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Resumo

Criptorquidia, ou nao descida testicular, € uma das anormalidades urogenitais
mais comum em meninos recém-nascidos e um dos principais fatores de risco para a
infertilidade e cancer testicular. Tem sido proposto que o criptorquidismo, baixa
qualidade espermatica, hipospddia e tumor testicular de células germinativas (TTCG)
compreendem a sindrome de disgenesia testicular (SDT), que tem origem comum
durante a vida fetal. A criptorquidia induz degeneracao do epitélio seminifero com
deplecdo de células germinativas, disturbios em células de Leydig e de Sertoli e
diminuicdo do didmetro dos tubulos seminiferos. A correcgao cirurgica da criptorquidia
(orquidopexia) tem sido utilizada a fim de diminuir o risco de infertilidade e cancer
testicular. No entanto, o melhor tempo para realizar esta cirurgia, a fim de obter os
melhores resultados tem sido uma preocupacdo. Além disso, ndo existe um modelo
experimental disponivel na literatura que explore alteracdes morfoldgicas testiculares
associadas a criptorquidia e orquidopexia. Neste estudo, criptorquidismo foi induzido
em ratos Sprague-Dawley com 3 semanas de vida; orquidopexia foi realizada em trés
momentos diferentes (3, 5 e 9 semanas apds a cirurgia de criptorquidia), e os animais
de cada grupo foram sacrificados apds 3 e 8 semanas de recuperacdo. As analises
histoldgicas e estimativas quantitativas como a média do diametro do tubulo seminifero
(MSTD), incidéncia de vacuolos no epitélio, e o nimero de células de Sertoli por tubulo,
alepm da imunoistoquimica para citoqueratina 18 foram realizados para avaliar
alteragdes testiculares apds as cirurgias de criptorquidia e orquidopexia. A criptorquidia
provocou degeneracdo e esfoliacdo de células germinativas, aumento da incidéncia de
vacuolos intra-epiteliais e diminuicao da MSTD e dos pesos dos testiculos. No grupo de
recuperacdo de 3 semanas, muitas das altera¢des constatadas na criptorquidia ainda
estavam presentes, a gravidade destas alteracdes foi proporcional ao periodo em que
os testiculos permaneceram na cavidade abdominal até orquidopexia. Apds o periodo
de recuperacdo de 8 semanas, a orquidopexia reverteu quase todas as alteracdes,
independentemente do momento cirdrgico em que foi realizada. Em conclusao, a
intensidade dos danos no testiculo foi maior nos animais que permaneceram
criptorquidicos por mais tempo, sem alteracdes no numero de células de Sertoli, mas
com uma provavel perturbacdo da sua funcdo. O modelo adotado pode ser util para
estudar alteragdes testiculares induzidas pelo criptorquidismo e a recuperacgao potencial

do testiculo de ratos apds orquidopexia.
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Abstract

Cryptorchidism, or undescended testis, is one of the most common urogenital
abnormalities in newborn boys and one of the main risk factors for infertility and
testicular cancer. It has been proposed that cryptorchidism, low sperm quality,
hypospadia and testicular germ cell tumor (TGCT) comprise the testicular dysgenesis
syndrome (TDS) and that they have a common origin during the fetal life. Cryptorchidism
induces seminiferous epithelium degeneration with germ cell depletion, Leydig and
Sertoli cell disorders and decreased tubule diameter. The surgical correction of
cryptorchidism (orchidopexy) has been applied in order to decrease the risk for infertility
and testicular cancer. However, the best moment to perform this surgery in order to
obtain successful results has been a concern. Moreover, there is no experimental model
available in the literature that explores comprehensively testicular morphological
alterations associated to cryptorchidism and orchidopexy. In this study, cryptorchidism
was induced in 3-week old Sprague-Dawley rats; orchidopexy was performed at three
different moments (3, 5 and 9 weeks after cryptorchidism surgery), and the animals of
each group were sacrificed after 3 and 8 weeks of recovery. Histological analyses, and
guantitative estimates such as seminiferous tubule diameter (MSTD), incidence of
vacuoles in the tubules, and number of Sertoli cells per tubule, and
immunohistochemistry for cytokeratin 18 were performed to evaluate testicular
alterations after cryptorchidism and orchidopexy surgeries. Cryptorchidism induced
germ cell degeneration and exfoliation, increased incidence of intraepithelial vacuoles
and decreased MSTD and testes weights. In the 3-week recovery group, many of the
alterations seen in cryptorchidism were still present, the severity of these alterations
being proportional to the period the testes remained in abdominal cavity until
orchidopexy. After the 8-week recovery period, orchidopexy reversed almost all of the
alterations irrespective the surgical moment it was performed. In conclusion, the
intensity of the damages in the testis was greater in those animals that remained
cryptorchid for a longer time, with no alterations in the number of Sertoli cells but with
a probable disruption of its function. The adopted model can be useful to study testicular
alterations induced by cryptorchidism and the potential recovery of rat testis after

orchidopexy.
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REVISAO DE LITERATURA

Descida testicular

A descida do testiculo da regido abdominal para o escroto durante o
desenvolvimento pré-natal é um processo bifasico (Hutson, 1985). Em humanos, a
primeira fase, transabdominal, ocorre entre a 82 a 152 semanas de gestacao, sendo
caracterizada pela descida do testiculo até a posicdo inferior do abdémen, processo
dependente principalmente do hormonio insulin-like peptide 3 (Insl3) (Hutson et al.,
2010). Este hormonio é produzido pelas células de Leydig, e é responsavel por regular o
desenvolvimento do corddao mesenquimal que liga o testiculo fetal ao fundo do saco
escrotal, denominado gubernaculo (Hutson et al., 2010). Ainda nesta fase, o horménio
anti-mulleriano (AMH), produzido pelas células de Sertoli, regride os derivativos
mullerianos, responsdveis por originar as tubas uterinas e o Utero, e promove
espessamento do gubernaculo (lvell e Hartung, 2003; Hutson et al., 2010). A segunda
fase, inguinoescrotal, ocorre entre a 252 a 352 semanas de gestacao, e é dependente de
andrégenos, hormoénios produzidos pelas células de Leydig fetais, que promovem a
contracdo do gubernaculo e, consequentemente, a descida do testiculo desde a regido
inguinal até o escroto (Hutson et al., 2010).

Apesar de algumas diferencas, o processo de descida testicular é semelhante
entre mamiferos, com conservacdo de eventos-chave importantes, o que torna valida a
extrapolacdo de modelos animais para humanos (Hutson et al., 2010; Hutson et al.,
2015). Nos ratos, a descida testicular ocorre também em duas fases: a primeira
(transabdominal) entre os dias embrionarios (DE) 13 e 17 e a segunda (inguinoescrotal),
diferente dos humanos, ocorre apds o nascimento, entre os dias pds-natal (DPN) 21 e

28, portanto apds o desmame (Hutson et al., 1994; 2013; Chen et al., 2011).
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Desenvolvimento testicular pds-natal

Apods a diferenciacdo das células de Sertoli, formacao dos cordGes seminiferos e
diferenciacdo das células de Leydig durante o desenvolvimento embrionario (dias
embrionarios 13 a 15), o testiculo do rato apds o nascimento ainda é submetido a uma
série de eventos que irdo resultar na producdo de espermatozdides vidveis (Jost et al.,
1981; Magre et al., 1991; Picut et al., 2014). Esses eventos correspondem a proliferagao
mitdtica das células tronco espermatogoniais e a diferenciacdao pré-meidtica de
espermatogoOnias em espermatdécitos primarios dipldides; diferenciacdo meidtica de
espermatdcitos primdrios para espermatides redondadas hapldides por duas divisdes
sucessivas e espermiogénese, processo de reorganizagdo celular e nuclear que
transforma as espermatides em espermatozoides maduros (Nishimune & Okabe, 1993).
No rato, sdo reconhecidos cerca de cinco a seis estagios de desenvolvimento testicular
pds-natal: neonatal (DPN 0-7), infantil (DPN 8-20), juvenil (DPN 21-32), peri-pubere (DPN
33-55) e pds-pubere (DPN 56-70), que podem ser correlacionados com estagios de
desenvolvimento de humanos (Tabela 1) (Ojeda, Advis, & Andrews, 1980; Barrow,
Barbellion, & Stadler, 2011).

Tabela 1. Comparacdo de idade dos estagios de desenvolvimento entre
ratos e humanos.

Estagio no rato/humano Rato® Humano®
Neonatal/recém-nascido DPNOa7 0 a 28 dias
Infantil/infancia DPN 8 a 20 1 a 23 meses
Juvenil/crianca DPN 21 a 32 2a12anos
Peri-plbere/adolescente DPN 33 a 55 12 a 16 anos
Pés-pubere/adolescente DPN 56 a 70

20jeda, Advis, e Andrews (1980). ®Barrow, Barbellion, e Stadler (2011).

As principais mudancas morfoldgicas do desenvolvimento testicular do rato, de

acordo com esses estadios, sdo as seguintes:
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d" Periodo neonatal: nascimento ao DPN 7

O periodo neonatal é caracterizado pela transicdio dos gondcitos fetais a
espermatogobnias mitoticamente ativas, alta taxa de mitose e diferenciacdo de células
de Sertoli e regressao de células de Leydig fetais, que sdo substituidas pelas
denominadas células de Leydig progenitoras (Picut et al., 2014).

No DPN 3, os tubulos sdo constituidos por gondcitos e células de Sertoli em
proliferagdo (Figura 1A). As células de Sertoli, caracterizadas por nucleo oval a alongado,
estdo alocadas junto a membrana basal. Os gondcitos, localizados no centro dos tubulos
seminiferos, sdo caracterizados como células grandes e arredondadas com nucleo com
cromatina dispersa e nucléolo proeminente, mitoticamente inativos. As células de
Leydig fetais ndo tém atividade proliferativa e sua populacdo estd em constante
regressao, ao passo que as células de Leydig progenitoras estdo em intensa atividade

mitotica (Picut et al., 2014).

d" Periodo infantil: DPN 8 a 20

No inicio do periodo infantil, ainda had gondcitos fetais se diferenciando em
espermatogobnias até em torno do DPN 10. Nesta fase ocorre proliferacao de células de
Sertoli e espermatogobnias tipo A e tipo B nos tubulos seminiferos, e proliferacdao de
células de Leydig progenitoras no intersticio (Figura 1B). As células de Sertoli se
diferenciam das espermatogdnias por apresentarem nucleo alongado com cromatina
dispersa e um nucléolo proeminente. As espermatogobnias tipo A tém nucleo grande e
arredondado com a cromatina pontilhada ou dispersa e nucléolo proeminente; as
espermatogonias tipo B tém nucleo pequeno e arredondado com aro periférico de
cromatina condensada com pontilhado grosseiro (Picut et al., 2014).

