque havia a expectativa de ocorrer
lesdo nesse 6rgdo, ocasionada por dano testicular unilateral (direito). A mensuracao das
dimensdes da parede do ducto deferente foi feita com base nas caracteristicas topograficas
e histologicas das quatro distintas regides da parede desse 6rgdo. E foram também
averiguadas as lesdes no epididimo ocasionadas pelo estiramento no funiculo espermatico.

6.2 MODELO ANIMAL

Os ratos constituem modelo animal amplamente utilizado em experimentos
envolvendo o funiculo espermatico e o testiculo. Varias linhagens podem ser utilizadas,
incluindo Long-Evans, Sprague-Dawley e Wistar. Empregaram-se neste estudo ratos
da linhagem Wistar, devido aos seguintes motivos: a) sdo de pequeno porte, 0 que
facilita a padronizacéo, obtencdo e manipulacdo em laboratério; b) custo acessivel; c)
possuem volume testicular semelhante a modelo de animais de maior porte; d) ha grande
conhecimento de sua anatomia, fisiologia e embriologia®®=°. O rato serve como modelo para

estudo de fendmenos relacionados ao ducto deferente de seres humanos®.

6.3 INCISAO CIRURGICA

Diversas vias de acesso podem ser utilizadas para abordar o funiculo espermatico
de ratos: laparotomia mediana*!, incisdo inguinal’®“?, inguinoescrotal'®, supraescrotal'®4°
e escrotal®. Optou-se, neste estudo, pelo acesso supraescrotal direito, a fim de evitar-
se a manipulagéo inadvertida do conteddo escrotal no lado esquerdo, para reduzir a
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possibilidade de aderéncia do testiculo na parede escrotal e para diminuir o edema, o
processo inflamatério e a pressao intraescrotal no pos-operatorio*t.

6.4 MENSURAGAO E ALTERAGCAO DO VOLUME TESTICULAR

Para medir as dimensbes e o0 volume testicular, podem ser utilizados varios
instrumentos: régua, orquiddmetro, paquimetro e o aparelho de ultrassonografia. Os
principais fatores que podem influenciar a acuracia dessas medidas s&o: a inclusédo de
parte ou de todo o epididimo, a variabilidade da espessura e da elasticidade da pele do
escroto, a compressdo do conteldo escrotal e a experiéncia do examinador®,

Considerando que existem varias formulas para mensurar o volume testicular,
podem ocorrer alteragcdes nesse valor, de acordo com a que for utilizada. Acredita-se que
seja conveniente usar as trés dimensodes obtidas desse érgédo para fazer o céalculo do
VOlUm623’40’45’46.

N&ao ha consenso sobre qual é a melhor formula que deve ser usada para calcular
o volume testicular‘®#’. O volume testicular tende a ser superestimado pela formula de
Lambert e subestimado pelas férmulas do elipsoide prolato e de Hansen46,48,49.

O uso do paquimetro e do orquiddémetro para mensurar o volume testicular pelo
escroto € incorreto, porque inclui a pele, a tela subcutanea e pode incluir o epididimo,
superestimando o volume testicular®®4650%2, A mensuracdo do volume testicular com o
paquimetro pelo escroto pode superestimar o volume testicular em 69+27%*. Portanto, o
uso desses instrumentos para medir as dimensdes do testiculo através do escroto somente
se justificaria na pratica clinica pelo baixo custo e principalmente quando a determinagéo
absoluta do volume testicular ndo for necessaria*’ 153,

Todavia, é valido o uso do paquimetro para medir as dimensfes testiculares no
intraoperatério®. O uso desse dispositivo requer eximia sensibilidade do examinador. Para
mensurar as dimensdes testiculares com o paquimetro, recomenda-se que esse 6rgéo fique
um pouco suspenso, porque até mesmo o repouso do testiculo sobre a mesa operatéria
distorce o seu formato, ocasionando variagbes na mensuragdo*. Stegani et al. (2008)%°
e Quintaes et al. (2013)% mediram as dimensdes testiculares de ratos com paquimetro e
utilizaram a formula do elipsoide prolato para mensurar o volume testicular desses animais.

Considerando que o testiculo tem o formato de um elipsoide triaxial®', esta
justificado o uso da férmula matematica para o calculo do volume de um corpo sélido
elipsoide triaxial. Portanto, neste trabalho escolheu-se introduzir essa féormula para calcular
o volume testicular dos ratos Wistar, utilizando-se as dimensdes testiculares mensuradas
pelo paquimetro. Essa férmula consta nos registros do Instituto Nacional de Padrdes e
Tecnologia do Departamento de Comércio dos Estados Unidos? e ja foi usada para calcular
o volume testicular de equinos e seres humanos?'2257,

O exame ultrassonografico do testiculo foi introduzido em 1970%, sendo reconhecido
como o método mais preciso para mensurar o volume testicular in situ*>*¢.Trata-se de um
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exame néo invasivo e que permite diagnosticar ampla variedade de afecgdes testiculares®-%.
A férmula mais comumente utilizada para calcular o volume testicular é a do elipsoide
prolato*s. Os aparelhos de ultrassonografia da linha Logic da General Electric (GE) adotam
essa formula para fazer o calculo do volume.

Quando se mensuram as dimensoes testiculares, € preciso saber que a confiabilidade
das medidas demonstra sua consisténcia obtida por um instrumento ou por um examinador
nas mesmas condi¢des de avaliacdo. A confiabilidade intraexaminador € a consisténcia das
medidas realizadas por um Unico examinador nas mesmas condi¢cdes de avaliagdo em dois
momentos diferentes. Isso minimiza a possibilidade de variagbes no calculo do volume.
A confiabilidade interexaminador vincula-se a consisténcia das medidas realizadas por
examinadores diferentes. Pode-se encontrar erro de aproximadamente 16% na medicéo
do tamanho testicular feita por multiplos examinadores com o uso do orquidémetro de
Prader®.

Nesta pesquisa houve concordancia razoavel e correlagdo positiva, que foram
significantes em relagdo a reducao percentual do volume testicular direito pelo exame
ultrassonogréfico e pelo paquimetro nos ratos dos grupos |, Il e lll. Evidenciou-se reducéo
do volume testicular final nos grupos em que houve manipulacéo e aplicacao da forca de
tracdo no funiculo espermatico, tendo isso sido também relatado por outros autores''°.

6.5 DUCTO DEFERENTE: ASPECTOS ANATOMICOS E HISTOLOGICOS

Quando se usa o ducto deferente do rato como modelo para estudo de fenébmenos
relacionados ao ducto deferente de seres humanos, é fundamental que se tenha
conhecimento das peculiaridades anatémicas e histoldgicas desse 6rgao.

O ducto deferente do rato adulto tem 4,5 a 6 cm de comprimento, originando-se
proximalmente no término da cauda do epididimo no escroto e terminando distalmente no
ducto ejaculatério na pelve. Trata-se de um tubo muscular que possui trés camadas de
musculatura lisa dispostas da seguinte forma: a camada média é circular e as camadas
externa e interna séo longitudinais®'%¢'. O ducto deferente contrai-se unidirecionalmente
durante a ejaculacdo, langando o liquido seminal no ducto ejaculatério. Essa atividade
contratil é bifasica nos roedores e mediada pelo sistema nervoso auténomo®. O ducto
deferente de ratos esta suspenso por um mesentério que mantém continuidade com o
epididimo. No ducto deferente, podem-se distinguir as seguintes regides: proximal,
juncional, distal e terminal, que possuem caracteristicas histologicas diferentes, como se
segue:

Na regidao proximal, o ducto deferente possui musculatura delgada que permite a
visualizagéo intraluminal do seu conteddo esbranquicado. Em decorréncia disso, o ducto
deferente nessa localizacdo é mais estreito quando comparado ao ducto deferente da
regido distal. A topologia do [limen nessa regido é de um cilindro afunilado, por conseguinte,
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o diametro luminal é grande, diminuindo progressivamente da regido proximal em direcéo
a regiao distal do ducto deferente. O epitélio colunar é baixo e a lamina propria é estreita,
dispondo de pouca vascularizagdo. Essa notavel redugéo luminal é decorrente do aumento
progressivo da altura da célula epitelial ao longo do ducto deferente e das variacdes
nos diametros epitelial e da lamina propria, que estdo aumentados no segmento distal e
diminuidos no segmento proximal dessa estrutura.

