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RESUMO: Foi produzida criptorquia unilateral experimental em ratos pré-puberais. Tanto no testiculo
retido quanto no contralateral escrotal, foram encontradas alteragdes similares as observadas em seres humanos.
Essas alteragdes correspondem a um desenvolvimento testicular prejudicado, com degeneragdo da gonada. A
administragao cronica da droga imunossupressora ciclofosfamida, em doses baixas, evitou a deterioragio do
testiculo topico, a despeito de sua reconhecida agdo deletéria para a cspermatogénese. Tendo em vista que as
lestes observadas atingem também o testiculo escrotal ¢ podem ser prevenidas pela ciclofosfamida, ¢ discutida
a possibilidade de que sejam causadas por rcagdo auto-imune,
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INTRODUCAO

A ctiologia da criptorquia € complexa, multifa-
torial ¢ ainda ndo completamente esclarecida. Com
freqiiéncia a criptorquia se associa a infertilidade, a
despeito de um testiculo tépico contralateral aparen-
temente normal’.

Desde os trabalhos de SHIRAI e col.(1966)%,
que tem sido observado que a espermatogénese ¢
prejudicada ne testiculo tépico, nos casos de retengdo
testicular unilateral.

Por outro lado, a ciclofosfamida ¢ a droga mais
usada em quimioterapia anti-neopldsica®, especial-
mente em pediatria, pelo seu amplo espectro de
atividade clinica, que inclui as leucemias agudas e
diversos tumores solidos da crianga.

ROBISON (1993)", com base nos dados de
incidéncia do cincer na faixa ctaria pedidtrica ¢ das
taxas atuais de sobrevida, considera que no inicio do
proximo século, um de cada 900 individuos entre 16
¢ 44 anos de idade serda um sobrevivente do cancer
infantil. Pode-se afirmar, com seguranga, que a
maioria desses pacientes tera recebido ciclofosfamida

durante seu tratamento. Considerando-se que a inci-
déncia de criptorquia varia de 0,8% a 1% em meninos
com um ano de idade™, pode-s¢ inferir que havera
ocasides em que um paciente criptorquidico terd que
receber ciclofosfamida, droga com reconhecida acéo
deletéria para a espermatogénese™ ™! 344452

METODO

Foram utilizados 48 ratos machos Wistar (Rattus
norvegicus albinus), com idade variando entre oito
dias e 60 dias de vida ¢ pesando entre 20 g ¢ 40 g
no periodo da administragdo da ciclofosfamida, do
14", dia ao 28." dia de vida. Os animais foram
mantidos em gaiolas de plastico, forradas com ser-
ragem, recebendo ragio comercial* e dgua ad libitum.
Até o desmame, as mdes permaneceram nas gaiolas
junto com suas ninhadas,

Os amimais foram distribuidos, aleatoriamente,
em quatro grupos de 12 ratos: GRUPO 1 - Ratos com

* Labina (Purina); ra¢io para camundongos, ratos ¢ hamsters.
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criptorquia que receberam ciclofosfamida; GRUPO 2
- Ratos sem criptorquia que receberam ciclofosfami-
da; GRUPO 3 - Ratos com criptorquia que nio
receberam ciclofosfamida; GRUPO 4 - Ratos sem
criptorquia que nio receberam ciclofosfamida (grupo
controle). Cada grupo foi dividido em dois subgrupos
de seis animais cada um, de acordo com a ¢poca
escolhida para o sacrificio: 30 ou 60 dias.

Com nove dias de vida, todos os animais foram
submetidos a procedimento cirGrgico para o fecha-
mento do dnulo inguinal superficial esquerdo, impe-
dindo a descida do testiculo ipsilateral. Os animais
dos grupos 2 ¢ 4 foram submetidos. com a mesma
idade, a procedimento semelhante. mas sem o fecha-
mento do anulo superficial do canal inguinal: grupos
de operagio simulada.

A partir do 14.° dia de vida, os ratos dos grupos
| e 2 receberam injegdes diarias de ciclofostamida, na
dose de 25 mg/m2/dia, por via intraperitonial, durante
14 dias consccutivos. Nos grupos 3 ¢ 4 for adminis-
trado apenas soro fisiologico a 0,9%. nas mesmas
condigdes ¢ em volumes equivalentes.

Os animais feram sacrificados por inalagio de
€ter em camara fechada. Os testiculos foram retirados
e fixados em liquido de BOUIN e posteriormente
processados pelos metodos usuais de histopatologia
¢ incluidos em parafina. Foram obtidos cortes com
cinco micra de espessura, corados pelos meétodos da
hematoxilina-eosina ¢ do acido periddico de SCHIFF
(P.A.S.) e analisados em microscopio optico.