No DPN 15, as espermatogoOnias e células de Leydig progenitoras continuam a
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proliferar; as espermatogonias atingem a densidade maxima, formando uma camada
pseudoestratificada com as células de Sertoli de permeio. A taxa de mitose nas
espermatogonias diminui comparada aquela do inicio do periodo infantil e apoptose
dessas células é vista nos centros dos tubulos (Picut et al., 2014).

Do DPN 15 até o fim do periodo infantil (DPN 20), é atingida a densidade maxima
de células em cada tubulo. As células de Sertoli param de se dividir, se inicia o
desenvolvimento dos espermatdécitos, com o surgimento de espermatécitos em pré-
leptéteno, leptdteno e zigdteno, e os tubulos comecam a se segregar em estdgios,
caracterizados como associagdes celulares especificas observadas pela sincronia de
desenvolvimento dos tipos de células germinativas (Figura 1C; Creasy et al., 1997; Picut
et al., 2014). Conforme ocorre o desenvolvimento dos espermatdcitos, a atividade
mitdtica das espermatogonias torna-se rara (Picut et al., 2014).

Em torno do DPN 18, é formada a luz do tubulo, como um pequeno espaco
central. Nesse momento, ocorre inversdo da localizacdo de células de Sertoli e
espermatogobnias tomando um aspecto distinto em forma de uma rosa, denominado
rosette, caracterizado por uma camada externa de espermatogénias e uma camada
interna de células de Sertoli com nucleo retangular e alongado, de cromatina pontilhada
(Figura 1D; Picut et al., 2014).

O intersticio contém células de Leydig progenitoras misturadas a pequena
populacdo de células de Leydig imaturas, representantes da prdoxima fase do
desenvolvimento dessas células. Nesta fase, ainda, as células de Leydig apresentam

intensa atividade mitética (Picut et al., 2014).

d" Periodo juvenil: DPN 21 a 32

Este periodo é caracterizado pela primeira onda de espermatogénese para
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espermatides arredondadas e pelo aumento no didmetro tubular. S3o caracteristicos
dessa fase os numerosos espermatdcitos em paquiteno, a formacdo de espermatécitos
secundarios, as espermatogdnias ao longo da membrana basal e 0o aumento do didmetro

dos tubulos com uma Unica camada de células de Sertoli (Figura 1E; Picut et al., 2014).

d" Periodo peri-pubere: DPN 32 a 55

Nesse periodo, conforme o didametro tubular continua a aumentar, ocorre a
espermiogénese, processo de diferenciacdo da espermdtide para espermatozdide
(Wouters-Tyrou et al., 1997; Picut et al., 2014). Quando as espermatides maduras
surgem no DPN 46, todos os estdgios tubulares devem estar presentes (Figura 1F; Picut

et al., 2014).

d" Periodo pds-pubere: DPN 56 a 61

Durante esse periodo, ocorre o crescimento continuo do testiculo e as
caracteristicas morfoldgicas definem o testiculo normal adulto. O diametro dos tubulos
estd aumentado, os estagios tubulares podem ser reconhecidos por suas caracteristicas
associacOes celulares, com aumento do numero e densidade de espermatides alongadas

(Picut et al., 2014).
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Figura 1. Fases do desenvolvimento testicular pds-natal (Adaptado de Picut et al., 2014). A. DPN 3
(neonatal): tibulos revestidos por numerosas células de Sertoli (SC) depositadas na membrana basal.
Gondcitos (G) tem um grande nucleo redondo e localizam-se no centro dos tubulos. B. DPN 9 (infantil):
tubulos sdo revestidos por células de Sertoli e espermatogbnias, formando uma camada
pseudoestratificada. Células de Sertoli tém ntcleo alongado para poligonal com cromatina dispersa e um
nucléolo proeminente. Espermatogonias tipo A (SpA) tem um nucleo grande e oval e espermatogonias
tipo B (SpB) tém um nlcleo pequeno e redondo. E possivel observar figuras de mitose em
espermatogonias, Leydig progenitoras, e populagdes de células de Sertoli, assim como muitas células em
préfase (cabeca de seta). C. DPN 16 (infantil): Formagdo de espermatdcitos em leptdteno e zigoteno (L/Z)
adluminais em alguns tubulos. Outros tubulos sdo povoados por espermatdcitos em preleptoteno (PL). D.
DPN 18 (infantil): Espermatogonias e células de Sertoli formam uma dupla camada denominada rosette,
com uma linha exterior de tipos de espermatogonias tipo A e B e uma linha interior de ntcleos de células
de Sertoli. Espermatdcitos em paquiteno (P) aparecem e poucas espermatog6nias mitoticamente ativa
(M) ainda estdo presentes. E. DPN 25 (juvenil): Desenvolvimento de espermatécitos em paquiteno
continua e as células de Sertoli e espermatogonias recuam para uma Unica camada conforme o diametro
do tubulo expande. F. DPN 46 (peri-pubere): Espermatides na etapa 19 presentes em tubulo no estagio
VIl (seta).
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Histologia e fisiologia testicular

Em mamiferos, o testiculo adulto, ja totalmente desenvolvido, é coberto por
uma membrana fibrosa denominada tunica albuginea. Abaixo dessa membrana, e
constituindo o testiculo, existem dois compartimentos principais: o intersticio e os
tubulos seminiferos. O compartimento intersticial contém a matriz intercelular,
fibroblastos, vasos sanguineos e linfaticos, e as células de Leydig, que sdo a principal
fonte de androgénios, testosterona e outros esterdides (Russel et al., 1990). Os tubulos
seminiferos sao lagos convolucionados conectados a rete testis e revestidos por epitélio
seminifero e delimitados pela tunica prépria, onde as células midides peritubulares sao
encontradas. Estas células sdo contrateis, fornecendo a forga para o movimento de
propulsdo de liquidos e de esperma através dos tubulos seminiferos. O epitélio
seminifero consiste em células somaticas de suporte, as células de Sertoli, e células
germinativas em varias fases de diferenciacdo. Conforme as células germinativas
amadurecem, elas se movem em direcdo ao limen onde sdo liberadas e transportadas
para a rete testis (Haschek & Rousseaux, 1998).

As células de Sertoli ndo apenas dao suporte as células germinativas durante o
processo de espermatogénese, mas também tem importante participacdo durante o
desenvolvimento do testiculo. Durante o periodo embrionario e inicio da vida pds-natal,
a célula de Sertoli, denominada célula de Sertoli imatura: 1) expressa o gene Sry (regidao
determinadora do sexo, mapeado no cromossomo Y) e estimula a producdo de fatores
de transcricdo que ativam e/ou reprimem genes alvo para iniciar o desenvolvimento do
trato reprodutor masculino (Koopman et al.,, 1991; Capel, 2000); 2) interage com o
epitélio germinativo, permitindo a migracao das células germinativas primordiais para

os corddes seminiferos primitivos, além de produzir fatores que previnem que as Ultimas
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entrem em meiose (Mackay, 2000; Cupp & Skinner, 2005); 3) produz fatores que
direcionam a diferenciacdo das células midides peritubulares e células de Leydig (Cupp
& Skinner, 2005) e, 4) produz o hormonio antimulleriano (AMH), que inibe o crescimento
dos ductos mullerianos, responsaveis por originar o trato reprodutor feminino, além de
influenciar a descida do testiculo para bolsa escrotal (Mackay, 2000; Josso, 1990).

A proliferacdo das células de Sertoli, que também ocorre durante o
desenvolvimento embrionario e inicio da vida pds-natal, é um evento chave para
espermatogénese, pois o nimero de células de Sertoli é o determinante primdrio do
numero de espermatozéides produzidos por dia, e consequentemente, do volume
testicular no adulto (Orth et al., 1988; Hutchison et al., 2008). Assim, a quantidade de
células de Sertoli nos tubulos seminiferos pode indicar a eficiéncia da espermatogénese,
e, por isso, a estimativa da quantidade dessas células no interior do tubulo seminifero
tem sido utilizada para avaliacdo de alteracGes testiculares (Hutchison et al., 2008; Kollin
et al.,, 2012).

Apds a puberdade, a célula de Sertoli completa sua diferenciacdo, perde sua
habilidade proliferativa e torna-se madura, passando a exibir fun¢des importantes para
0 apoio a espermatogénese, como: 1) formacdo das juncdes de adesdo entre as células
de Sertoli estabelecendo a barreira hematotesticular, que mantém a citoarquitetura do
epitélio seminifero, bloqueia acdes deletérias do sistema imune e a exposicao a
xenobidticos, promove um microambiente adequado para o processo completo de
meiose e espermiogénese e controla o processo de progressao das células germinativas
ao longo do tubulo seminifero (Fawcett, 1975; Jégou, 1992; Brehm and Steger, 2005); 2)
formacao de juncdes entre células de Sertoli e células germinativas, permitindo o

controle do processo de espermiacdo dessas Ultimas (Hess e Franga, 2005); 3) secrecao
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de fluido que nutre as células germinativas e participa da liberagdo dos espermatozoides
e do transporte de substancias quimicas da porcdo basal para a porg¢do apical do epitélio
seminifero (Jégou, 1992) e 4) producdo de proteina ligante de andrégeno (ABP) e da
inibina, que também tém atuacdo sobre a espermatogénese (Jégou, 1992). Deste modo,
as células de Sertoli controlam a integridade das células germinativas e sua progressao
ao longo do tubulo seminifero.

A espermatogénese é o processo pelo qual uma espermatogonia primitiva se
desenvolve em um espermatozodide altamente especializado. Este processo pode ser
dividido em trés fases: proliferativa, em que as células espermatogobniais passam por
sucessivas divisbes mitdticas; fase meidtica, em que o material genético do
espermatdcito é recombinado e segregado, e por fim a fase de diferencia¢do, quando
as espermatides se transformam em células estruturalmente equipadas para alcancar e
fertilizar o ovulo (Russel et al., 1990). Esse processo é alimentado por células-tronco que
executam ou a divisao, ou auto-renovagao ou produzem espermatogodnias.