Na regiéo juncional localizada entre as regides proximal e distal do ducto deferente,
o0 epitélio tem aspecto ameado, lembrando os pequenos parapeitos denteados que
guarnecem o alto das torres, fortificagbes ou castelos e que protegiam os atiradores. Esse
sinal é o inicio da formagédo das dobras de mucosa, caracteristico da regiao distal desse
orgéo.

Na regido distal, a musculatura do ducto deferente € espessada, o que néo permite a
visibilizag@o do seu conteudo intraluminal. O epitélio colunar é alto, com dobras de mucosa
e a lamina propria é espessada. No animal vivo, a regiao distal € cor-de-rosa, devido a
maior vasculariza¢gdo quando comparada com a regido proximal. Por conseguinte, ocorre
grande mudanca na geometria do lumen, que exibe uma forma estrelada. Nao se sabe se
o lumen do ducto deferente aumenta durante a ejaculagéo.

Na regido terminal do ducto deferente, antes da sua confluéncia com o ducto da
glandula seminal para formar o ducto ejaculatério, o tipico epitélio daregiéo distal € substituido
por um epitélio simples contendo ninhos de células que fagocitam espermatozoides. Nao é
reconhecida uma 6bvia regido ampolar no ducto deferente®'.

O conhecimento das caracteristicas histologicas das quatro distintas regides da
parede do ducto deferente do rato Wistar ajuda na mensuragdo e na comparacao das
dimensdes desse 6rgéo.

Nos seres humanos, as variacoes regionais do ducto deferente sdo diferentes
daquelas relatadas no rato. Foi observada em seres humanos progressiva diminuicao
no desenvolvimento epitelial e muscular ao longo da extensdo do ducto deferente. Isso
provavelmente significa que as regides proximal e média desse 6rgao nos seres humanos
podem ser consideradas similares as por¢cdes média e distal dessa estrutura nos ratos. Os

seres humanos ndo possuem segmento equivalente a regido proximal dos ratos®e.

6.6 ETIOLOGIA DAS LES()ES ENCONTRADAS NO TESTICULO, NO DUCTO
DEFERENTE E NOEPIDIDIMO DOS RATOS

A causa da leséao testicular e do ducto deferente esta provavelmente relacionada
ao comprometimento vascular. Foi demonstrado experimentalmente que a mobilizacédo
do ducto deferente com disseccéo da artéria do ducto deferente em ratos resultou em
significativa reducéao da fertilidade e da fecundidade e ainda provocou alteracoes histologicas
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no testiculo e no epididimo. Isso provavelmente aconteceu em decorréncia da denervacao
simpatica do ducto deferente, com consequente perda da motilidade e obstru¢édo funcional
desse 6rgao ou possivelmente devido a alteragdo na funcgéo testicular. A aplicabilidade
clinica dessa teoria esta relacionada ao fato de que na orquiopexia, em seres humanos,
pode ser necessaria extensa mobilizacao do ducto deferente com lesdo da artéria do ducto
deferentes.

Em outro experimento evidenciou-se que a ablagdo do plexo mesentérico inferior, em
ratos, resultou no aumento do nimero de espermatozoides no epididimo, sem aumento no
numero de espermatozoides presentes no ducto deferente. Acredita-se que a contratilidade
peristéltica é o principal mecanismo de movimentacdo dos espermatozoides do epididimo
para o ducto deferente. O epididimo € inervado pelo plexo mesentérico inferior, enquanto
a inervacéo autondmica do ducto deferente é feita pelos nervos espermaéticos inferiores.
A obstrucéo funcional do ducto deferente pode ser responséavel pelo aumento do nimero
de espermatozoides no epididimo, realgcando o papel do sistema nervoso auténomo
no transporte de espermatozoides no aparelho reprodutor masculino. O nimero de
espermatozoides no epididimo pode ser influenciado por: modificagdes na fungéo testicular,
alteragdes no fluxo sanguineo e na temperatura do epididimo, perda do ténus simpatico
tubular e obstrugéo no transito dos espermatozoides®.

6.7 GRADUA(;AO HISTQL()GICA UTILIZADA PARA EXAMINAR E
CLASSIFICAR OS TESTICULOS

Neste estudo, os testiculos foram examinados e classificados pela classificacao
histolégica de Kolbe que esta alicercada na avaliagdo do tibulo seminifero e nas alteragdes
do epitélio germinativo testicular®®. A classificagcdo histologica de Kolbe®® fornece um
indicador sensivel de isquemia, porque foi elaborada com fundamentagéo nas modificagdes
histol6gicas que ocorreram no testiculo de ratos ap6s ocluséo temporaria e permanente da
artéria testicular, conforme relatado por Oettlé e Harrison (1952)%. Quintaes et al. (2013)%
utilizaram essa classificagdo histologica para examinar testiculos de ratos submetidos a
fasciotomia descompressiva ap6s tor¢ao testicular. A classificacéo histol6gica de Johnsen®”
também tem sido utilizada para avaliar testiculos de ratos'19%568 Todavia, essa classificagdo
histologica foi idealizada inicialmente para registrar a espermatogénese em testiculos de
seres humanos, permitindo fazer a correlagéo entre as doengas endocrinologicas e o

comprometimento da funcéo testicular®’.

6.8 LESAO DOS ORGAOS CONTRALATERAIS

Em relacdo as lesbes dos 6rgdos contralaterais, neste experimento verificou-
se que os ratos exibiram lesbes histopatologicas testiculares progressivas na avaliagcéo
dos testiculos esquerdos pela classificagdo histolégica de Kolbe®*. Quando se observou
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a reducdo de espermatozoides intraluminais nos epididimos esquerdos, houve reducéo
nos grupos |, Il e lll. O volume testicular esquerdo final dos ratos do grupo | mensurado
pelo paquimetro foi menor que os grupos lll e IV. Portanto, ocorreu lesdo contralateral
nos 6rgaos dos animais pertencentes aos grupos em que foi aplicada for¢a de tracdo
no funiculo espermatico direito (grupos | e Il) e no grupo em que houve manipulagdo do
funiculo espermatico direito (grupo Ill). Choi et al. (2009)' encontraram no lado esquerdo
aumento da média do didmetro dos tubulos seminiferos, redu¢dao do numero de células de
Sertoli e redugéo no volume testicular. Ceylan et al. (2003)'® ndo encontraram alteragdes
anatomopatoldgicas no testiculo e no ducto deferente esquerdos.

Um dos aspectos mais controversos é a lesdo do testiculo contralateral ocasionada
por dano testicular unilateral. A exata etiologia dessa lesé@o ainda ndo esté esclarecida. A
regulacao neurovascular do fluxo sanguineo para os testiculos e a possibilidade de lesdo
por reperfusao apds comprometimento vascular contralateral sdo algumas das teorias que
tentam explicar esse fato. A vasomotricidade da microcirculagéo do rato é caracterizada por
um padrao ritmico de dilatacéo e constricao arteriolar. Acredita-se que essa vasomotricidade
esteja envolvida na regulacé@o da oferta de nutrientes e troca de fluidos dentro do testiculo.
Na torcao de testiculo, a amplitude da vasomotricidade aumenta aproximadamente 120%
na microcirculagao testicular contralateral. Essa reacéo fisiol6gica adaptativa restringe os
efeitos deletérios da diminui¢éo do fluxo total nesse testiculo, porque diminui a resisténcia
Vascular18,19,44,69-80_

Demonstrou-se em experimentos de tor¢ao testicular em ratos que o fluxo sanguineo
diminui 43% na artéria espermatica interna contralateral e 73% na artéria espermaticainterna
homolateral. Essas alteragdes na microcirculacéo do testiculo contralateral constituem uma
resposta adaptativa para manter o fluxo local e preservar a fungéo testicular quando ocorre
diminui¢ao do fluxo total. No entanto, obteve-se aumento significativamente maior no fluxo
sanguineo bilateral apés a distor¢céo testicular em porcos. E essas modificagdes no fluxo
sanguineo estdo correlacionadas com anormalidades anatomopatologicas™#. Outra teoria
aventada € que o possivel dano contralateral € de causa imunolégica. No entanto, parece
que a autoimunizagdo em seres humanos é causa improvavel, pelo menos a longo prazo,
de lesédo testicular contralateral®.