A maturidade do epit€lio germinativo foi deter-
minada por meio do escore de JOHNSEN para
biopsia testicular®, modificado por SALMAN ¢ col.
(1988)"", usando-se uma objetiva de 25 x. Em cada
lamina foram avaliados 30 tibulos seminiferos, que
receberam notas de um a 10, O escore testicular
médio foi calculado pela média aritmética dos escores
obtidos. O diametro médio dos tabulos seminiferos
foi determinado por meio da identificagao dos 10
tibulos mais circulares em cada sccgio de biopsia
testicular ¢ da medigdo dos diametros por meio de
uma ocular micrométrica, usando-s¢ uma objetiva de
10 x. Para cada testiculo foi obtido o diametro tubular
médio, em micra.

Para a analise estalistica dos resultados foram
utilizados testes ndo paramétricos™.

Teste de WILCOXON. para comparar. em cada
rato, os valores observados nos testiculos dircito e
esquerdo ¢ teste de MANN-WHITNEY. para com-
parar os resultados obtidos nos ratos sacrificados aos
30 dias com os dos ratos sacrificados aos 60 dias
do experimento. Este mesmo teste foi aplicado para
comparar, dois a dois, os quatro grupos estudados.
O confronto dos grupos foi feito em relagio aos
valores dos lados direito, esquerdo ¢ as diferencas
percentuais (A%), calculadas a partir dos dois lados.
Em todos os testes fixou-se em 0,05 ou 5% (p<0.05)
o nivel para rejei¢do da hipotese de nulidade.
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RESULTADOS

A macroscopia. todos os ratos submetidos @
criptorquia unilateral (grupos | e 3) apresentavam o
testiculo esquerdo retido. sendo possivel a identifi-
cagdo dos pontos de fechamento do anulo inguinal
superficial. Nos animais dos grupos 2 ¢ 4, ambos os
testiculos estavam topicos.

Aos 60 dias do experimento, todos os testiculos
apresentavam tamanho nitidamente menor do que o
dos testiculos descidos. Essa diferen¢a ndo foi ob-
servada aos 30 dias.

A microscopia. nos animais sacrificados aos 30
dias, o escore lesticular medio variou entre 3 e 7.
evidenciando as ctapas da cspermatogénese que vio
desde o aparccimento das ecspermatogénias até a
formagido de espermatocitos ¢ de espermitides ainda
nio diferenciadas (Fig. 1A ¢ B). A mesma variagao
foi encontrada nos quatro grupos estudados (Fig. 2).

Fig. 1A - Testiculo dirento do rato n° 8, grupo 4, aos 30 dias
de wvida. Presenga de espermatocitos ¢ maturagdo  até
espermatocitos primartos. A seta no centro indica célula em
mitose reducional. HLE. 250X,

Fig. 1B - Testiculo esquerdo do mesmo rato. Aspecto
histologico semelhante ao anterior. H.E. 250X,

Aos 60 dias. os ratos do grupo 4 apresentaram
0 escore testicular entre 9 e 10 (média: 9.77 para o
testiculo direito ¢ 9.73 para o esquerdo). carac-
terizando a presenca de espermatozoides na luz
tubular (Fig. 3A e B).
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Escore testicular médio aos 30 dias de vida
Grupo 1 I| Grupo 2 Grepo 3 4 Grupo 4
Direto | Usquerdo | Direito | Esquerdo | Direnio | Esquerdo | Direito | Esquerdo
S48 516 507 497 498 4.5 RNE] 4,92

Obs - Nin houve diferenca estatishicaments signicanic entre os quato grupos estudados

Fig. 2 - Escore testicular médio, nos quatro grupos, aos 30
dias de wvida.

Fig. 3A - Testiculo dircito do rato n 22, grupo 4. aos 60
dias de vida. Maturagio completa com espermatozoides na luz
twbular. 11 E. 250X.

Fig. 38 - Testiculo esquerdo do mesmo rato. Aspecto
Wistaldgico semelimnte av unterior, Ho 1L 250X

No grupo 1, no testiculo dircito (topico). os
escores foram similares aos do grupo controle (media:
9.88). No cmanto. no testiculo esquerdo (reudo).
foram achados valores entre 3 ¢ 7 (media: 4.53) (Fig.
4A ¢ B).

No grupo 2. em ambos os testiculos (topicos).
0 cscore variou entre 9 ¢ 10 (media: 993 para o
dircito e 989 para o esquerdo) (Fig. 5A ¢ B).