A glandula pituitaria, sob a influéncia de estimulagao hipotalamica, secreta dois
hormonios glicoproteicos que promovem a espermatogénese, o hormonio luteinizante
(LH) e o hormoénio foliculo estimulante (FSH). O LH tem um efeito indireto sobre a
espermatogénese via estimulacdo das células de Leydig. Essas células contém
receptores de superficie para o LH (LHR), e respondem a estimulos produzindo e
liberando andrégenos, principalmente a testosterona. Os receptores de andrdgenos
(AR) estdo presentes nas proéprias células de Leydig, nas células midides peritubulares e
nas células de Sertoli. Esses andrégenos agem de modo paracrino no testiculo,
desempenhando um papel critico no suporte da espermatogénese, e retroalimentam

negativamente as células produtoras das gonadotrofinas na hipdfise, inibindo
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seletivamente a producdo de LH (Wang et al., 2009; Picut et al., 2014; Smith & Walker,
2014).

O FSH tem efeito direto sobre as células de Sertoli através da ligacdo com seu
receptor (FSHR) presente nessas células. O FSH estimula a producdo da proteina ligante
de andrégeno (ABP), que sequestra e transporta a testosterona e seu metabdlito, a di-
hidrotestosterona, para o interior dos tubulos seminiferos, e a produgdo da inibina, que
retroalimenta negativamente as células produtoras das gonadotrofinas na hipdfise,
inibindo seletivamente a producdo de FSH (O’Donnell et a., 2006; Picut et al., 2014).
Ainda, o FSH via estimula¢do do FSHR promove a liberacao de fatores paracrinos pelas
células de Sertoli, que atuam nas células de Leydig, estimulando a producdo de

andrégneos (Vihko et al., 1991; O’ Shaughnessy et al., 2002; O’Shaughnessy et al., 2010).

Padroes de dano testicular

Entre os principais achados histolégicos de toxicidade testicular estdo:
degeneracdo, deplecdo ou esfoliacdo e ou formacdo de agregados multinucleados de
células germinativas, retencdo de espermatides alongadas no epitélio seminifero,
impedindo sua liberagdo, vacuolizacao de células de Sertoli, e alteracao do diametro

tubular (Lanning et al., 2002; Creasy et al., 2012).

d" Degeneracdo de células germinativas e formacéo células gigantes

multinucleadas

A morte de células germinativas ocorre predominantemente por apoptose,
processo regulado pelas células de Sertoli (Lee et al.,, 1999). Os espermatdcitos em
apoptose geralmente apresentam citoplasma eosinofilico e nucleo picndtico, mas as
espermatides redondas mostram marginacdo da cromatina (Lanning et al.,2002), i.e., o
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padrao morfoldgico da apoptose varia dependendo do estagio em que se acha a célula
germinativa. Quando a morte celular progride rapidamente, a célula apoptética é
fagocitada pela célula de Sertoli e qualquer evidéncia de morte celular é rapidamente
removida (Lanning et al., 2002; Creasy et al., 2001). Quando o processo degenerativo é
lento, as células germinativas de um mesmo grupo celular podem formar agregados
multinucleados provavelmente devido a quebra de fibras do citoesqueleto, que
constituem pontes citoplasmaticas (Figura 2A). A fagocitose dos agregados
multinucleares pelas células de Sertoli é lenta e, por isso, as células multinucleadas

podem ser visualizadas com maior frequéncia (Lanning et al., 2002).

d" Esfoliacéo e deplecéo de células germinativas

A esfoliacdo resulta de perda de adesdo entre as células germinativas e as de
Sertoli ou da alteracdo de componentes do citoesqueleto. As células se desprendem do
epitélio para aluz do tubulo seminifero e sdo transportadas para a rete testis e epididimo
(Figura 2B). Essas células podem parecer morfologicamente normais, mas sao
rapidamente removidas do testiculo e, uma vez removidas, a deplecdo celular é o Unico
achado reconhecivel (Lanning et al., 2002).

A deplecao é o disturbio espermatogénico mais frequente e geralmente é
consequéncia da morte de células germinativas ou da remoc¢do dessas células pela
esfoliacdo. Ela pode afetar um numero variado de tibulos e ocorrer de forma
generalizada ou parcial, ou pode apenas afetar um tipo especifico de células
germinativas (ex. espermatogonias) (Lanning et al.,, 2002). A deplecdo pode ser
reversivel se espermatogbnias ainda estiverem presentes e nao houver
comprometimento das fungdes das células de Sertoli (Meistrich et al., 1986; Blanchard

et al., 1998).

11
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d" Vacuolos no epitélio seminifero

A alteragao morfoldgica mais comum que indica dano em células de Sertoli é a
presenca de vacuolos no epigtélio seminifero, que pode ocorrer no interior dessas
células (vacuolos intracelulares) ou entre elas e suas vizinhas germinativas ou mesmo
entre as proéprias células de Sertoli (vacuolos extracelulares) (Figura 2C) (Lanning et al.,
2002). Por microscopia de luz os vacuolos sdo, em alguns casos, Unicos e situados em
diferentes alturas do epitélio seminifero (da base ao Ilimen), e, em outros, apresentam-
se como microvacuolos, afetando a area basal do citoplasma da célula de Sertoli e
provocando desorganizacdo das células germinativas (Creasy, 2001; Lanning et al.,
2002). Por microscopia eletronica, esses vacuolos poderiam ser consequéncia de duas
condicdes: dilatacdes de partes do reticulo endoplasmatico liso (REL) ou dilatagbes de
espacos intercelulares na regido dos complexos juncionais, apdés degeneracdo e
eliminacdo de células germinativas (Kerr et al., 1979; Bergh, 1983; Hild et al., 2001;
Creasy, 2001; Lanning et al., 2002). Na primeira condicdo, as dilatacdes no REL formam
vacuolos no interior da célula de Sertoli, e podem indicar um comprometimento da
sintese de esterdides (Bergh, 1983). Na segunda condicdo, as dilatacGes de espacos
intercelulares formam vacuolos extracelulares, localizados na regido dos complexos
juncionais, sugerindo que a funcdo da barreira hematotesticular pode ter sido
comprometida (Kerr et al., 1979).

A barreira hematotesticular é formada por complexos juncionais entre as células
de Sertoli, localizadas na por¢ao basal do tubulo seminifero. Ela divide o tubulo
seminifero em dois compartimentos: um compartimento basal que contém
espermatogonias e espermatdcitos primarios nos estdgios iniciais, e um compartimento

adluminal, que contém os espermatdcitos mais avancados e as espermatides (Fawcett,
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1975; Russell, 1978; Cheng & Mruk 2012). A barreira hematotesticular é responsdvel
pela manutencdo da citoarquitetura do epitélio seminifero, constituicio de um
microambiente necessdrio para a realizacdo da espermatogénese, além de prevenir o
contato do sistema imune com antigenos de superficie especificos presentes nos
espermatdcitos em profase tardia e nas espermatides (Fawcett, 1975). Portanto,
qualquer comprometimento dos complexos juncionais dessa barreira pode provocar
danos as células germinativas e levar a degeneracgao do epitélio seminifero.

A presenca de vacuolos no epitélio seminifero sugere disfuncées em células de
Sertoli. A taxa de vacuolos, caracterizada pela razio nuimero de tubulos com
vactolos/numero total de tubulos examinados, é um parametro frequentemente
utilizado para demonstrar comprometimento de células de Sertoli (Markelewicz et al.,

2004; Moffit et al., 2007).

d" Alteracéo no diédmetro tubular

Alteracbes no didmetro dos tubulos seminiferos podem ser provocadas por
disturbios na secrecdo do fluido secretado pelas células de Sertoli que, além de manter
o tamanho luminal, é responsavel pelo transporte dos espermatozéides (Griswold &
McLean, 2006; Lanning et al., 2002). O volume de fluido tubular e o tamanho do lumen
sdao mantidos pelas jungdes de adesdo entre as células de Sertoli. A formacao e rearranjo
dessas jungdes durante a espermatogénese é dependente de andrégenos, e, como a
expressao de receptores de andrdogenos nas células de Sertoli é ciclica, o tamanho do
[imen se modifica durante esse processo (Meng et al., 2005; Pelletier et al., 2011).

A reducdo no diametro do tubulo seminifero pode estar relacionada a deplecao
de células germinativas e/ou diminuicdo da producdo de fluido tubular pelas células de

Sertoli (Lanning et al.,, 2002). Essa reducdo pode ocorrer tanto pela diminuicdo do
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numero total de células, como também pela deplegao especifica de espermatides em
alongamento ou alongadas, que perdem grande quantidade de agua durante a sua
maturacdo. Essa agua perdida torna-se um dos constituintes do fluido testicular,
juntamente com aquele produzido pelas células de Sertoli. A diminuicdo do volume do
fluido tubular e a perda de células germinativas, além da reducao do didmetro tubular,
resultam na diminui¢do do peso testicular (Russel et al., 1989; Russel, 1993; Lanning et
al., 2002).

O aumento do didametro tubular pode ser provocado pelo acimulo de fluido
luminal secretado pelas células de Sertoli, pela diminuicdo da taxa de expulsdo de fluido
do tubulo, funcdo desempenhada pelas células midides peritubulares, pela diminui¢do
da reabsorcdo do fluido pelas células epiteliais da rete testis e ductos eferentes, ou
ainda, pela obstrucdo do fluxo de saida (Creasy, 2001; Lanning et al., 2002). O aumento
do volume de fluido tubular é refletido pelo aumento do peso testicular, a menos que

haja perda concomitante significativa de células (Lanning et al., 2002).

d" Retencdo de espermdtides

A liberagdo dos espermatozdides maduros para o lumen é dependente da acdo
de andrégenos, que modificam os sitios de adesdo entre as células de Sertoli e
espermatozdides, levando a perda da ligacdo entre essas células, promovendo assim, a
liberacdo dos espermatozdides para a luz do tubulo (Smith et al., 2014). Quando ocorre
alteracdo nasinalizacdo de andrdgenos, os espermatozoides maduros, que deveriam ser
liberados durante o estagio VIII, ficam retidos, sendo fagocitados pela célula de Sertoli
(Figura 2D) (Holdcraft & Braun, 2004; Lanning et al., 2002). Por isso, a retencdo de
espermatides — com alteracdes de morfologia, motilidade e numero de

espermatozoides, com fertilidade anormal - é frequentemente associada a disturbios
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em células de Sertoli (Creasy, 2001; Lanning et al., 2002).

d" Células de Sertoli imaturas

A avaliagao morfoldgica das células de Sertoli, principalmente de seu ntcleo, tem
sido utilizada para verificar alteragdes em sua matura¢do (Regadera et al., 2000). A
célula de Sertoli imatura, presente nos tubulos seminiferos durante a vida fetal e inicio
da vida pds-natal, é morfologicamente caracterizada por nucleo redondo ou alongado
(Regadera et al., 2000; Picut et al., 2014). A célula de Sertoli madura, terminalmente
diferenciada apds a puberdade, é caracterizada por nucleo redondo a triangular e
nucléolo proeminente (Regadera et al., 2000). Em algumas condi¢cdes, como em
testiculos criptorquidicos, as células de Sertoli podem perder suas caracteristicas
maduras e apresentar morfologia de células imaturas, o que sugere prejuizo de sua

funcdo (Regadera et al., 2000).