6.8 NECROSE TESTICULAR HISTOLOGICA

Evidenciou-se, nesse experimento, necrose testicular do lado direito, principalmente
nos ratos do grupo em que foi aplicada a maior forca de tragdo no funiculo espermatico.
No grupo Il (sham), ocorreu necrose testicular do lado direito, porém foi focal e esparsa.
Ceylan et al. (2003)'® também relataram ter ocorrido necrose testicular do lado direito
nos ratos dos grupos em que foi aplicada forca de tragdo no funiculo espermético direito.

Choi et al. (2009)" ndo constataram necrose testicular nos ratos. A necrose testicular esta
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provavelmente relacionada ao comprometimento vascular, em decorréncia da aplicacéo da
forca de tragdo e da manipulagéo do funiculo espermético’ .

6.10 PESO TESTICULAR

Em relagéo ao peso testicular final do lado direito, nesta pesquisa houve diferenca
do grupo IV (controle) em relacéo aos grupos |, Il e lll, uma vez que o grupo IV apresentou
peso testicular maior que os demais grupos. O peso testicular final do lado esquerdo néo
diferiu entre os grupos. Ceylan et al. (2003)'® relataram que a média do peso testicular
direito nos grupos | e Il foi menor quando comparada aos grupos Il (sham) e IV (controle).
E, ainda, que nédo houve diferenga no peso testicular esquerdo entre os grupos. Choi et al.
(2009)'® ndo descreveram diferenca entre os pesos testiculares. Portanto, houve redugéo do
peso testicular final do lado direito em relagcéo ao grupo-controle, principalmente daqueles
grupos em que foi aplicada for¢a de tragdo no funiculo espermatico direito.

6.11 LESOES ANATOMOPATOLOGICAS NO DUCTO DEFERENTE

Neste estudo experimental néo foi evidenciada reducdo da espessura da camada
muscular, processo inflamatorio, ruptura, nem dano na mucosa do ducto deferente.

Ceylan et al. (2003)® relataram diminuigcdo do espessamento muscular na parede
do ducto deferente no grupo em que foi aplicada a maior forca de tragdo no funiculo
espermatico direito. Esses autores alegaram que 0 aumento um pouco maior no didmetro
luminal do ducto deferente nos animais desse grupo poderia ser resultado de significativa
diminuicdo da espessura muscular da parede desse 6rgdo. Mencionaram que a redugéao
da espessura da parede muscular do ducto deferente dos ratos desse grupo foi encontrada
nas mensuragoes feitas em cortes obtidos do ducto deferente a 2 cm distal ao epididimo.

A diminuicdo da espessura muscular e o aumento do didametro luminal na parede
do ducto deferente, relatados por Ceylan et al. (2003)'¢, merecem algumas consideragdes.

Primeiramente, ndo houve mencdo na parte textual desse artigo as diferengas
histologicas entre as quatro distintas regides da parede do ducto deferente, portanto,
provavelmente nao foram utilizadas como parametro metodologico.

Considerando o comprimento do ducto deferente de ratos, que variade 4,5a6 cm, e
as alteracdes que ocorrem na estrutura desse 6rgao ao longo de sua extensao, o corte feito
pelo médico anatomopatologista no ducto deferente, durante a avaliacdo macroscédpica,
obrigatoriamente ndo especifica se se encontra no estudo em tela padrdo histolégico de
uma ou mais regides dessa estrutura.

Além disso, a dimenséo do liumen ndo esta concatenada com significativa diminuigéo
da espessura da parede muscular, conforme sugerido por esses autores. A diminuicao
progressiva do diametro do lumen da regido proximal para a regido distal do ducto
deferente é decorrente do aumento progressivo da altura da célula epitelial ao longo do
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ducto deferente e das alteragbes nos diametros epitelial e da lamina propria que, somados,
estdo aumentados no segmento distal e diminuidos no segmento proximal dessa estrutura
(FIG. 24 e 25, APENDICE A). O diametro luminal na parede do ducto deferente é maior na
regido proximal e menor na regiéo distal®'.

Ceylan et al. (2003)'® relataram que os ratos do grupo em que foi aplicada a maior
for¢a de tragdo no funiculo espermético direito possuiam o didmetro luminal um pouco maior
e a espessura muscular menor quando foi comparado com os outros grupos. Isso sugere
que talvez os niveis de corte do ducto deferente nas laminas histologicas examinadas
possuissem caracteristicas histologicas de diferentes regides da parede desse 6érgéo.

Por fim, em relacdo a suposta reducdo de espessura muscular, hd na literatura
informacdo de que no segundo centimetro proximal do ducto deferente ja existe
espessamento da musculatura da parede desse 6rgao®'. Portanto, & muito provavel que
os niveis do corte do ducto deferente examinados nas laminas histologicas por esses
autores possuissem caracteristicas histologicas, das regides proximal e juncional do ducto
deferente. Nessa area, provavelmente foram encontrados ductos deferentes com Iimen
um pouco maior, com algumas ameias e musculatura espessada, mesclados com ductos
deferentes com diametro luminal grande e musculatura delgada.

Em experimento sobre os efeitos causados no ducto deferente de ratos po6s-puberes,
apos dano previamente provocado nesse 6rgdo em ratos pré- puberes, foram descritas
variagbes no didmetro e na estrutura do ducto deferente ao longo de sua extens@o. No
entanto, os autores desse experimento explicitaram que parte das suas mensurag¢des nao
foram significantes, em decorréncia do pequeno tamanho da amostra“.

6.12 CONSIDERAGOES FINAIS

As evidéncias desta pesquisa trazem um alerta para que o cirurgido, ao fazer o
tratamento de afecgbes na regido inguinoescrotal, principalmente em criangas de tenra
idade, utilize instrumental cirurgico apropriado e faga o0 manuseio delicado e cuidadoso do
funiculo espermatico, do testiculo e do epididimo, a fim de evitar dano nessas estruturas.

Baseado no modelo experimental proposto neste estudo, outras investigacdes
podem ser realizadas. Pode-se efetuar a tragdo bilateral no funiculo espermatico de ratos
Wistar e avaliar o comprometimento da fertilidade dos animais, gerando novos projetos de
pesquisa.
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7 CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos nesta pesquisa, pdéde-se concluir que a tracao no
funiculo espermatico de ratos causou os seguintes efeitos:

a) No testiculo evidenciou-se redugéo do nimero de células de Sertoli, necrose
e reducdo das células germinativas nos tubulos seminiferos.

b) Houve diminui¢cao do volume testicular final.

¢) Houve concordancia razoavel e correlacdo positiva, ambas significantes em
relacéo a reducgao percentual do volume testicular direito, pelo exame ultras-
sonografico e pelo paquimetro.

d) Houve diminuicdo do peso testicular final no lado direito.
e) No epididimo houve redugéo do numero de espermatozoides.

f)  No ducto deferente ndo foram evidenciados reducdo da espessura da camada
muscular, processo inflamatério, ruptura nem dano na mucosa.
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ANEXOS E APENDICE

ANEXO A - CERTIFICADO DE APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS DA UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

CERTIFICADO
Certificamos que o Protocolo n° 86 /2012, relativo ao projeto intitulado “Efeitos da Tragéo no
Funiculo Espermatico de Ratos”, que tem como responsavel Edson Samesima Tatsuo, esta
de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 07/05/2012.
Este certificado expira-se em 07/05/2017.

CERTIFICATE
We hereby certify that the Protocol n°® 86 / 2012, related to the Project entilted “Effets of
Traction of the Spermatic Cord in Rats”, under the supervision of Edson Samesima Tatsuo,
is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics
Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 07/05/2012.
This certificates expires in 07/05/2017.