No grupo 3. os resultados obtidos no testiculo
direito (topico) evidenciaram escores entre 4 ¢ 10
(média: 7,13), No testiculo esquerdo (retido), esses
valores vararam entre 4 ¢ 5 (média: 4.72) (Figs. 6A
eBe?7)

O diametro tubular meédio foi menor no grupo
3, inclusive em relagdo ao testiculo topico. Essc
achado, embora estivesse presente i aos 30 dias, foi
mais cvidente aos 60 dias do experimento (Fig. 8).

aos 60

Fig. 4A - Testiculo dircito de rato n* 32, grupo |1,
dias de vida. Maturagdo completa com espermatozoides na luz

twbular, 1. E. 250X

Fig. 4B - Testiculo esquerdo do mesmo rato. Rarefagio celular
peneralizada, Presenga upenas de espermatogdnias ¢ poucos
esperinatocitos primarios, H, B 250X,
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Fig. 53A - Tesnewlo direito do o n' 41, grupo 2,
dias de vide. Maturagio completa, com espermatozoides na
luz tubular. H. E. 250X,

SB - Testiculo esquerdo do mesmo  rato,
250X,

Fig,
histologico semelhante ao anterior. H. L.

Aspecto

Acta Cirurgica Brasileira — Vol 12 (1) 1997 — 20



-

¥
.o S20000 Y

Fig. 6A - Testiculo dircito do rato n” 26, grupo 2, aos 60
dias de vida. Nitda parada do desenvolvimento das cclulus
germinativas, Espermatides sem sinais de diferenciagio. H. L.
250X,

Fig. 6B - Testiculo esquerdo do mesmo rato. Rarefagio das
celulas germinativas em geral ¢ predominincia de esperma-
togdnias, H. E. 250X.
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Fig. 7 - Escore testicular médio aos 60 dias de vida, nos quatro
grupos estudados.

DISCUSSAO

* Da amostra:

Foi utilizado o rato, por ser um amimal de
pequeno porte, padronizavel, de facil manejo em
laboratorio, de custo acessivel ¢ um modelo consa-
grado para estudos da fungdo testicular. Sio bem
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DIAMETRO TUBULAR MEDIO
A0S 60 DIAS DE VIDA (em micra)

GRUPO 3 GRUPU 4

GRUPLT 2

Fig. 8 - Diametro tubular medio aos 60 dias de vida, nos quatro
grupos estudados.

Fig. YA e B - Observa-se a diferenga entre os testiculos topicos
dos animais dos grupos | (A) e 3 (B). aos 60 dias de vida.

H. E. 250X.

conhecidas as caracteristicas da populagio celular dos
tubulos seminiferos de ratos adultos e pré-
pubCl'ﬂiS"';U'i:"“I‘;:'ﬁ“.

* Do procedimento:

Tendo em vista a grande variagdo na literatura

726, 30,32 5

quanto a época da descida testicular no rato - 4



em uma primeira fase deste trabalho, foi observada
a descida de 50 testiculos. Destes, 24% desceram
entre 0 14° e o 15° dias de vida, o que nos levou
a estabelecer o nono dia para a produgdo da criptorquia,
objetivando uma boa margem de seguranga antes da
descida testicular normal.

A técnica original utilizada para a produgio da
criptorquia experimental (fechamento do anulo inguinal
superficial com dois pontos separados de fio
inabsorvivel), teve como objetivos: ser de facil exe-
cugdo, mesmo em animais bem jovens, ser eficaz e
preservar a morfologia do testiculo retido. Qutras
técnicas freqiientemente usadas, como a secgdo do
gubernaculum testis™ ou a fixagdo do testiculo na
parede abdominal®', podem provocar altera¢des morfo-
histologicas. A primeira, por interferir na diferencia-
¢do androgénica®® e a outra, por causar reagdes
inflamatérias significantes®.

A ciclofosfamida é, em geral, empregada em
doses altas para o tratamento inicial da indugdo e em
doses baixas para a administracio crénica, nos es-
quemas de manutenc¢do. A dose para uso didrio varia
entre 50 ¢ 100 mg/m? de superficie corporal®.

Quando administrada a criangas abaixo de um ano

"

de idade, a dose deve ser reduzida a metade®’. Nos
ratos com 14 dias de vida, idade que corresponde a
cerca de um ano no ser humano, nfo fol tolerada dose
acima de 25 mg/m?/dia. A aplicagdo da droga durante
14 dias consecutivas, em dose baixa, procurou repro-
duzir os esquemas utilizados clinicamente para
manutengdo, no tratamento do céncer.