Figura 2. Padrdes de dano testicular (Adaptado de Creasy et al., 2012). A. Célula gigante multinucleada
formada por espermatdcitos cujas pontes citoplasmaticas foram quebradas, permitindo a fusdo dos
conteldos celulares (cabega de seta branca). B. Esfoliagdo de células germinativas no limen do tdbulo
seminifero; epitélio germinativo com comprometimento da espermatogénese. C. Vacuolos nos epitélios
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seminiferos (setas pretas). D. Retencdo de espermatides alongadas na regido basal do tubulo seminifero
em estagio Xl (cabeca de seta preta).

Criptorquidia e orquidopexia

A criptorquidismo é uma das anormalidades urogenitais mais comuns em recém-
nascidos do sexo masculino e um dos principais fatores de risco para infertilidade e
cancer testicular (Hutson et al., 2010). A causa da ndo descida testicular é multifatorial,
podendo estar associada a disturbios hormonais (Hutson et al., 1997). Acredita-se que
a exposicao do epitélio seminifero a alta temperatura da cavidade abdominal seja
responsavel pela degeneracdo tubular observada nessa condicdo (Zorgniotti, 1991;
Mieusset et al., 1993).

Em humanos, o criptorquidismo pode ser unilateral, quando apenas um dos
testiculos ndo completa a descida, ou bilateral, quando ambos os testiculos ndo migram
para bolsa escrotal (Foresta et al., 2008). O criptorquidismo unilateral ocorre em dois
tercos dos casos e, embora tenha completado sua descida e loca¢ao naturais, o testiculo
contralateral pode apresentar algumas altera¢cdes morfoldgicas e funcionais (Foresta et
al., 1996). Isso sugere que o criptorquidismo pode ser considerado um sinal de alteracao
congénita prévia e comum a ambos os testiculos, como uma das manifestacdes clinicas
da sindrome de disgenesia testicular (SDT) (Foresta et al., 2008).

A sindrome de disgenesia testicular (SDT) é constituida por altera¢des que
podem ocorrer em conjunto, isoladas, ou combinadas de modo variado:
criptorquidismo, hipospadia, baixa qualidade espermatica (infertilidade) e tumor
testicular (Skakkebaek et al., 2001). Essas alteracdes possuem origem provavelmente
comum na vida fetal, provocadas por disfuncdes de células de Leydig e/ou Sertoli

durante o desenvolvimento gonadal (Skakkebaek et al., 2001; Sharpe & Skakkebaek,
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2008; Jorgensen et al., 2010). Essas disfuncGes podem estar associadas tanto a
alteracbes cromossdmicas (45,X/46,XY) quanto a exposicdio a agentes quimicos
exdgenos; entretanto, o rapido aumento das incidéncias dessas desordens reprodutivas
sugere que fatores ambientais e/ou estilo de vida sdo causas mais provaveis do que as
alteracGes genéticas (Figura 3; Skakkebaek et al., 2001). Pacientes acometidos por
tumores testiculares de células germinativas (TTCG) apresentam no testiculo
contralateral (livre de tumor) tubulos seminiferos indiferenciados, com células de Sertoli
imaturas, microlitiase, carcinoma in situ (CIS) e tubulos somente com células de Sertoli
(SCS), indicando que ha comprometimento de ambos os testiculos naquela condigao,
sendo o TTCG uma das manifestacées desse comprometimento (Skakkebaek et al.,

2003).

Reducdo da qualidade
espermatica

e

Disturbio em células — s Prejuizo na diferenciagdo

Fatores ambientais
Ex.: desreguladores enddcrinos

de Sertoli de células germinativas
A A Cancer testicular
Sindrome da Disgenesia .
Testicular
\\ Hipospadia
/
Diminuicdo da fungio —> Insuficiéncia de
de células de Leydig androgenos
AlteragBes genéticas Criptorquidia

Ex.: 45,X/46,XY

Figura 3. Representacdo esquematica das relagdes entre componentes e manifestagdes clinicas da
Sindrome de Disgenesia Testicular (SDT). Adaptado de Skakkebaek et al., 2001.

A ocorréncia de criptorquidismo esta relacionada com aumento de 3,7 a 7,5
vezes do risco de tumores testiculares de células germinativas (TTCG) (Thorup et al.,

2010). A incidéncia dos canceres testiculares tem aumentado nos ultimos 30 anos,
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atingindo homens entre 15 a 34 anos nos paises industrializados, sendo a segunda
principal neoplasia responsavel pelo 6bito de homens jovens (Sharpe & Skakkebaek,
2003; Walsh et al., 2007; Ye et al.,, 2012). Os principais aspectos da criptorquidia
associados ao aumento da incidéncia de TTCG sdo a dura¢do do periodo em que o
testiculo permanece criptorquidico (quanto maior o tempo de criptorquidia, maior a
incidéncia de TTCG), sua localizagdo abdominal ao invés de inguinal ao longo do trajeto
em dire¢do a bolsa escrotal, e a intensidade das alteragdes da gébnada, como inibicdo da
diferenciacdo da espermatogonia resultando na parada da espermatogénese, tamanho
tubular reduzido, deplecao de células germinativas e fibrose (Ferguson & Agoulnik,
2013).

Testiculos criptorquidicos de meninos com 9 meses de vida apresentam maior
numero de células de Sertoli e de células germinativas do que os de meninos com 3 anos
de idade. Em ambos os casos, a correlacdo entre volume testicular e nimero de células
de Sertoli foi positiva, ou seja, quando havia reducdo do numero destas células o volume
testicular também se encontrava reduzido (Kollin et al., 2012). Portanto, ha relacdo
entre o tempo de criptorquidia e o funcionamento testicular. Por outro lado, as células
de Sertoli de homens pds-puberes com criptorquidia unilateral ndo apresentam
imunoexpressdo do receptor de andréogeno (AR), indicador de maturidade daquelas
células, o que foi correlacionado com hipoplasia dos tubulos seminiferos e auséncia de
diferenciacao de células germinativas no testiculo criptorquidico (Regadera et al., 2000).

A correcdo cirurgica da criptorquidia (orquidopexia) pode diminuir a infertilidade
e o risco de cancer testicular. O momento em que esta cirurgia é realizada pode
influenciar essas alteracdes: o cancer testicular é de 2 a 3,5 vezes mais provavel de

ocorrer em garotos que se submeteram a orquidopexia apds a puberdade do que
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naqueles que realizaram a cirurgia no periodo pré-pubere (Petterson et al. 2007; Walsh

et al., 2007).

Criptorquidia e orquidopexia experimental

Modelos de criptorquidia experimental tém sido utilizados para melhor
entendimento da etiologia, patofisiologia e potencial tratamento dessa condigdo
humana (Bergh & Soder, 2007). Existem dois métodos experimentais para interromper
a descida testicular pela intervencdo cirurgica: criptorquidismo primdrio e secundario.
O criptorquidismo experimental primario baseia-se em interven¢do no gubernaculo ou
no escroto em desenvolvimento, impedindo a locagao final da génada (Quinn et al.,
1991; Bergh & Solder, 2007). O criptorquidismo experimental secunddrio, mais comum,
compreende o realojamento cirdrgico dos testiculos, que ja se acham no saco escrotal,
na parede abdominal. Ambos os procedimentos podem ser uni ou bilaterais (Bergh &
Solder, 2007).

Em roedores, o criptorquidismo experimental provoca modificacdes do fluxo
sanguineo e da permeabilidade vascular do testiculo, com degeneracdo de células
germinativas e consequente diminuicdo do peso testicular (Jégou et al., 1983; Bergh &
Soder, 2007). As primeiras células germinativas afetadas e as mais sensiveis a elevada
temperatura abdominal sdo as espermatides alongadas, os espermatdcitos em divisao
e as espermatides recém-formadas (Liu et al., 2012). Em seguida, as outras células
germinativas sdo afetadas e acabam sendo eliminadas por apoptose, levando a falhas
da espermatogénese e diminuicdo da capacidade reprodutiva (Bergh & Soder, 2007; Liu
et al., 2012). A apoptose das células germinativas é causada pelo estresse oxidativo

observado no testiculo criptorquidico (Turner & Lysiak, 2008). O aumento da
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temperatura testicular leva, indiretamente, ao aumento de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e diminuicdo da expressdo de enzimas antioxidantes, levando ao
comprometimento das células germinativas e ocasionando sua morte por apoptose,
com consequente degeneracao testicular (Ahotupa & Huhtanimei, 1992; Li et al., 2006).

Além da degeneracdo das células germinativas, o criptorquidismo experimental
uni- ou bilateral leva a disfungao de células de Sertoli, com acumulo de lipidios no
citoplasma, mudancas na morfologia do seu reticulo endoplasmatico liso, alteragdes na
orientacdo e na forma do nucleo, além da formacao de grande quantidade de vacuolos
(Kerr et al., 1979). Ocorrem ainda diminui¢do da produc¢ao da ABP e do fluido produzido
pelas células de Sertoli, ambos elementos importantes para a adequada fun¢do dessa
célula (Hagenas & Ritzen, 1975; Kerr et al., 1979).

Ratos Sprague-Dawley adultos submetidos a criptorquidia apresentaram
vacuolos no epitélio seminifero, caracterizados por dilatacdes em espacos intercelulares
entre superficies opostas de células de Sertoli adjacentes (Kerr et al., 1979). Aspecto
semelhante foi registrado apds exposicao do escroto de ratos Wistar adultos em banho
maria a 43°C por 30 minutos por dia, durante 6 dias, e eutanasiados apds 1, 14 e 35 dias
(Kanter et al., 2011). Essas dilatacGes sugerem que temperaturas elevadas modificam as
juncdes entre as células de Sertoli, podendo alterar a permeabilidade da barreira
hematotesticular (Hagenas et al., 1977; Kerr et al., 1979).