Marcelo Resende de Souza
Coordenador do CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 07/05/2012

Atenciosamente,

Sistema CEUA-UFMG
http://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais

Avenida Antonio Carlos, 6.627, Campus Pampulha,

Unidade Administrativa Il, 2° andar, sala 2005, CEP 31270-901, Belo Horizonte, MG,
Brasil. Telefone: (31) 3499-4516, Fax: (31) 3499-4592

www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpq.ufmg.br
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ANEXO B - CERTIFICADO DE APROVAGAO DO COMITE DE ETICA NO USO
DE ANIMAISDA EMESCAM

i
v

EMESCAM

Tradicaa e Confiecimento ém Salds

CERTIFICADO

Certificamos que o Protacolo n° 01312011, relativo ao projsto infitulado “Efeitos da Tragéo no Funiculo Espermatico de
Ratos”, que fem como responsavel Danilo Nagib Salomdo Paulo estd de acordo com os principios Eticos da
Experimentago Animal, Adotados pelo Comité de Flica no Uso de Animais (CEUA-EMESCAM), tendo sido aprovado na
reunido ordinara de 01/12/2011. Este certificado expira-se em 01/12/2015,

We hereby certy that the Protocol n° 013/2011, related to the project entitled Effects of Traction of the Spermatic Cord in
Rats’, under the supervision of Danilo Nagib Saloméo Paulo, is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA-EMESCAM), and was approved in

011202011,

i
Marcela/Souza Lima Paulo
Coordenadora Adjunta do CEUA-EMESCAM
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APENDICE A - FIGURAS

FIGURA 19 - Herniorrafia inguinal indireta na crianga

O saco herniério esta sendo tracionado juntamente com o funiculo espermatico, a fim deser dissecado
e ligado no nivel do anel inguinal profundo.

Fonte: do autor.

FIGURA 20 - Anzol de pesca em ago carbono Kenzaki Release 11°,sem farpas na haste e sem
barbela

Nao ha segmento cortante na haste nem na garganta do anzol.

Fonte: do autor.
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FIGURA 21 - Cronémetro Vollo®, modelo VL 510, utilizado paracronometrar o tempo de tragdo

Fonte: do autor.

FIGURA 22 - Paquimetro digital IP54, 150 mm, leitura 0,01 mm,100.179G DIGIMESS ©®

Fonte: do autor.
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FIGURA 23 - Aparelho de ultrassom portatil Logic E da GE®, com transdutor microconvexo 8C, utilizado
para fazer asmensuragdes testiculares

Fonte: do autor.

FIGURA 24 - Fotomicrografia da regido proximal do ducto deferente dorato n° 4 do grupo IV

O diametro do epitélio e da lamina propria estédo reduzidos. A dimenséo da lamina propria esta tdo
reduzida que fica imperceptivel. A musculatura é delgada. (HE- 400x).

Fonte: do autor.
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FIGURA 25 - Fotomicrografia da regiéo distal do ducto deferentedo rato n° 4 do grupo IV

Observa-se o didmetro aumentado do epitélio e da lamina propria. A musculatura é espessada. (HE-400x).

Fonte: do autor.

FIGURA 26 - Fotomicrografia do testiculo direito do rato n°® 4 do grupo IV

O padréo histolégico esta preservado, com células germinativas e de Sertoli em quantidade
habitual. Grau 0 na graduagéo histologica de Kolbe. (HE-400x).

Fonte: do autor.
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TABELA 23 - Descricao da avaliagcdo dos testiculos pela classificagdo histolégicade Kolbe

Lado
Caracteristicas Direito Esquerdo Valor-p
n % n %

Avaliagcéo dos testiculos pela classificagéo histolégica de Kolbe

Normal 13 33,3 21 53,9 0,110'
Lesbes 26 66,7 18 46,1

1: Qui-quadrado com corregdo de Yates.

GRAFICO 1 - Interval-plot do volumetesticular final do lado direito por grupos segundo o paquimetro
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GRAFICO 3 - Box-plot do VTD final por grupos segundo o exame ultrassonografico
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GRAFICO 4 - Interval-plot da variagao do VTD por grupos segundo o exame ultrassonografico
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GRAFICO 5 - Interval-plot da variagéo do VTD em relagdo & medida inicial por grupos segundo o
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TABELA 24 - Comparagéao entre os grupos e o volume testicular do lado esquerdosegundo o exame

ultrassonografico

Caracteristicas Grupos Valor-p
1.2,0+0,4 (2,0
Volume testicular inicialesquerdo (cm3) |||I 11 96:-%%((1 9)) 0,115°

IV.1,9+0,3 (1,7)

Volume testicular final esquerdo(cm3) ||||| 112 i%% (1’;)) 0,490!
IV.1,7 £0,2 (1,7)
I.-0,4 £0,5 (-0,4)
Variacdo do volume testicularesquerdo II.-0,3 £0,3 (-0,2) 01592
(cms3) Ill. -0,1 £0,2 (-0,1) ’
IV.-0,2 +0,2 (-0,3)
I.-18,2 +21,0 (-18,5)
Variagdo do VTE em relagdo amedida II.-12,56 £+13,2 (-12,2) 01922
inicial (%) . -2,6 £ 15,4 (-4,3) '

IV. -9,7 £ 11,2 (-13,0)

1: Kruskal-Wallis; 2: F(ANOVA); VTE: volume testicular esquerdo.

GRAFICO 6 - Interval-plot da variacéo do volume testicular do grupo | para o lado direito e esquerdo
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GRAFICO 7 - Interval-plot da variagdo do volume testicular do grupo Il para o lado direito e esquerdo
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GRAFICO 8 - Interval-plot do volume testicular inicial do lado direito para o exame ultrassonografico e
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GRAFICO 10 - Interval-plot da variagdo do volume testicular em relagao a medida inicial do lado direito
para o exame ultrassonografico e paquimetro
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GRAFICO 12 - Interval-plot do peso testicular final do lado direito
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TABELA 25 - Comparagéo entre os grupos e as dimensdes das regides proximaisda parede do ducto

deferente do lado direito

Regides proximais direitas Grupos

Valor-p

. 970,0 + 149,4 (937,5)

Diametro externo (um) 1. 800,0 + 139,4 (800,0)

1. 917,5 + 123,6 (862,5)
IV. 897,2 + 188,9 (900,0)

0,1041

I. 460,0 + 113,8 (450,0)

Diametro luminal (um) 1. 377,5 £ 92,4 (400,0)

I1. 430,0 = 188,9 (425,0)
IV. 488,9 + 167,3 (475,0)

0,3902

l. 207,5 + 97,2 (175,0)

Espessura muscular (um) 1. 186,3 60,2 (162,5)

Il 217,5 £ 78,7 (206,3)
IV. 180,6 + 105,0 (150,0)

0,535

1: Kruskal-Wallis; 2: F(ANOVA).

GRAFICO 13 - Interval-plot do diametro luminal da parede do ducto deferente do lado direito segundo a
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700

600

500

400

300

Espessura muscular - porgdo distal

relagdo a regido distal

Eﬁﬁg

[ 1 I v
Grupos

Anexos e Apéndice

75



TABELA 26 - Comparagéo entre os grupos, dois a dois: avaliacdo do testiculodireito pela
classificagado histolégica de Kolbe

Comparacao dos grupos Classificacao histoldgica de Kolbe
Grupo | x Grupo Il <0,001’
Grupo | x Grupo I 0,211
Grupo | x Grupo IV 0,001"
Grupo Il x Grupo I 0,070!
Grupo Il x Grupo IV 1,000
Grupo Il x Grupo IV 0,019’

Bonferroni (nivel de significancia = 0,05/6=0,008).

GRAFICO 15 - Interval-plot da graduagéo pela classificagdohistologica de Kolbe do testiculo direito
entre 0s grupos
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TABELA 27 - Comparagao entre os grupos, de dois a dois: necrose testicularhistol6gica do lado

direito
Comparacao dos grupos Necrose testicular histolégica
Grupo | x Grupo I 0,0331
Grupo | x Grupo I 1,000
Grupo | x Grupo IV 0,033!
Grupo Il x Grupo llI 0,0871
Grupo Il x Grupo IV 1,000!
Grupo Il x Grupo IV 0,0871

1: Bonferroni (nivel de significancia = 0,05/6=0,008).
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COMPARACOES DO LADO ESQUERDO

Dimensdes das regides proximais da parede do ducto deferente entre os
grupos

As comparagbes entre 0s grupos e as dimensbes das regides proximais da parede
do ducto deferente do lado esquerdo (didmetro externo, didmetro luminal e espessura
muscular) sao representadas na TAB. 28.

Constatou-se diferengca com significancia estatistica (valor-p < 0,05) apenas para o
diametro luminal, ou seja, pelo menos dois grupos diferiram em rela¢ao a essa caracteristica.
Houve diferenca do grupo Il em relacdo aos grupos | e IV. O grupo Il apresentou menor
diametro luminal que os ratos dos grupos | e IV (GRAF. 16).