O estado do epitélio germinativo € 0 pardmetro
mais sensivel da fungdo testicular’®. A avaliagio de
suas alteragdes pode ser feita por meio da contagem
do numero de espermatogdénias ou pela presenca ou
ndo de espermatozdides na luz tubular, juntamente
com a determinagio do didmetro meédio dos tubulos
seminiferos™ieted,

No presente trabalho, além da medi¢do do
didmetro tubular médio, o estudo da maturidade do
epitélio germinativo fot feito pelo escore de
JOHNSEN?®, modificado por SALMAN e col.’.
Dando-se um escore para cada secgdo tubular, basea-
do na presenga ou auséncia de todas as células
germinativas (e ndo apenas espermatogdnias ou es-
permatozoides), é possivel avaliar a espermatogénese
quantitativamente e de modo mais preciso.

* Dos resultados

Embora a criptorquia scja reconhecida ja ha
alguns séculos e apesar das numerosas pesquisas
desenvolvidas em todo o mundo, ¢ mecanismo da
infertilidade em pacientes criptorquidicos continua a
ser objeto de questionamentos. Sobretudo nos casos
de criptorquia unilateral, onde diversas hipdteses
tentam explicar porque o testiculo retido afeta a
gonada escrotal contralateral.

Diversas teorias t&m sido propostas para a expli-
cagdo desse efeito bilateral: disgenesia bilateral'”,
2122

estimulagdo hormonal deficiente!®%% anormalida-
des cromossdmicas** e dano imunoldgico 3637595060

Experimentalmente, a produ¢do de orquite uni-
lateral®, torgdo testicular unilateral?*#**".% e criptorquia
unilateral#*3% tem sido utilizada para provocar
alteragGes histologicas no testiculo contralateral.

Considerando que, no modelo experimental usado
em nossas observagdes, o testiculo ndo descido é
normal antes do fechamento do dnulo inguinal su-
perficial; a degeneragiio do testiculo escrotal ndo pode
ser congénita e, portanto, deve ser secundaria a
degeneracdo do testiculo retido.

Nos animais analisados no presente estudo, os
resultados evidenciaram que no grupo 1 (criptorquia
e ciclofostamida), o testiculo direito (topico) foi
significantemente maior do que o esquerdo (retido),
tanto aos 30 quanto aos 60 dias de vida. Valores
semelhantes foram encontrados no grupo 3 (criptorguia
apenas). No entanto, quando foi feita a comparagio
entre os grupos 1 e 3, para que se pudesse avaliar o
efeito da ciclofosfamida entre os criptorquidicos,
verificou-se que o testiculo direito era significantemen-
te maior no grupo 1. Quanto ao testiculo ndo descido
(esquerdo), ndo foi observada diferenca significante
entre os dois grupos, em nenhuma ocasido.

Aparentemente, o testiculo topico do grupo | foi
preservado dos efeitos degenerativos do testiculo
distépico.

Nos grupos 2 (ciclofosfamida apenas) ¢ 4 (con-
trole) ndo houve diferenca significante entre os
testiculos direito e esquerdo, o que ja era esperado,
uma vez que ambos eram topicos. Da mesma forma,
ambos eram maiores aos 60 dias, 0 que mostrou
apenas o crescimento normal ocorrido no periodo. A
comparacdo entre os grupos 2 e 4, para avaliagdo do
efeito da ciclofosfamida entre os animais ndo
criptorquidicos, ndo evidenciou diferencas significan-
tes entre 0S MESMOS.

Ao que tudo indica, a ciclofosfamida nio pro-
duziu alteragdes na espematogénese dos ratos do
grupo 2.

A comparagio entre os grupos 1 e 2 mostrou
que a presenga da criptorquia, entre os ratos que
receberam a ciclofosfamida, provocou uma diferenga
evidente, demonstrada pelo fato de que o testiculo
esquerdo no grupo | (retido), aos 60 dias de vida,
cra significantemente menor do que no grupo 2
(ambos tdpicos),

Finalmente, a compara¢io entre os grupos 3 e
4, para avaliagio do efeito da criptorquia entre os
animais que ndo foram submetidos a ciclofosfamida,
tornou bem clara a diferenga entre eles, jd que os
valores do grupo 3 foram significantemente menores,
tanto para o testiculo retido quanto para o topico.
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De um modo geral, todas as alteragdes encon-
tradas foram mais evidentes nos ratos com 60 dias.

Se considerarmos que fatores hormonais sio
agentes etioldgicos improvaveis na génese das lesdes
testiculares encontradas na criptorquia experimental,
a causa mais provavel ¢ a imunologica.