Em outro estudo com ratos Sprague-Dawley, em que cirurgia de criptorquidia
unilateral foi realizada em animais recém-nascidos e as eutandsias foram executadas em
16, 20 e 24 DPN, foram observados dois tipos de vacuolos por ultraestrutura: dilatacdes
intracelulares de partes do REL e dilatacdes extracelulares entre as células de Sertoli

(Bergh, 1983). O primeiro tipo de vacuolo provocado por dilatacées no REL dentro da
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célula de Sertoli pode ser relacionado com alteracées na producdo de esteroides e, o
segundo tipo de vacuolo, caracterizado por dilatagdes dos espacos intercelulares, ndo
foram associadas com o comprometimento da barreira hematotesticular, pois a fixacao
com lantanio realizada nesse estudo, mostrou que esse composto se concentrou apenas
nas partes periféricas dos tubulos nos animais eutanasiados em 16 e 20 DPN, o que
diferiu dos estudos anteriores, que sugeriram prejuizo da fung¢do da barreira
hematotesticular (Bergh, 1983). Apesar das diferencas, esses estudos demonstram que
a presenca de vacuolos no epitélio germinativo estd intimamente relacionada com a
funcdo da célula de Sertoli, podendo, portanto, ser utilizada para avaliagdo de sua
funcao.

Alteracdes do citoesqueleto da célula de Sertoli também foram observados no
criptorquidismo unilateral em roedores (Maekawa et al., 1995; Wang et al., 2002) e
macacos (Zhang et al.,, 2004). De maneira geral, filamentos de actina e filamentos
intermediarios como vimentina e citoqueratina 18 mostraram-se alterados apods a
criptorquidia experimental (Maekawa et al., 1995; Wang et al., 2002; Zhang et al., 2004).
Os filamentos de actina e vimentina sdo constituintes das células de Sertoli em qualquer
fase de seu desenvolvimento. Apds criptorquidia experimental, ambos os filamentos
apresentaram um padrdao anormal, ndo observado nas células de Sertoli saudaveis: os
filamentos de actina se tornaram mais delgados e desorganizados e os filamentos de
vimentina mostraram-se fragmentados ao redor do nucleo da célula de Sertoli
(Maekawa et al., 1995; Wang et al., 2002).

A citoqueratina 18, presente apenas durante a fase fetal e pds-natal do
desenvolvimento das células de Sertoli, participa da integridade do epitélio seminifero

e da dinamica das jungdes entre células de Sertoli e células germinativas (Stosiek et al.,
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1990; Vogl et al., 2008). A imunomarcacao de citoqueratina 18 tornou-se mais intensa
com o aumento do tempo apds cirurgia de criptorquidia realizada em macacos Rhesus
adultos, eutanasiados apds 5, 10, 15 e 30 dias apds a intervencao cirurgica, o que sugere
que elas sofreram um processo de desdiferenciacdo, com provavel perda de sua funcao
e consequente interrupcdo da espermatogénese (Zhang et al., 2004).

Nas ultimas décadas, tém sido discutido se a cirurgia de orquidopexia deve ser
realizada antes ou depois da puberdade. Alguns acreditam que a orquidopexia deve ser
realizada antes dos 2 anos de idade, mas outros sugerem que o momento em que esta
cirurgia ocorre ndo afeta a fertilidade, uma vez que o efeito nocivo do criptorquidismo
ja foi instalado in utero (Hadziselimovvic et al., 1975; Lipshultz, 1976; Quinn et al., 1991;
Mizuno et al, 2008). Em conseqiiéncia, estudos recentes tém analisado os efeitos da
orquidopexia antes e depois da puberdade sobre a fertilidade e risco de cancer testicular
em humanos (Engeler et al., 2000; Lee, 2005; Petterson et al., 2007; Walsh et al., 2007).
Esses estudos tém demonstrado que a orquidopexia antes da puberdade pode diminuir
o risco de cancer testicular e infertilidade (Engeler et al, 2000; Lee, 2005; Petterson et
al., 2007; Walsh et al., 2007). No entanto, outros estudos ndo encontrarem relacao entre
o momento da orquidopexia e risco de cancer testicular (Lipshultz, 1976; Pike et al.,
1986).

Em ratos, ndo foi observada relagdo entre o momento da orquidopexia e risco
de cancer testicular, uma vez que os roedores com criptorquidismo ndo desenvolvem
esse tipo de cancer (Hutson et al.,, 2013). No entanto, considerando parametros
morfoldgicos e morfométricos analizados em estudos de criptorquidismo experimental
em ratos, a melhor recuperacao do testiculo foi observada quando a cirurgia de

orquidopexia foi realizada antes da puberdade do animal, apesar dessa relacdao ndo ter
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sido confirmada em todos os estudos (Jégou et al. 1984; Quinn et ai, 1991; Patkowski et
al, 1992). Além disso, a orquidopexia mostrou-se importante para evitar a progressao

das lesGes e ou instalacdo de lesdes futuras.
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Objetivos

OBJETIVOS

Gerais

O presente estudo visa explorar experimentalmente as relagbes entre
criptorquidia, sua correcao cirurgica em diferentes momentos de maturacao testicular
pos-natal (periodos pré e pds-pubere) e as caracteristicas morfofuncionais das células
germinativas e das células de Sertoli. Ao final, é esperado que este modelo experimental
contribua para enriquecer a discussao existente sobre o melhor momento da realizacdo

da cirurgia de orquidopexia.

Especificos

1. Documentar pardmetros que indicam dano testicular, de forma indireta através
do peso de érgdos (testiculos, préstata ventral, vesicula seminal, e epididimos).

2. Verificar altera¢des morfoldgicas no epitélio germinativo de animais submetidos
a criptorquidia e orquidopexia.

3. Avaliar parametros associados indiretamente a funcdo das células de Sertoli,
como o diametro tubular, incidéncia de vacuolos no epitélio seminifero, média
do numero de células de Sertoli por tubulo e imunoistoquimica para

citoqueratina 18.
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ABSTRACT

Cryptorchidism, or undescended testis, is one of the most common urogenital
abnormalities in newborn boys and one of the main risk factors for infertility and
testicular cancer. It has been proposed that cryptorchidism, low sperm quality,
hypospadia and testicular germ cell tumor (TGCT) comprise the testicular dysgenesis
syndrome (TDS) and that they have a common origin during the fetal life. Cryptorchidism
induces seminiferous epithelium degeneration with germ cell depletion, Leydig and
Sertoli cell disorders and decreased tubule diameter. The surgical correction of
cryptorchidism (orchidopexy) has been applied in order to decrease the risk for infertility
and testicular cancer. However, the best moment to perform this surgery in order to
obtain successful results has been a concern. Moreover, there is no experimental model
available in the literature that explores comprehensively testicular morphological
alterations associated to cryptorchidism and orchidopexy. In this study, cryptorchidism
was induced in 3-week old Sprague-Dawley rats; orchidopexy was performed at three
different moments (3, 5 and 9 weeks after cryptorchidism surgery), and the animals of
each group were sacrificed after 3 and 8 weeks of recovery. Histological analyses, and
quantitative estimates such as seminiferous tubule diameter (STD), incidence of
vacuoles in the tubules, and number of Sertoli cells per tubule, and
immunohistochemistry for cytokeratin 18 were performed to evaluate testicular
alterations after cryptorchidism and orchidopexy surgeries. Cryptorchidism induced
germ cell degeneration and exfoliation, increased incidence of intraepithelial vacuoles
and decreased MSTD and testes weights. In the 3-week recovery group, many of the
alterations seen in cryptorchidism were still present, the severity of these alterations
being proportional to the period the testes remained in abdominal cavity until
orchidopexy. After the 8-week recovery period, orchidopexy reversed almost all of the
alterations irrespective the surgical moment it was performed. In conclusion, the
intensity of the damages in the testis was greater in those animals that remained
cryptorchid for a longer time, with no alterations in the number of Sertoli cells but with
a probable disruption of its function. The adopted model can be useful to study testicular
alterations induced by cryptorchidism and the potential recovery of rat testis after

orchidopexy.
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INTRODUCTION

Failure of testicular descent or cryptorchidism is a common anomaly of newborn
boys (Hutson et al., 2010). The incidence of this congenital alteration has increased in
several countries in the last years and has been associated with risk factors like genetic
abnormalities, exposure to environmental contaminants and or parental life-style
(Toppari et al., 2010; Hutson et al., 2010; Ferguson & Agoulnik, 2013). It has been
proposed that cryptorchidism, low sperm counts, hypospadia and testicular germ cell
tumor (TGCT) have a common origin during the fetal life and comprise, individually or
jointly, the testicular dysgenesis syndrome (TDS) (Skakkebaek et al., 2001; Sharpe &
Skakkebaek, 2008).

In humans, cryptorchidism is the main risk factor for infertility and testicular
cancer (Hutson et al., 2010). The most frequent morphological alteration in the
cryptorchid testis is tubular degeneration with germ cell depletion and decrease of
seminiferous tubule diameter (Zorgniotti, 1991; Mieusset et al., 1993; AbouZeid et al.,
2011). In experimental animals, cryptorchidism induces death or disruption of most
testicular cell types (Bergh & Solder, 2007). The main alterations observed are
degeneration of germ cells, dysfunction of Leydig and Sertoli cell, decrease in
seminiferous tubule diameter (STD) and reduction of testicular weight (Jégou et al.,
1983; Mizuno et al., 2008; Liu et al., 2012).

Sertoli cells are somatic cells present in the seminiferous epithelium with two
roles in distinct periods of mammals life. In the fetal and early postnatal life periods, it
produces the anti-Mullerian hormone (AMH), that inhibits the development of the
female reproductive tract, and the transcription factors that initiates the formation of

the male reproductive tract like the migration of primordial germ cells to the primitive
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seminiferous cords and the differentiation of peritubular and Leydig cells (Josso, 1990;
Koopman et al.,, 1991; Capel, 2000; Mackay, 2000; Cupp and Skinner, 2005). In the
postpubertal life, Sertoli cells provides the environment and support to germ cells during
the spermatogenesis process (Sharpe, 1994; Mackay, 2000). Besides playing an
important role in the development of the testis and in the early postnatal period, the
Sertoli cells are immature at these periods. In this phase, they are able to proliferate but
are not to differentiate terminally. During puberty Sertoli cells become mature, lose the
proliferative ability, and start to support germ cells in spermatogenesis (Fischer et al.,
2003). Each Sertoli cell can support a fixed number of germ cells what allows to associate
the number of Sertoli cells with the daily sperm production in the adult testis (Orth et
al., 1988). The cytoskeleton of the Sertoli cell is very active and highly organized, playing
a role in the spermatogenesis process. Their components are constituents of junctions
between Sertoli and germ cells and Sertoli-Sertoli cells (Vogl et al., 2008). One of these
components is the intermediate filament cytokeratin 18 (CK18) that is expressed during
fetal and postnatal life and is absent after puberty, when Sertoli cells are mature. The
immunoexpression of this antigen marker have been used to identify immature Sertoli
cells (Stosiek et al., 1990; Aumuller et al., 1992).