O diametro externo e a espessura muscular ndo diferiram entre os grupos.

TABELA 28 - Comparagéo entre os grupos e as regioes proximais da parede do ducto deferente do
lado esquerdo

Regides proximais esquerdas Grupos Diferencas Valor-p
1. 892,5 +100,0 (887,5) - -
Diametro externo (um) 1. 860,0 + 167,6 (850,0) - -

Ill. 810,0 +132,9 (837,5) - -
IV. 980,6 +119,1 (950,0) - -

1. 570,0 + 107,2 (550) II-1=-170,0 0,007
Diametro luminal (um) II. 400,0 + 66,7 (400) I-IV=-1556 0,018
IV. 555,6 + 162,9 (550)

1. 147,5 £ 55,8 (131,3) - -
Espessura muscular (zm) Il. 203,8 + 67,7 (187,5) - -
Ill. 157,5 +43,8 (150,0) - -
IV. 166,7 + 50,4 (150,0) - -

1: Teste Tukey (nivel de significancia = 0,05).

GRAFICO 16 — Interval-plot do diametro luminal da parede do ducto deferente dolado esquerdo em
relagdo as regides proximais
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DIMENSOES DAS REGIOES DISTAIS DA PAREDE DO DUCTO DEFERENTE
ENTRE OS GRUPOS

As comparagdes entre 0s grupos e as dimensdes das regides distais da parede
do ducto deferente do lado esquerdo (didmetro externo, didmetro luminal e espessura
muscular) sao apresentadas na TAB. 29. Detectou-se diferengca com significancia estatistica
(p = 0,05) para a espessura muscular das regides distais, pois pelo menos dois grupos
diferiram em relacdo a essa caracteristica.

Observou-se diferenga do grupo | em relagéo aos grupos Il e IV. No grupo | a
espessura muscular das regides distais foi maior do que nos grupos Il e IV (GRAF. 17).

TABELA 29 - Comparagéao entre os grupos e as dimensdes das regides distais da parede do ducto
deferente do lado esquerdo

Regides distais esquerda Grupos Diferencas  Valor-p

I. 15622,5 +108,5 (1556,3) - -
Diametro externo (um) 1. 1372,5 + 140,7 (1362,5) - -
Ill. 1392,5 + 170,5 (1387,5) - -
IV. 1398,6 + 113,8 (1450,0) - -

I. 470,0 + 71,5 (462,5) - -

Diametro luminal (um) 1. 445,0 + 57,8 (443,8) - -
Il. 436,3 + 63,6 (443,8) - -
IV. 444,4 + 89,9 (425,0) - -

I. 460,6 + 40,2 (478,1) 1-11=80,6 0,002’

Espessura muscular (um) 1. 380,0 + 33,6 (378,1) I-1V =634 0,029’

IV. 397,2 + 28,8 (400,0)

1: Teste Tukey (nivel de significancia = 0,05).

GRAFICO 17 — Interval-plot da espessura muscular da parede do ducto deferente do lado esquerdo em

relacdo as regides distais
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TABELA 30 - Comparagéo entre os grupos, de dois a dois: avaliagdo do testiculo esquerdo pela

Comparacao dos grupos

classificagao histologica de Kolbe

Classificacao histolégica de Kolbe

Grupo | x Grupo I
Grupo | x Grupo Il
Grupo | x Grupo IV
Grupo Il x Grupo llI
Grupo Il x Grupo IV

Grupo Il x Grupo IV

0,211
<0,001"
<0,001"
0,019°
0,003’

1,000'

1: Método de Bonferroni (nivel de significancia = 0,05/6=0,008).

GRAFICO 18 - Interval-plot da graduacao pela classificacdo histolégica de Kolbe do testiculo esquerdo

entre 0s grupos
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TABELA 31 - Comparagéo entre os grupos, de dois a dois: espermatozoides no limen dos epididimos

do lado esquerdo

Comparacao dos grupos Reducéo dos Abundancia de
espermatozoides espermatozoides intraluminais
intraluminais
Grupo | x Grupo I 0,628 0,628
Grupo | x Grupo I 0,005? 0,0052
Grupo | x Grupo IV <0,0012 <0,0012
Grupo Il x Grupo lll 0,0572 0,0572
Grupo Il x Grupo IV 0,0112 0,0112
Grupo Il x Grupo IV 1,000 1,000?2

2: Bonferroni (nivel de significancia = 0,05/6=0,008)
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TABELA 32 - Apresentacao da redugéo percentual do volume testicular final em relagdo ao volume

inicial
Reducéo no volume testicular direito Reducao no volume testicular esquerdo
Grupo Animal Classificacdo pelo exame Classificacédo pelo Classificacédo pelo exame
ultrassonografico paquimetro ultrassonografico
1 1 > 50 > 50 30 a 50
1 2 30 a50 > 50 10a29,9
1 3 30 a50 10a29,9 <10
1 4 > 50 30 a50 30 a50
1 5 10a29,9 <10 10a29,9
1 6 30 a50 10a29,9 Sem perda
1 7 10a29,9 10a29,9 10a29,9
1 8 30 a50 10a29,9 10a29,9
1 9 > 50 > 50 30a50
1 10 10a29,9 10a29,9 Sem perda
2 1 10 a 29,9 10 a 29,9 Sem perda
2 2 30 a50 10a29,9 <10
2 3 10a29,9 10a29,9 <10
2 4 10a29,9 10a29,9 30a50
2 5 10a29,9 10a29,9 10a29,9
2 6 10a29,9 10a29,9 10a29,9
2 7 30 a50 30 a50 10a29,9
2 8 10a29,9 30 a50 10a29,9
2 9 Sem perda 10a29,9 10a29,9
2 10 10a29,9 10a29,9 10a29,9
3 1 > 50 30 a 50 Sem perda
3 2 > 50 30 a50 10a29,9
3 3 30 a 50 Sem perda <10
3 4 > 50 > 50 10a29,9
3 5 10a29,9 Sem perda <10
3 6 Sem perda <10 Sem perda
3 7 30 a50 30 a50 <10
3 8 10a29,9 Sem perda 10a29,9
3 9 10a29,9 Sem perda <10
3 10 > 50 > 50 <10
4 1 30a50 - 10a29,9
4 2 <10 - Sem perda
4 3 10a29,9 - 10a29,9
4 4 Sem perda - <10
4 5 <10 - 10a29,9
4 6 10a29,9 - <10
4 8 10a29,9 - 10a29,9
4 9 Sem perda - Sem perda
4 10 Sem perda - 10a29,9
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GRAFICO 19 - Interval-plot da variagdo no volume testicular direito avaliado pelo exame
ultrassonografico entre os grupos
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ABSTRACT

PURPOSE: To determine whether tension in the spermatic cord of rats causes lesions in the testis. epididymis or vas deferens.
METHODS: Forty Wistar rats were randomly allocated into four groups. A traction force of 1.6 Newton (N) in group I and 1 N in group
1T was applied to the right spermatic cord. Group ITI was the sham_ and group IV served as the control.

RESULTS: Testicular lesions occurred on the nght side m 66.7% of the rats and on the left side 1n 46.1% of the rats. The testes showed
a decreased number of Sertoli cells, necrosis and a decreased number of germ cells in the seminiferous tubules. Anatomopathological
changes in the vas deferens were not identified. There was no decrease in the thickness of the muscle wall of the vas deferens. In the
night epididymus, 71.8% of the ammals showed a reduction and 5% showed an absence of mtraluminal sperm. In the left epididynus,
37.5% of the rats showed a reduction. The volume and the final testicular weight of the nght side m group IV was different from those
in the other groups.

CONCLUSIONS: Anatomopathological lesions were found m the testis and epididymus.

Key words: Spermatic Cord. Vas Deferens. Testis. Orchiopexy. Hermia. Inguinal. Rats.
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Introduction

Diseases m which the surgical treatment mvolves
handling and intraoperative traction of the spermatic cord and of
the testis include indirect inguinal hernias and cryptorchidism.