MENGEL ecol. (1977)* administraram azatioprina
em cdes jovens, submetidos a criptorquia unilateral por
trés meses, ¢ demonstraram que houve um aumento no
nimero de espermatogonias, tanto nos testiculos topi-
cos quanto nos retidos. A azatioprina ¢ um agente
imunossupressor de largo uso, que niao provoca danos
conhecidos no cpitélio germinativo testicular.

Ao contrdrio, a ciclofosfamida causa efeitos
deletérios na espermato-génese, levando a oligosper-
mia, azoospermia e niveis aumentados de hormonio
foliculo-estimulante'®183483452 Dependendo da dose
cumulativa ¢ da duragio do tratamento, a esperma-
togénese pode retornar, mas o prazo ¢ varidvel e pode
levar alguns anos®”'>*. Alguns trabalhos®"** mostra-
ram que a espermatogénese danificada por altas doses
de ciclofosfamida era recuperavel se a administragio
fosse feita em uma tUnica dose. Por outro lado, o uso
da droga em doses mais baixas parece ndo provocar
o mesmo efeito lesivo'**%,

Os resultados observados nos animais do grupo
2 comprovam esse fato, uma vez que nao foram
encontradas alteragbes testiculares significantes em
relagio ao grupo 4.

Analisando os resultados obtidos em nossa
pesquisa, podemos afirmar que: 1.°) Por meio da
produgdo da criptorquia experimental unilateral, foi
possivel confirmar que tanto os testiculos retidos
quanto os topicos sofrem alteragdes causadas pela
posi¢do andmala; 2.%) Uma vez que os testiculos
topicos contralaterais dos animais do grupo 3 apre-
sentam as mesmas alleragdes que os testiculos retidos,
embora menos acentuadas, pode-se depreender que
tais lesoes surgem mais tardiamente nos testiculos
topicos; 3.") Ja que no grupo | ndo houve diferenga
significante entre os valores dos testiculos topicos
contralaterais e os valores normais do grupo 4
(controle), esse efeito deve ser atribuido a ciclofos-
famida; 4.°) Considerando que o testiculo retido
desencadeia um processo degenerativo, a ciclofosfa-

mida pareceu bloquear os fatores responséveis, resul-
tando na continuidade do desenvolvimento dos tibulos
seminiferos e na maturagdo das células germinativas.

Tendo em vista a diferenga de resultados entre
os grupos | (tratado) e 3 (ndo tratado) e os efeitos
imunossupressores da ciclofosfamida, a hipotese deste
trabalho € que. de fato, as alteragtes encontradas nos
testiculos tém origem em processos auto-imunes (Fig.
9A ¢ B).

Como resultado da alta temperatura a que estao
submetidos os testiculos retidos, a barreira hémato-
testicular torna-se permeavel, o que permite ao sis-
tema imune entrar em contato com os antigenos
testiculares, ocasionando a formagao de anticorpos.
Uma vez que ambos os testiculos sdo lesados,
depreende-se que o organismo reage ndo apenas aos
antigenos modificados do testiculo retido, mas tam-
bém contra os antigenos originais.

Em ratos, os antigenos das células germinativas
s0 sdo encontrados nos testiculos quatro semanas apos
o nascimento, no citoplasma dos espermatocitos
secunddrios, paralelamente com a maturacdo sexual'.
Esse fato estd de acordo com as alteragdes observadas
por nos, que foram mais intensas aos 60 dias de vida.

CONCLUSOES

1. O uso cronico da ciclofosfamida, em doses
baixas, em ratos jovens com criptorquia unilateral,
ndo provocou altera¢des na espermatogénese € pre-
veniu a deteriora¢do do testiculo topico;

2. Nesses animais, 0 processo degenerativo
prosseguiu no testiculo retido.
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ALVES, E.; TUBINO, P.; GOLDENBERG, S. - Evaluation of the cyclophosphamide effects in descended and
undeseended testis of young rats with unilateral cryptorchidism. Acta Cir. Bras., 12(1):27-34, 1997.

SUMMARY: Experimental unilateral cryptorchidism was produced in prepubertal rats. Both in the
operated undescended testis and in the contralateral descended one. the changes were similar to that founded
in the human. These changes show a disturbed testicular development with gonadal degenerative process. The
chronic use of the immunosuppressant drug cyclophosphamide, with low dosages. avoided the damage in the
topic testis, in spite of its very known harmful action to the spermatogenesis. As the observed lesions affects
also the scrotal testis and as this can be prevented by the cyclophosphamide, the possibility of autoimmunisation
causing this damage in the experimental cryptorchidism in the rat is discussed.

SUBJECT HEADINGS: Testis. Cryptorchidism. Cyclophosphamide.
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