Several studies have explored Sertoli cells alterations in cryptorchid testes. In
humans, decreased number of Sertoli cells was observed in boys that remained
cryptorchid until 3 years of age compared with those with 9 months of age, furthermore,
adult men with cryptorchid testes showed positive staining for AMH and sialo
glycoprotein M2A, other markers that identify immature Sertoli cells, suggesting that
these cells not completed the differentiation process in cryptorchid testes (Kollin et al.,

2012; Nistal et al., 2013). In experimental animals, increased incidence of vacuoles in the
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seminiferous epithelium, a morphological indication of Sertoli cell disorder, has been
detect in cryptorchid testis of rats (Kerr et al., 1979; Bergh et al., 1983; Lanning et al.,
2002). These vacuoles may be associated with disturbance in the fluid balance of Sertoli
cells, and/or, may represent dilatations of the smooth endoplasmic reticulum (SER) or
the visualization of the space previously occupied by germ cells, after significant
degeneration and elimination of these cells (Kerr et al., 1979; Kerr et al., 1993; Hild et
al., 2001). Furthermore, the positive immunostainning for CK18, a biomarker of
immature Sertoli cells, in testis of Rhesus monkeys submitted to the cryptorchidism,
suggest a dedifferentiation process of these cells due to the ectopic position of the testis
(Zhang et al., 2004).

The ideal moment to perform the surgical correction of cryptorchidism
(orchidopexy) is a concern for the last decades and there is no consensus about it. Some
experts suggest that the moment of the surgery is not relevant because the impact of
undescended testis on the male fertility was already installed during the fetal life, but
most of them advice that orchidopexy should be done before puberty (Hadziselimovic
et al., 1975; Lipshultz, 1976; Quinn et al., 1991; Mizuno et al., 2008). Another point in
favor to perform orchidopexy before puberty is that it decreases in 2 to 3.5 times the
risk for testicular cancer (Petterson et al.,, 2007; Walsh et al., 2007). As observed in
humans, several experimental studies have been showed that when orchidopexy is
performed before puberty, testicular alterations are totally or partially reversed
compared to orchidopexy realized after puberty, when some injuries are still observed
(Jégou et al., 1984; Quinn et al; 1991; Mizuno et al., 2008). However, not all experimental

studies related early orchidopexy, realized before puberty, with better reversion of
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testicular alterations, suggesting that the moment of orchidopexy was not relevant for
the testes recovery (Patkowski et al., 1992).

Rodent experimental models of cryptorchidism have been used to study this
disorder and its resulting infertility (Bergh & Soder, 2007), also evaluating the potential
reversibility of orchidopexy (Jégou et al., 1984; Quinn et al; 1991; Mizuno et al., 2008).
However, the discussion about the best moment to perform orchidopexy still concern
researchers. The present study used a rat cryptorchidism and orchidopexy protocol to
characterize the testicular alterations after three different moments of orchidopexy (3,
5 and 9 weeks after cryptorchidism surgery) and two intervals of recovery (3 and 8 weeks
after the orchidopexies) with the eventual purpose of better understanding the
pathogenesis of testicular alterations induced by cryptorchidism and the potential

recovery of rat testis after orchidopexy.

MATERIALS AND METHODS
Animals

This study was approved by the Committee for Ethics in Animal Experimentation
of the UNESP Medical School, SP, Brazil, protocol No. 926/2012. Sprague Dawley rats
were obtained from the Multidisciplinary Center of Biological Investigations (CEMIB
UNICAMP, Campinas, Sdo Paulo, Brazil) and kept under a 12-h light/dark cycle and
controlled temperature (22 + 2°C). Standard pellet food (Presence; Evialis, Paulinia, SP,
Brazil) and water were provided ad libitum. After 3-week acclimatization period, adult
female rats were mated overnight at the proportion of two females to each male.
Vaginal smears were collected daily and the sperm detection was considered as day 0 of
gestation.
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Experimental design

Three groups of randomly 21-days old animals —immediately after weanling —
were surgically submitted to abdominal cryptorchidism, as described below. Animals
from one group were euthanized three, six or eleven weeks after cryptorchidism
induction: groups CPT+3, CTP+6 and CPT+11, respectively. Another groups were also
submitted to orchidopexy after three (ORC3), five (ORC5) or nine (ORC9) weeks after
cryptorchidism induction. Animals from these groups were euthanized either after three
(groups ORC3+3 ORC5+3 and ORC9+3) or eight (groups ORC3+8, ORC5+8 and ORC9+8)
weeks after orchidopexy. Sham animals were operated at the same moments as the
cryptorchidism or orchidopexy surgical procedures (Figure 1). For each surgical and

sham groups at least 10 and 5 animals were used, respectively.

Surgical procedures

On the 3rd week of life, rats were anesthetized with ketamine (30 mg/kg i.p.)
and xylazine (4 mg/kg i.p.). Abdominal anesthetic and analgesic effects were achieved
with lidocaine injections (7 mg/kg s.c.) and ketoprofen (10 mg/kg s.c.), respectively. The
abdominal cavity was aseptically opened by small midline incision and both testes were
translocated from the scrotum into the abdominal cavity through the inguinal rings.
During this step care was taken to avoid twisting of the spermatic cord, which could lead
to testicular damage. The testes were fixed to the dorsolateral abdominal wall with two
stitches passing through the tunica albuginea in the cranial and caudal regions of the
testes using a 5-0 blunt needle and non-absorbable suture material (NL50CR13 Nylon,
Bioline, BR). The muscle and skin layers were then closed and the animals were kept at
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30°C for 30 minutes to minimize the deleterious effects of hypothermia induced by
anesthesia.

For the orchidopexy, the anesthetic, analgesic and asepsis procedures were the
same as for the cryptorchidism surgery. At each of the three scheduled moments a
midline abdominal incision was made and the sutures which held both testes in the
dorsolateral abdominal wall were carefully removed. The scrotum wall was clamped and
reversed to facilitate the manipulation; the testes were sutured through the tunica
albuginea to the inner wall of the scrotum by a 5-0 blunt needle (NL50CR13 Nylon,
Bioline, BR). Finally, the testes were gently guided into the scrotum. The muscular and
skin layers were closed, cleaned and the animals left to recover under the same
conditions described above. All animals received antibiotic treatment (enrofloxacin 5
mg/kg sc) during the three days following surgery.

Control animals were submitted to sham surgeries under the same anesthesia,
analgesia and aseptic conditions as described above. They had only the skin and muscle

layers of the abdomen opened and then sutured.

Necropsy and sample collection

The animals were anesthetized between 8:00 and 10:00 a.m. with ketamine (30
mg/kg ip) and xylazine (4 mg/kg ip) and euthanized by exsanguination via heart
puncture. Immediately after the euthanasia, the testes and epididymis were removed,
weighed, and placed in modified Davidson’s fixative for 24h (Latendresse et al. 2002;
Kittel et al. 2004) and embedded in paraffin. The seminal vesicles and ventral prostate

were collected, weighed, fixed in 10% formalin and embedded in paraffin.
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Histological evaluation

The paraffin blocks containing the testes were cut in histological sections of 5 um
thickness and stained by hematoxylin and eosin (H&E). The histological analyses were
systematically performed following the criteria of the Society of Toxicologic Pathology
(Lanning et al., 2002; Creasy et al., 2012). Fifty seminiferous tubules were randomly
counted from each testis for measuring seminiferous tubule diameter and incidence of
vacuoles. The seminiferous tubule diameter (STD) was calculated from round, randomly
selected seminiferous tubules per tissue section and measured with the use Panoramic
Viewer software (3DHISTECH Ltd). Two diametrically opposed measures of the outer
face of the basement membrane to the other side were obtained for each tubule and
the mean value was used to calculate the mean of seminiferous tubule diameter (MSTD)
(Tenorio et al., 2010). The incidence of vacuoles was defined as the presence of one or
more vacuoles with > 16 um in the greatest diameter located within the seminiferous
ephitelium (Markelewicz et al., 2004). One hundred round seminiferous tubules were
randomly selected from each testis to determine Sertoli cell number. Sertoli cell nuclei
were identified and counted based on their morphological characteristics; the number

of nuclei was assumed to equate to the number of Sertoli cells (Kollin et al., 2012).

Immunohistochemistry

The testes were kept immersed in modified Davidson’s fixative, latter embedded
in paraffin and sectioned at 5 um thickness. For detection of the cytokeratin 18 antibody
(CK18), a heat-induced antigen retrieval was performed with Trilogy (Cell Marque, USA)
with 30 seconds of pre-heat at 80°C then more 30 seconds at 125°C. The sections were

treated for endogenous peroxidase with Peroxidazed 1 (Biocare Medical, USA) for 10
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minutes, followed by incubation with Background Sniper (Biocare Medical,USA) for 15
minutes. Subsequently, they were incubated overnight with monoclonal CK18 antibody
using a 1:400 dilution (ABCAM, AB668). After that, the sections were treated with
MACH4 Universal HRP Polymer (Biocare Medical, USA) according to manufacturer's
instructions. Finally, antibody revelation with DAB and counterstaining with hematoxylin
was applied in the sections. Between the incubations periods the slides were washed

with TBST buffer.

Statistical analysis

The estimated parameters obtained from the cryptorchidism/orchidopexy
groups were compared to their respective control groups. Tests of normality and
variance were followed by the Student's t test (when parametric) or Mann-Whitney
(when non-parametric). When necessary, ANOVA test was performed among the
cryptorchidism subgroups: 3-week recovery and 8-week recovery groups. A p value <

0.05 was considered statistically significant.

RESULTS
Testes weight

All groups submitted to surgeries (cryptorchidism or orchidopexy) had a
significant decrease of testes weights compared to control groups (Figure 2). The 8-week
recovery groups (ORC3+8, ORC5+8 and ORC9+8) recovered absolute testes weights,

although these recoveries did not attain the control group levels.
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Prostate, seminal vesicle and epididymis weight

Groups CPT+11, ORC5+3, ORC9+3 and ORC9+8 had significant decrease of
prostate weights; decrease of the seminal vesicle weight was observed only in CPT+6
group. All groups had a significant decrease of epididymis weights when compared to

control groups (Table 1).

Testicular histopathology

Rats euthanazied 3 weeks after the sham surgery for cryptorchidism showed the
seminiferous epithelium with cell populations consistent with the age of the animals
(PND 42, peri-pubertal period) and normal spermatogenesis process. Only rare
seminiferous tubules showed vacuoles (usually just one vacuole by tubule) and/or
apoptotic germ cells. On the contrary, rats subjected only to cryptorchidism (CPT group)
presented severe impairment of spermatogenesis. The CPT+3 group, euthanized 3
weeks after cryptorchidism surgery displayed several changes in the seminiferous
tubules: apoptosis and or exfoliation of germ cells, intraepithelial vacuoles and giant
multinucleated cells. The unique cell populations present in the seminiferous epithelium
of the cryptorchid testes were Sertoli cells, spermatogonia and primary spermatocytes;
some tubules displayed a Sertoli cell-only (SCO) pattern, where Sertoli cells seemed
immature, with round to elongated nuclei (Figure 3A and 3B).