Hermas may be defined as the protrusion of an organ
or part of an organ or tissue through an abnormal opening in the
wall of the cavity containing them In the case of indirect inguinal
hermas, this protrusion is formed mside a herma sac m the
spermatic cord. For repair of mdirect mmgwinal hermas, the herma
sac 15 pulled along with the spermatic cord in order to be dissected
and hgated at the level of the deep inguinal ring.

Cryptorcludism 1s a condition in which the testis has
not completely descended to its anatomical position within the
scrotum:; however. it has not deviated from the normal path for
descent of the gonad. In orclndopexy, the spermatic cord 1s pulled
and dissected to allow testicular mobilization to the scrotum. From
a surgical point of view, the limiting factor to place the testis in
the scrotum 1s the length of the spermatic vessels. If the testis 1s
fixed under tension. these vessels may be damaged and may cause
testicular atrophy!.

The aim of this study was to determune whether tension
in the spermatic cord of rats causes lesion in the testis. epididymis

or vas deferens.
Methods

Thus study was approved by the Animal Research Ethics
Committee of the Federal University of Minas Gerais (UFMG).
with protocol number 86/2012. Animal handling followed the
guidelines recommended by the Brazilian College of Animal
Expenimentation (COBEA). Forty adult male albmo Wistar rats
(128 8 + 35 days). weighing on average 424.7 = 379 g, were
used and randomly allocated into four groups of 10 animals. The
ammals were fed a specific diet (Nuvital®) and water ad libitum.

The amimals were anesthetized with intramuscular
injections of 10% ketamine hydrochlonde at a dose of 60 mg/kg
of body weight and xylazine at a dose of 10 mg/kg of body weight.

Surgical access was made through a suprascrotal incision.
The right side was chosen for the procedure and the left side for
the control The right spermatic cord. testis and epididymis were
exposed through this mcision. A window was created m the night
spermatic cord between the vas deferens and the testicular vessels.
near the epididymis A Kenzaki Release 11* carbon steel fishing
hook with a barbless shank and a barbless pomnt was mtroduced
mto this window. A 1-m-long thread of 2.0 monofilament nylon
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was used to tie the hook to the dynamometer (Figure 1), first
passing through a simple pulley (EQOOR.56, CIDEPE¥).

FIGURE 1 - The hook was introduced into the window created in the
night spermatic cord and is tied to surgical thread in order to help with the
traction process.

The dynamometer and the pulley were fixed on a 46.5
cm x 62 cm magnetic board (TBF-106, MINIPA®) and assembled
on a 97 em x 85 em x 34 cm multiuse demonstration structure
(TBF-100. MINIPA®) with a 93 cm x 32 cm shelf (TBF-101,
MINIPA¥). A traction force measured through the dynamometer
was contimously apphed to the nght spermatic cord distally
and in the horizontal direction for five minutes (Figure 2). The
gubemaculum was not sectioned. Subsequently. the organs were
repositioned in the scrotum, and the surgical wound was closed
with 4.0 monofilament nylon thread. The left spermatic cord of the
1ats was not surgically manipulated in the 1% surgery and therefore.
not subjected to traction force.

FIGURE 2 - Preoperative traction of the right spermatic cord. The arrow
indicates the direction of the stretching force.
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In group I (n=10), a penioperative traction force of 1.6
Newton (N) was imposed on the right spermatic cord. In group IT
(n=10), a traction force of 1 N was applied to the right spermatic
cord The value of 1 N equals 0.10197 kilograms-force (kgf).
Group ITI (n=10) served as the sham group and was subjected to
the aforementioned procedures; however, no traction force was
applied to the right spermatic cord. Group IV (n=10) was used as
the control group and did not undergo the 1% surgical intervention;
hence, this group’s right spermatic cord was not tractioned.

The dimensions and the imitial volume of the right
and left testes were measured using ultrasonography during the
preoperative period before starting the surgery by a vetennanan
specialized in diagnostic imaging using a portable GE* Logic E
ultrasound device.

Another measurement of the dimensions and the final
volume of each testis using ultrasound was performed in all rats
from group I 24 to 36 days after the 1* surgery, when the traction
force was applied to the night spermatic cord. Then 28 to 36 days
after the 1* operation. all amimals from group I were subjected to
a second surgery. The testes, epididynus and vas deferens were
removed from their origin in the cauda epididymis in this surgery.
The left and night testes were weighed after dissection and excision
of the epididymis. Subsequently. the animals were euthanized with
an overdose of anesthetic that was three times the conventional
dose; sodmm pentobarbital was admmimistered at a dose of 150 mg/
kg intraperitoneally.

The organs were fixed m 10% buffered formaln. Paraffin
blocks were sectioned to yield 4 pm-thick slices, and the slides
obtained were stamned with hematoxylin and eosin (HE).

The study of lustological parameters was performed using
light microscopy and a Holtermann® microscope reticle with a scale
of 0 to 10 mm with 0.05 mm divisions. The anatomopathological
analysis and interpretation were performed by a physician
specialized in anatomic pathology and cytopathology.

Each testis was examined and given a histological grade
from zero to six. based on the semuniferous tubule assessment
method described by Kolbe er al *.

The 1mtial 3 cm of the vas deferens from its ongin m
the canda epididymis was sectioned. and six to eight cut levels
were observed i each section. The vas deferens of rats undergoes
changes 1 1ts structure over its entire length: therefore. the
histological characteristics of its proximal, junctional, distal and
terminal regions’ were examined to measure the external diameter,
the thickness of the mmscle layer and the lununal diameter of
this organ. Thus, cut levels of the vas deferens wall with simmlar
regional lustology charactenistics were measured. Four and two

Effects of traction on the spermatic cord of rats

levels of cuts were selected to measure the vas deferens of the
distal and proximal regions, respectively. It is noteworthy that the
means of P1, P2, P3 and P4 were evaluated for the distal regions
and the means between P1 and P2 for the proximal regions. The
lominal diameter was measured from the apex of the columnar
cell from one side to the apex of columnar cell of the other side
on the longer axis. The external diameter was measured on the
longest axis of the sections. Muscle thickness was measured from
the base of the epithelium to the outermost point of the nwscle at
two points of each level chosen, considering the larger and thinner
ponts of the muscle wall.

The critenia for abundance, reduction or absence of sperm
in the lumen, presence of microabscesses, necrosis and interstitial
inflammation were analyzed in the epididymis.

A significance level of 5% was used. Comparisons of the
charactenistics evaluated and of the groups were performed usmg the
F test (ANOVA) when the usual model assumptions were met and
Kruskal-Wallis when they were not. When a significant difference
between groups was found, one of several techmques for multiple
comparisons between means was used to find the differences. Was
calculated the testicular volume vanation (final testicular volume
- imitial testicular volume) and vanation in the testicular volume
compared to the micial measurement [(final testicular volume -
1mtial testicular volume) / mmtial testicular volume].

Results

One ammal from group IV was excluded due
to granulomatous orchitis diagnosed i the right testis on
Iustopathological examination. Therefore, 39 rats were considered
in this study. Group IV had nine rats.

Testicular volume measured using ultrasonography

A significant difference was observed when comparing
the testicular volume between groups only for the nght side. p-value
< 0.05 for Tukey's test and 0.05/6 = 0.008 for the Bonferroni test
(Table 1). Thus, at least two groups differed with respect to this
charactenistic. The ANOVA F statistic showed no sigmificance for

the initial testicular volume.
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TABLE 1 - Comparisons between the groups (two by two) of the right testicular volume based on ultrasound.

Testicular volume (cm?) Difference hetween
p-value
Groups Sroup means
I(1.7£03) - -
s 2 m(1.5+02) - -
Initial testicular volume
OI(1.4x02) - -
IV(1.7104) - -
. < I(1.0x04 IV(14£03) I-IV=-04 0.001*
Final testicular volume
Im09+04) V(l4+£03) Mm-IWW=-05 0.003!
I(-03£02) I-II=-05 0.0232
¥ . 1(-08+035)
Testicular velume variation IV(-0.1+03) I-IW=-07 0.0012
IMm-06+04 IV(-01%+03) IM-IV=-05 0.0382
Variation in RTV compared to the initial [(4731253) IV(-55%£153) I-Iv=418 0.001*
measurement I (-41.0 £ 30.3) IV(-5.5+153) IMm-IV=-355 0.0072

‘Bonferroni test (significance level = 0.05/6 = 0.008); *Tukey’s test (0.05); the median was nsed for final testicular volume; not shown because the test revealed no differ-

ences between groups; RTV = right testicular volume.