Groups euthanized 6 and 11 weeks after cryptorchidism, CPT+6 and CPT+11,
respectively, showed the same seminiferous tubules changes observed in CPT+3 group,
described above (Figure 3C). In the CPT+11 group, besides the changes already
described, there were also atrophic seminiferous tubules with spermatogonia and

Sertoli cells or exclusively with Sertoli cells only (SCO) (Figure 3D).
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Animals from groups ORC3+3, ORC5+3 and ORC9+3 presented several tubular
alterations, but these were less frequent than in cryptorchid-only animals. The
morphological changes were intraepithelial vacuoles, germ cells apoptosis, depletion
and exfoliation, and the presence of giant cells (Figure 4A and 4B). Also present were
SCO-pattern tubules with immature-like Sertoli cells and atrophic tubules. One ORC3+3
animal presented intratubular calcification. In these groups, the seminiferous
epithelium consisted mostly by Sertoli cells, spermatogonia, primary and secondary
spermatocytes and round spermatids. Control animals of these groups showed
complete spermatogenesis, with sperm, with rare tubules with vacuoles or exfoliated
germ cells.

Animals euthanized eight weeks after orchidopexy (ORC3+8, ORC5+8, ORC9+8)
had most of the tubules with complete spermatogenesis. The morphological changes,
although less frequent, were similar to those observed in groups euthanized three
weeks after orchidopexy. These changes included multinucleated giant cells in tubules
with germ cells depletion and less frequent SCO-pattern tubules (Figure 4C). Of interest,
most of rats submitted to orchidopexy after puberty (9 weeks after cryptorchidism
surgery) and euthanized eight weeks after surgery (ORC9+8) had atrophic tubules, a
condition not seen in other groups that had the testes relocated to the scrotum (Figure
4D). The seminiferous tubules of control animals contained all stages of

spermatogenesis, with presence of sperm.

Seminiferous tubule diameter, incidence of vacuoles and number of Sertoli cells

All groups submitted to cryptorchidism (CPT+3, CPT+6 and CPT+11), 3-week

recovery groups (ORC3+3, ORC5+3 and ORC9+3) and the ORC9+3 group had a significant
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decrease in the mean seminiferous tubule diameter compared to the control groups.
The ORC3+8 and ORC9+8 groups had the MSTD similar to control group (Figure 5).
Significant increases in the incidences of vacuoles were observed in groups
CPT+6, CPT+11, ORC3+3, ORC5+3 and ORC9+3 (Figure 6).
Significant, but slight increase in the mean of number of Sertoli cells per tubule

was observed just in the ORC3+3 group (Figure 7).

Immunohistochemistry for cytokeratin 18

Sertoli cells of prepubertal testis, a positive control, stained positively for CK18
(Figure 8). However, none of the operated groups (cryptorchidism and or orchidopexy)
showed positive immunostaining for cytokeratin 18 antibody (CK18) within the

seminiferous tubules.

DISCUSSION

In the last decades, the best period to perform orchidopexy has been debated
regarding the reestablishment of fertility and the reduction of the risk for testicular
cancer (Lee, 2005; Petterson et al., 2007; Walsh et al., 2007). However, there is not a
comprehensive study available that systematically characterized the testicular changes
induced by experimental cryptorchidism and its reversion. The purpose of the present
study was to document the damage induced by cryptorchidism in the seminiferous
tubules cell populations, to evaluate the potential of these alterations for reversibility
and to suggest the best moment for orchidopexy.

The cryptorchidism model applied in the present study was able to induce a
similar pattern of testicular damage already recorded in other studies, attesting the
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success of the surgical model used (Jégou et al, 1983; Salman et al, 1988; Dutta et al,
2013). Apoptosis and germ cells exfoliation, presence of vacuoles in seminiferous
epithelium and SCO tubules were observed in the testis of CPT animals. The quantitative
evaluation of vacuoles showed no significant difference from CPT+3 group, probably due
to the short time between the cryptorchidism and the euthanasia. However, significant
increase of the incidence of this parameter was observed in the groups submitted to
CPT (CPT+6 and CPT+11), indicating that a progressive damage in Sertoli cells occur in
these animals. However, these alterations were not followed by changes in Sertoli cells
number and in the immunoexpression of CK18 in the testes from both groups,
suggesting that the damage induced by cryptorchidism neither causes Sertoli cells death
nor modifies their maturity state.

The CK18 antigen was not immunohistochemically expressed in any of the
groups, including in the CPT groups. Similar observation was done in SCO tubules in
human’s cryptorchid testis biopsies, that showed weak or absent CK18
immunoexpression (Rogatsch et al., 1996; Nistal et al., 2013). On the other hand, Rhesus
monkey’s criptorchid testis had positive expression for that biomarker, suggesting that
these cells could be going through a dedifferentiation process (Zhang et al., 2004).
Further than CK18, others immaturity markers as anti-Mullerian hormone (AMH) and
sialo-glycoprotein (M2A antigen) have been used to verify the maturity of Sertoli cells
(Hutchison et al., 2008; Nistal et al., 2013). Those humans cryptorchid testis that were
negative for CK18 showed positive expression for AMH and M2A antigen (Nistal et al.,
2013). This suggests that Sertoli cells could be under a dedifferentiation process
modulated by the environment and depending on the injuries suffered can change its

maturity characteristics. The use of more than one biomarker of immature Sertoli cells
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could be more informative to confirm the profile of the Sertoli cells maturity.

The germ cell depletion observed in all testis from CPT groups (CPT+3, +6 and
+11) was followed by decreased values of the mean seminiferous tubule diameter
(MSTD) and of the testes and epididymides weights. It is suggested that the germ cell
loss was the cause of the other testicular and epidydimides disruptions, although they
can also be due to the reduction in fluid production by Sertoli cells (Jégou et al., 1983).
In opposite to what was observed in the cryptorchid testis, the animals from control
group showed a continuous increase in the testicular growth: the MSTD and testes
weights reached their maximum development in CPT+6 and got a plateau in CPT+11
group. These results suggest that germ cells depletion and eventual alterations on fluid
production caused by cryptorchidism decreased the testes weights and, consequently,
inhibited their normal development.

The 3-week recovery groups (ORC3+3, ORC5+3 and ORC 9+3) still showed many
of the alterations observed in CPT groups such as apoptosis, exfoliation and depletion
of germ cells, presence of vacuoles and SCO tubules. The MSTD and testes weights in
these groups were also similar to those of the CPT groups, but the incidences of vacuoles
were increased in all 3-week recovery groups. This increase was time-dependent —it was
more prominent in the group with the longest period between cryptorchidism and its
reversion (ORC9+3) and decreased proportionally in the others two groups (OCR3+3,
ORC5+3). These results suggest that sooner the orchidopexy was performed, lower the
presence of vacuoles on seminiferous epithelium, and possibly, less Sertoli cells damage.

The mean of number of Sertoli cells per tubule in all 3-week recovery groups
(ORC3+3, ORC5+3 and ORC9+3) were not different from control animals, even with the

increased incidence of vacuoles, except for ORC3+3 group, that showed a significant
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slight increase. However, no differences were observed among the three 3-weeks
recovery groups by ANOVA. This possibly means that the slight increase of Sertoli cell
number in the ORC3+3 group, besides being significantly different from its control
group, could be just due to a biological difference among the animals and does not
reflect a response to cryptorchidism.

Orchidopexy reversed the damage induced by cryptorchidism after 8 weeks of
recovery. The animals from these groups showed resumption of spermatogenesis,
decrease in the incidence of vacuoles, recovery of the MSTD, increase of the testicular
and epididymides weights, although some differences from the control groups
remained. The only significant difference to control group found was the MSTD in the
group ORC5+8. The ANOVA test was also applied and showed no difference among the
others 8-week recovery groups (ORC3+8, ORC9+8), indicating that all the animals from
these groups had similar reestablishment of the seminiferous tubule diameter. The
reversibility of testicular damage as demonstrated by our orchidopexy model was also
observed in other studies, proving the success of the surgical model for orchidopexy
used (Jégou et al., 1984; Quinn et al., 1991; Mizuno et al., 2008).

Several studies indicated that orchidopexy performed before puberty can
decrease the risk for testicular cancer and infertility (Engeler et al., 2000; Lee, 2005;
Petterson et al., 2007; Walsh et al., 2007). However, some studies did not associate the
age at orchidopexy to decreased risk for testicular tumors (Pike et al., 1986; Swerdlow
et al., 1997; Herrinton et al., 2003). In rats, no relationship was observed between the
age at orchidopexy and risk for testicular cancer once this testicular malignancy has not
been recorded in rodents (Hutson et al., 2013). In the present study, some evidences

like the incidence of vacuoles in 3-week recovery groups, that showed that more time
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the testis remained in the abdominal cavity, more was the incidence of vacuoles, suggest
that the ideal moment to perform the cryptorchidism reversion is before the puberty.
In summary, this study documents the damage induced by cryptorchidism, and
shows the reversibility after orchidopexy. These findings suggest that cryptorchidism
damages germ and Sertoli cells, what explain the infertility observed in this condition.
Furthermore, it was also possible to observe that the most intense testicular damage
was documented in the testis of the animals that remained more time cryptorchid. This
suggests that, the longer the testis remain ectopic, longer will be its recuperation,

probably due to the great loss and damage of the critical germ and Sertoli cells.
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Figuras e tabelas
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Figure 1. Experimental design. CPT: Cryptorchidism with 3 weeks old. ORC3, ORC5 and ORC9: Orchidopexy
3, 5 and 9 weeks after cryptorchidism, respectively
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Figure 2. Absolute testis weight (g). All groups showed reduction in testis weight. Significance test was T
test, *p < 0.05. Values are presented as mean + SD. CTL: Control group, CPT: cryptorchidism group, ORC3,