Group IV had a lugher final testicular volume than
groups | and IIT and smaller (disregarding the sign) changes m
testicular volume vanation and vanation in the right testicular
volume (RTV) compared to the imicial measurement than groups [
and ITT. Moreover, the testicular volume variation in group I (-0.8
+ 0.5) was higher than in group IT (-0.3 £ 0.2).

Testicular weight

A significant difference (p-value < 0.03) was found
between groups for the testicular weight on the nght side
(Table 2). Thus. at least two groups differed with respect to thus
characteristic. The final testicular weight of the lefi side did not
differ between groups.

TABLE 2 - Comparison between the groups and the final

testicular weight on the nght side.
Right final testicular weight = Difference p-value!
(g) hetween the
means of the
Groups groups
I(12+06) IV(21+02) I-IV=-09 =0.001
O(1.5+x04) IV(21£02) IO-IV=-06 0.033
Ima.1+05 IV(@Q1£02) MM-IV=-1 <0.001

'Tukey’s test (significance level = 0.05).
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Tukey's test showed that the final testicular weight on
the night side i group IV was sipnificantly ngher than m the other
groups (L I ITT).

Evaluation of the testes according to Kolbe s histo-
logical grading

Thirteen (33.3%) rats showed normal histology in the
right testis. and 26 (66.7%) had testicular lustopathological lesions
with progressive severity (Figure 3). Twenty-one (33.9%) rats
had normal histology of the left testis. and 18 (46.1%) showed
testicular lustopathological lesions with progressive severnity.

FIGURE 3 — Right testicle of rat ¢ from group II showing a reduction in
the number of germ cells in the seminiferous tubules. Note the presence
of Sertoli cells. Grade 1 according to Kolbe's histological classification.
HE Staining. x40 magnification.

Anexos e Apéndice

85



In the companson between the groups and the
classification of the testes between the two sides according to
Kolbe's lusiological grading (Table 3), the ANOVA F statistic was
statistically significant (p < 0.05); thus, Tukey’s test was used to
determine the differences between each group two by two. When
the night testis was classified according to Kolbe's histological
grading, group 1 (2.6 + 0.8) had a higher classification than the
other groups (IL II and IV). and groups II (1.1 £ 0.7) and ITT (1.3
+ 1.1) had a higher classification than group IV (0.1 £ 0.3).

TABLE 3 - Comparison berween the groups two by two:

classification of the right and left testes according to Kolbe’s histological
grading.

Classification according to Kolbe’s Difference
histological grading hetween the L 1
value
Groups group means
I(1.1£0.7) I-I=15 0.001
. 126208 Mm(13+11) I-M=13 0.005
l:gl:t V0103 I-IVv=25 <0.001
m(l1+07 IV(01+03) TI-IVv=10 0.050
m¢3£11) IV(1x03) IDI-IV=12 0.013
mMm@O1+£03) I-M=09 <0.001
I1(10£0.0)
V({0000 I-IV=10 <=0.001
side mM@1+£03) I-II=06 <=0.001
I(0.7£05)
V{0000 TI-IV=07 =0.001

'Tukey’s test (significance level = 0.05)

On the left side, group I (1.0 £ 0.0) had a higher
classification than groups III (0.1 £ 0.3) and IV (0.0 £ 0.0). Group
II (0.7 + 0.5) also obtained a higher classification than groups ITT
(0.1£1.1) and IV (0.0 £ 0.0).

Histological testicular necrosis

The companson of lustological testicular necrosis on the
right side between the groups is shown in Table 4. None of the 39

Effects of traction on the spermatic cord of rats

rats showed testicular necrosis on the left side; therefore, it was
not possible to compare them However when evaluating the right
side, 50% of rats showed necrosis m group I (Figure 4). 40% of
rats showed focal and sparse necrosis in group ITI, and groups IT
and IV showed no cases of necrosis.

FIGURE 4 — Right testicle of rat 1 from group I showing multiple
seminiferous fubules with grade 4 necrosis according to Kolbe's
histological classification. HE Staining. x100 magnification.

Presence of sperm m the lumen of the epididvmis

The companson of the presence of sperm in the lnmen of
the epididynis on the right and left sides between the groups 1s shown
m Table 5. There was a sigmficant difference (p-value < 0.05) m the
abundance and reduction of intraluminal sperm on both sides.

TABLE 4 - Comparison of histological testicular necrosis between groups.

Histological testicular necrosis

Left side Right side
Groups
Yes Na p-value Yes No p- value!
n Yo n % n Yo n %

I 0 0.0 10 1000 a5 50.0 5 50.0

I 0 0.0 10 1000 0 0.0 10 100.0 T
m 0 0.0 10 1000 4 40.0 6 60.0 -
w 0 0.0 9 100.0 0 0.0 g 100.0

Fisher’s exact test; test was not performed becanse one category did not obtain frequency.
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TABLE 5 - Comparison of the presence of sperm 1in the epididymal lumen between the groups and sides.

Sperm in the epididymal lumen
: 3 Left side Right side
Characteristics Groups
Yes No p-value! Yes No p-value?
n % n % n % n %
I 8§ 80 2 200 9 %0 1 100
Reduction o 6 600 4 400 10 1000 0 00
mtraluminal sperm m 1 100 9 900 . 9 %0 1 100 g
v 0 00 9 1000 0 00 9 1000
I 2 200 8 800 0 00 10 1000
Abmnd_ance of o 4 400 6 600 0,001 0 00 10 1000 <0001
mtraluminal sperm o 9 90 1 100 0 00 10 1000
v 9 1000 0 00 9 1000 0 00
I 0 00 10 1000 1 100 9 900
Absence of o 0 00 10 1000 i 0 00 10 1000 T
intraluminal sperm I 0 00 10 1000 1 100 9 900 '
v 0 00 9 1000 0 00 9 1000

'Pearson’s chi-square test; *Fisher’s exact test; fest was not performed because one category did not cbtain frequency.

Groups I (80%) and II (60%) had the largest reduction
in intraluminal sperm on the left side. On the right side, groups I
(90%). I (100%) and ITI (90%) had the greatest reductions (Figure
3). Group IV remained constant, 1.e.. there was no sperm reduction.
The abundance of mtraluminal sperm 1s sinularly mterpreted.

FIGURE 5 - Right epididymis of rat 1 from group I showing the absence

of int 1 sperm. HE staining. x100 magnification. Microabscess,
necrosis and interstitial inflammation were not found in the epididymis.
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An association of the absence of miraluminal sperm on
the left side could not be quantified due to the high number of
zeros, and the right side was not statistically significant at the 5%
alpha level.

Dimensions of the vas deferens wall

No statistical significance was observed in the proximal
region of the right side; however, the group IV showed greater
luminal diameter of the distal region of the night side than groups L
I and I Group I (453.1 + 96 8) exhibited greater muscle thickness
of the distal region of the right side than group IV (386.8 £ 63.7).

There was a difference m the lumunal diameter of the
proximal region of the left side in group II in relation to groups I
and IV. Group II (400.0 £ 66.7) showed a lower luminal diameter
than the rats in groups I (570.0 £ 107.2) and IV (555.6 £ 162.9).
There was a difference m the muscle thickness of the distal region
of the left side in group I in relation to groups I and IV. revealing
that the mmiscle thickness in group I was higher than in these two
other groups (Table 6).
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TABLE 6 — Comparison of the dimensions of the proximal and distal regions of the vas deferens walls between the groups.

Difference
Groups between the  p-value
groups means
I1(3863+703) IV(486.1+421) I1-IV=-998 0023°
B M(3500+905) IV(4861+421) IM-IV=-1361 0001
Right Distal diameter (um) i FagR P Bl e
s roEiea M@E913+734) IV(486.11+421) IM-IV=-948 0.033
Muscle
531+ + V= '
fhickness Gom) I1(453.1+968) IV(386.8%63.7) I-IV=66.3 0.006
Proximal Luminal I1(570.0+1072) II(400.0=*66.7) I-I=170 0.007
Left region  diameter (um) I1(400.0166.7) IV(355.6+1629) I-IV=-1556 0018
side i 10(380.0 + 33 I[-T[=806 0002
Dls_la] : Muscle 1(460 6+ 402) ( 6)
region  thickness (nm) IV (3922 +£28.8) I-IV=684 0.029*

‘Benferroni test (significance level = 0.05/6 = 0.008); *Tokey’s test (0.03); the median was used for muscle thickness on the right side.