ORC5 and ORC9: Orchidopexy 3, 5 and 9 weeks after cryptorchidism, respectively.
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Figure 3. Histological alterations after cryptorchidism surgery. A. Seminiferous epithelium of an animal of
CPT+3 group. Several germ cells are in apoptosis (black arrow) and some of them detached from
epithelium and appear in the center of the tubule, characterizing exfoliation (tip of black arrow). a.
Seminiferous tubule of control animal of the CPT+3 group. B. SCO tubule of an animal of CPT+3 group.
Sertoli cells showed round nucleus; some of them seen to be fixed in the epithelium base, showing
possible dysfunctions in this cell (red arrows). b. SCO tubule showing immature Sertoli cell (red arrows).
C. Seminiferous epithelium of an animal of CPT+6 group showing vacuoles (white arrow), multinucleated
giant cells (tip of white arrow) and apoptosis cells (black arrow). c. Seminiferous tubule of a control animal
of CPT+6 group. D. Atrophic tubule in an animal of CPT+11 group. This tubule present deformation its
normal conformation; impaired spermatogenesis, SCO tubule.
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Figure 4. Histological alterations after orchidopexy surgery. A. Seminiferous tubule of an animal of
ORC3+3 group showing vacuole in seminiferous epithelium (white arrow) and multinucleated giant cells
(tip of white arrow). a. Control animal of ORC3+3 group. B. Multinucleated giant cell (tip of white arrow)
of an animal of ORC9+3. C. Seminiferous tubule of an animal of the ORC3+8 group. Although
spermatogenesis is complete, vacuoles are observed in some tubules of these animals (white arrow). D.
Atrophic seminiferous tubule of an animal of ORC9+8 group.
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Figure 5. Mean of seminiferous tubule diameter (MSTD). Cryptorchidism group and 3-week recovery
groups showed decrease in MSTD. Just the ORC5+8 group presented decrease in MSTD. ANOVA test
showed no difference between the three 8-week recovery groups. Significance test was T test, *p < 0.05.
Values are presented as mean = SD. MSTD = Mean of seminiferous tubule diameter. CTL: Control group,
CPT: cryptorchidism group, ORC3, ORC5 and ORC9: Orchidopexy 3, 5 and 9 weeks after cryptorchidism,
respectively.
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Figure 6. Incidence of vacuoles in seminiferous epithelium. CPT+6, CPT+11, ORC3+3, ORC5+3, ORC9+3 and
ORC9+8 groups showed increase in the incidence of vacuoles. Significance test was T test, *p < 0.05.
Values are presented as mean + SD. CTL: Control group, CPT: cryptorchidism group, ORC3, ORC5 and
ORC9: Orchidopexy 3, 5 and 9 weeks after cryptorchidism, respectively.
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Figure 7. Mean of number of Sertoli cells per tubule. Only the rats of the group ORC3+3 had a significant
increase in number of Sertoli cells per tubule. ANOVA test showed no difference between the three 3-
week recovery groups. Significance test was T test, *p < 0,05. Values are presented as mean + SD. CTL:
Control group, CPT: cryptorchidism group, ORC3, ORC5 and ORC9: Orchidopexy 3, 5 and 9 weeks after
cryptorchidism, respectively.

57



Figuras e tabelas

v am R

Figure 8. Immunohistochemistry for cytokeratin 18 (CK18). A. Immature testis of rat with 5 days old
showing CK18 positive staining in the cytoplasm of Sertoli cells. B. Seminiferous tubules of an animal of
the CPT+11 group. No staining was observed in Sertoli cells. b. Control animal of CPT+11 group. C. Testis
of an animal of ORC3+8 group showing no CK18 staining for Sertoli cells. ¢. Control animal of ORC3+3
group. D. Seminiferous tubules of ORC9+8 group showing no staining for CK18. d. Control animal of
ORC9+8 group.
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Table 1. Prostate, seminal vesicle and epididymis relative weights.

Prostate relative weight (g)

Seminal vesicle relative weight (g)

Epidydimis relative weight (g)

Groups
Experimental model Control Experimental model Control Experimental model Control

CPT+3 0,040 £ 0,012 0,040 + 0,007 0,020 + 0,008 0,020 + 0,008 0,040 + 0,008* 0,050 + 0,002
CPT+6 0,071 £ 0,004 0,086 + 0,003 0,151 + 0,039* 0,200 + 0,037 0,050 + 0,011* 0,090 £ 0,008
CPT+11 0,090 +0,013* 0,110+ 0,005 0,220+ 0,020 0,220+ 0,030 0,040 + 0,006* 0,110+ 0,005
ORC3+3 0,104 + 0,090 0,083 £ 0,010 0,120+ 0,020 0,140+ 0,010 0,040 + 0,003* 0,080 £ 0,003
ORC5+3 0,084 + 0,020* 0,117 £ 0,010 0,153 + 0,030 0,188 + 0,050 0,040 +0,012* 0,110+ 0,006
ORC9+3 0,109 + 0,020* 0,140 0,020 0,179 £ 0,040 0,217 £ 0,040 0,051 + 0,006* 0,136 £ 0,025
ORC3+8 0,120+ 0,021 0,125+ 0,016 0,211 +0,029 0,239 + 0,007 0,070 + 0,009* 0,100 £ 0,008
ORC5+8 0,115+ 0,030 0,136 + 0,030 0,216 + 0,060 0,252 + 0,060 0,071 +0,013* 0,115+ 0,014
ORC9+8 0,097 £ 0,017* 0,135+ 0,051 0,189 + 0,040 0,221 + 0,020 0,050 + 0,010* 0,110 £ 0,005

Weight is presented as mean + standard deviation. The significance test was T test. *p < 0.05. CPT: cryptorchidism group, ORC3, ORC5 and ORC9: Orchidopexy 3, 5 and 9
weeks after cryptorchidism, respectively.
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Conclusdo

Este estudo documenta os danos testiculares induzidos pela criptorquidia e os
efeitos da sua reversibilidade pela orquidopexia. Os resultados obtidos sugerem que a
criptorquidia induz danos as células germinativas e de Sertoli, o que pode estar
relacionado com a infertilidade observada nessa condi¢cdo. Os animais submetidos a
orquidopexia apresentaram padrdao morfologico do testiculo compativel com a
retomada da espermatogénese. Além disso, foi também possivel observar que a maior
intensidade dos danos testiculares foi documentada nos testiculos dos animais que
permaneceram mais tempo criptorquidicos. Isto sugere que, quanto mais tempo o
testiculo permanece ectépico, maior serd o tempo da sua recuperagao, provavelmente
devido a grande perda de células germinativas e danos criticos as células de Sertoli.
Nesse sentido, foi possivel sugerir que o melhor momento para realiza¢do da cirurgia de
orquidopexia foi antes da puberdade, uma vez que a reversao precoce da criptorquidia
foi capaz de prevenir o aparecimento de lesdes degenerativas severas, como observado
nos animais que permaneceram mais tempo criptorquidicos antes da realizacdo da

orquidopexia.

61



Anexos



Anexos

Unirersidads Istadusl de Campinas - UNICANS
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Criada através da Portaria DFM n® 30 de 26/04/99

Certificado

Certificamos que o (Protocolo CEEA 926/2012) Estabelecimento de modelo de tumores de células germinativas em
testiculos de ratos Sprague-Dawley, a ser conduzido por Merielen Garcia Nascimento, orientada pelo Prof. Dr. Jodo Lauro Vianna de
Camargo, com a colaboragdo de Ana Paula Ferragut Cardoso, Deilson Elgui de Oliveira, Samuel Cohen, Sohei Kitazawa e Wilma de Grava
Kempinas, com o apoio técnico de Paulo César Georgete e Paulo Roberto Cardoso, estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), com a ressalva de que os “ratos”
sdo provenientes de Biotério convencional, sem condigdes de afestar a Sanidade dos mesmos.

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEEA em 29/03/201

DAV A v o —
Prof® Dr® Maria Rosa Bet Moraes Silva Alberto Santos Capelluppi
Presidente da CEEA Secretdrio da/CEEA

Distrito Rubi&o Junior, s/n° - Botucatu — S.P. CEP: 18.618-970 Fone/Fax: (0xx14) 3811-6143 e-mail secretaria: capellu
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u r}esp ‘%’ Universidade Es_ta!dual Paulista
Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubi&io Junior, s/n° - Botucatu — S.P.
CEP: 18.618-870

Fone: (14) 3880-1608/3880-1609

e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br J
instituida na Faculdade de Medicina através da Portaria do Diretor n° 30 de 26/04/98 Comissdo de Etica no Uso de Animais

Botucatu, 06 de agosto de 2014. Of. 29/2014-CEUA

Tlustrissimo Senhor

Prof. Dr. Jodo Lauro Vienna de Camargo
Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezado Prof. Jodo Lauro,

Atendendo a solicitactio de Vossa Senhoria, informo que o Sub-Projeto de Pesquisa intitulado:
“Isolamento e caracterizaco de célulos germinativas ftesticulares de ratos Sprague-
Dewley” que fazia parte do Projeto de Pesquisa (Protocolo CEEA 926-2012) Estabelecimento
de modelo de tumores de células germinativas em testiculos de ratos Sprague-Dawley, foi
cancelado sua execugdo, haja vista, que a solicitaglo de auxilio junto ao érgdo de fomento foi
negada. Em substituigéio a este, abaixo especificamos como se configura a histéria do Protocolo
em questdo: :

Projeto Maior: (Protocolo CEUA 926-2012) “Estabelecimente de modelo de tumores de
células germinativas em Yesticulos de ratos Sprague-Dawley” de autoria de Merielen Garcia
Nascimento, orientada por Vossa Senhoria e colaboradores aprovado por este colegiado em
29/03/2012, conta com os seguintes Sub-Projetes a saber:

Sub-Projeto I: (Protocolo CEUA 926-2012-A) “Estude da maturagdo e uliraestrutura de
células de Sertoli em Modelo experimental de criptorquidia e orquidopexia” conduzido por
Ligia Maria Gomide, orientada pelo Prof. Titular Jodio Lauro Vianna de Camargo e Co-orientada
por Merielen Garcia Nascimento, com objetivo de Dissertagéio de Mestrado, aprovado pela
Presidéncia da CEUA em 22 de maio de 2.014, através do oficio 14/2014.

Sub-Projeto II: (Protocolo CEUA 926-2012-B) “CRIPTORQUIDIA E EXPOSICAO IN
UTERO AO DI(N-BUTIL) FTALATO e & ACRILAMIDA- AVALIACAO DAS CELULAS DE
LEYDIE” que serd conduzido por Nathdlia Pereira de Souza, orientada pelo Prof. Titular Jodo
Lauro Vianna de Camargo e Co-orientada por Merielen Garcia Nascimento, e pesquisadores
associados Dda Ana Paula Ferragut Cardoso, Mda Ligia Maria Gomide e Dr. Samuel Cohen, com
objetivo de Dissertagéie de Mestrado, aprovado pela Presidéncia da CEUA em 05/08/2014.

Atenciosamente,

i L

Prof® Adjunta Noeme Sousa Rocha
Vice-Presidente da CEUA
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