Discussion

There 1s a ligh incidence of surgical diseases i the
retroperitoneal, inguinal, pelvic and scrotal regions of human
beings, and in some cases, their treatment may madvertently cause
damage to the constituents of the spermatic cord. to the testis and
to the epididymis. Surgeons know that they should delicately
handle these structures: however, they do not know the intensity
of the traction force being applied during the intraoperative period.

The traction imposed on the nght spermatic cord
changed the final testicular volume. To verify this fact, testicular
ultrasonography was used because this exam 1s recogmzed as the
most accurate method for measuring testicular volume in sim!*5.
Testicular volume reflects spermatogenesi. because approximately
70 to 80% of testicular mass consists of seminiferous tubules, and
such structures are comrelated with sperm count. sperm motility.
sperm morphology and the daily production of sperm®*.

To measure the wall of the vas deferens in the rat. it is
necessary to know their histological peculiarities. The vas deferens
of the adult rat 15 4.5 to 6 cm long. oniginates proximally from the
end of the cauda epididymis m the scrotum and ends distally in the
ejaculatory duct m the pelvis. It 1s a muscular tube that has three
layers of smooth muscle arranged as follows: the middle layer 1s
circular and the outer and inner layers are longitudinal’®®”. The vas
deferens contracts unidirectionally during ejaculation, releasing
the semmnal flmd 1 the ejaculatory duct. This contractile actrvity
is biphasic in rodents and is mediated by the autonomic nervous
system®. The vas deferens of rats 1s suspended by a mesentery
that 1s continuous with the epididynus. In the vas deferens. the
following regions can be differentiated: proximal. junctional,
distal and terminal These regions have different histological

charactenistics:

a) In the proximal region, the vas deferens has thin
muscle, which allows the intralunminal visualization of 1ts whatish
content. As a result, the vas deferens in this location is narrower
compared to the vas deferens of the distal region. The topology
of the lumen in this region is a tapered cylinder; therefore, the
lumen diameter 1s large, but gradually decreases from the
proximal portion towards the distal portion of the vas deferens.
The colummar epithelium 1s thin and the lamma propna 1s narrow.
offering little vascularization This remarkable luminal reduction
15 due to the progressive mcrease in epithelial cell height along the
vas deferens and the vanations in the diameters of the epithelium
and lamina propnia, which are mcreased in the distal segment and
decreased in the proximal segment of the vas deferens.

b) In the junctional region. which is located between the
proximal and distal regions of the vas deferens. the epithelium
has a crenellated appearance, resembling small jagged parapets
built on top of towers, forts or castles protecting the shooters. This
signals the begmmng of the formation of the mucosal folds, which
are charactenstic of the distal region of the organ.

c) In the distal region. the musculature of the wvas
deferens 1s thickened. which does not allow the visualization of its
intraluminal content. The colummnar epithelinm 1s tall with mucosal
folds and thickened lamina propria. In the living animal. the distal
region is colored pink due to the increased vascularization when
compared with the proximal region Thus, a dramatic change
occurs in the lumen geometry, which displays a stellate shape. It
15 not known 1f the lumen of the vas deferens increases dunng
ejaculation.

d) In the terminal region of the vas deferens, before
its confluence with the duct of the seminal vesicle to form the
ejaculatory duct. the typical epithelum of the distal region 1s
replaced with a simple epithellum contaiming nests of cells that
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phagocytose the sperm An obvious ampullary region i1s not
observed in the vas deferens’.

The cause of testicular and vas deferens lesions is most
likely related to vasculanization Expeniments have shown that
mobilization of the vas deferens with dissection of the artery of the
vas deferens in rats resulted in a significant reduction in fertility
and fecundity and also caused histological changes in the testis
and epididymis. This most likely happened due to sympathetic
denervation of the vas deferens. with consequent loss of motility
and functional obstruction of the organ or possibly due to changes
in testicular function. The clinical applicability of this theory is
related to the fact that, mn orchidopexy mn humans, an extensive
mobilization of the vas deferens may be required, resulting in
lesions in the artery of the vas deferens®.

A change in the number of sperm in the epididymis may
be influenced by: changes in testicular function, changes m blood
flow and temperature of the epididynus. loss of tubular sympathetic
tone and obstruction of the transit of sperm'®.

Lesions in the contralateral testis caused by unilateral
testicular damage are one of the most controversial aspects. The
exact etiology of these lesions is still unclear. The neurovascular
regulation of blood flow to the testicles and the possibility of
reperfusion lesions after contralateral vascular compromise are
hypotheses that attempt to explain this phenomenon Anocther
theory 1s that possible contralateral damage 1s 1mmunological
However, it seems that autoimmunization in humans is an unlikely
cause, at least in the long term, of contralateral testicular lesion"-%.

Blunt dissection of the spermatic cord mn rats causes
greater changes m testicular volume than the compression and
stretching of this structure’.

Ceylan et al "' published the earliest reference found on
the effects of stretching of the spermatic cord with traction force
on the testis and vas deferens measured by a dynamometer. These
authors reported having found decreased muscle thickening in
the vas deferens wall of rats i group I in their experiment. They
argued that the shghtly greater increase m luminal diameter of
the vas deferens in the animals of this group may have resulted
m a significant decrease in wall muscle thickness of the organ
They mentioned that the reduced thickness of the muscular wall of
the vas deferens in rats from group I was found in measurements
performed on sections obtamed from the vas deferens 2 cm distal
to the epididymis.

However, these changes may not have actually occurred,
given the following:

a) The histological differences between the four distinct regions
of the vas deferens wall were not mentioned m the article

506 - Acta Cirtrgica Brasileira - Vol. 20 (8) 2014

reporting that study; therefore, they were most likely not used as a
methodological parameter;

b) Considering that the length of the vas deferens of rats ranges
from 4.5 to 6 cm and structural changes occur over its length.
sectioning of the vas deferens by the anatomic pathologist during
the macroscopic examination does not necessarily specify whether
the histological pattern of one or more regions of this structure can
be found in the study:

c) The size of the lumen 1s not concatenated with a significant
decrease in the thickness of the muscle wall, as suggested by these
authors. The gradual narrowing of the lumen of the proximal
region to the distal region of the vas deferens 1s due to a progressive
increase in epithelial cell height along the vas deferens and to
changes in the epithehal and lamina propria diameters, which
together are mcreased in the distal segment and decreased in the
proximal segment of this structure. The lummnal diameter of the
vas deferens wall 1s greatest m the proximal region and smallest
in the distal region’;

d) That author reports that the group I rats have a slightly larger
lumnal diameter and thinner muscles compared with the other
groups. This suggests that the cut levels of the vas deferens in the
examined histological shdes may have lustological characteristics
of different regions of the wall of this organ:

e) Regarding the alleged reduction in muscle thickness, there 1s
information 1n the literature that in the second proximal centimeter
of the vas deferens, the muscle wall of this organ is already
thickened’. Therefore. it is very likely that the cut levels of the
vas deferens exammed mn the listological shides by these authors
have histological characteristics of the proximal and junctional
regions of the vas deferens. In tlus area, the vas deferens most
likely has a slightly larger lumen with some crenellations and
thick muscles, merged with the portion of the vas deferens that has
greater luminal diameter and thin muscles. If there 1s no previously
established histological criteria. measurement and comparison of
the dimensions of the vas deferens wall without observing the
lustological characteristics of 1ts four distinct regions. depending
on the proposed objectives. constitute a methodological flaw.
Thus, it 1s essential to consider all of the aforementioned evidence
to avoid an erroneous result.

Variations in the diameter and in the structure of the vas
deferens along 1ts length have been described n an experiment
on the effects on the vas deferens of post-pubertal rats after they
had previously been damaged when the rats were prepubertal.
However, the authors of this study explamed that some of ther
measurements were not statistically significant due to the small

size of the sample!’.
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Conclusions

The traction force applied to the right spemmatic
cord of rats caused mjury m the testis and the epididymms.
Anatomopathological changes were not identified i the vas
deferens. and there was no decrease in the muscle wall thickness

of this organ.
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