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Resumo




Damous SHB. Impacto da tela de polipropileno no ducto deferente e testiculo de
ratos — avaliagdo morfofuncional [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2019.

INTRODUCAO: A corregdo cirirgica das hérnias inguinais com telas sintéticas
tornou-se a técnica de escolha pois reduziu drasticamente as taxas de recorréncia.
Entretanto, o uso da tela causa uma reagdo inflamatoria tipo corpo estranho com
intensa resposta fibrotica, com consequéncias varidveis sobre as estruturas
anatomicas. Diversos modelos experimentais tém estudado os efeitos da herniorrafia
com tela sobre o funiculo espermatico mas os resultados sdo controversos.
OBJETIVO: Avaliar o ducto deferente e testiculo de ratos submetidos a
inguinotomia bilateral e coloca¢do de tela em 30 e 90 dias de pds-operatério.
METODOS: Foram utilizados 60 ratos, todos submetidos a inguinotomia bilateral
por meio de uma incisdo de 3cm de extensdo para dissecgdo e exposi¢do do funiculo
espermatico. Neste momento, os animais foram randomizados em trés grupos de
estudo com 20 animais cada, de acordo com o tratamento realizado: 1) Grupo
Controle: inguinotomia e dissec¢do do ducto deferente; 2) Grupo Tela-Ducto
Deferente (Tela-DD): inguinotomia, disseccao do ducto deferente e colocagdo de tela
sobre o ducto deferente; e, Grupo Tela-Funiculo Espermatico (Tela-FE):
inguinotomia, disseccdo do ducto deferente e colocagcdo de tela sob a porgdo
proximal do funiculo espermatico. Em 30 e 90 dias de pds-operatorio, os animais
foram anestesiados para ressec¢do em bloco da regido inguinal bilateralmente e dos
testiculos. O ducto deferente foi isolado e analisado apenas a regido que se
encontrava em contato com a tela. Foram realizadas as seguintes analises: 1)
Achados macroscopicos (aderéncias); 2) Morfoldgica (descricdo da morfologia das
estruturas, presenca de macréfagos, linfocitos, reacdo de corpo estranho,
neovascularizagdo e graduacdo da inflamacdo); 3) Morfométrica (medida da area da
luz e espessura da parede do ducto deferente); 4) Espermatogénese; 5) Fibrose
(quantificagdo das fibras coldgenas tipo I e IIl); e 6) Imunohistoquimica para
apoptose (caspase-3 clivada e TUNEL) e proliferacio celular (Ki-67).
RESULTADOS: Nos grupos com tela havia aderéncias envolvendo a tela e
estruturas adjacentes, que foram facilmente liberadas para resseccdo das pecas. O
implante da tela de PP ndo alterou a morfologia do ducto deferente e testiculo, assim
como a espermatogénese encontrava-se preservada. No ducto deferente houve
reducdo do didmetro da luz (30 dias), aumento da espessura da parede (90 dias),
aumento do colageno tipo III e da prolifera¢ao celular (30 e 90 dias) (p<0,05) sem
alteracdo no colageno tipo I e apoptose (p>0,05). No testiculo a apoptose foi
semelhante entre os grupos com tela (p>0,05) e a proliferagdo celular maior nos
grupos com tela (p<0,05). CONCLUSOES: Analisados em conjunto, nossos
achados mostram que a tela de PP, seja contato direto ou ndo com as estruturas do
funiculo espermatico, induz alteragdes transitérias sem impacto negativo na
funcionalidade do ducto deferente e testiculo.

Descritores: Hérnia inguinal; Tela de Polipropileno; Ducto Deferente; Testiculo;
Fertilidade; Ratos



Abstract




Damous SHB. Impact of polypropylene mesh on the vas deferens and testis of rats -
morphofunctional evaluation [thesis]. S3o Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sdo Paulo”; 2019.

Introduction: Several experimental models have studied the effects of herniorrhaphy
with mesh on the spermatic cord but the results are controversial. This study aimed to
evaluate the vas deferens and testis of rats submitted to bilateral inguinotomy and
polypropylene (PP) mesh placement 30 and 90 days postoperatively. Study design:
Sixty rats were used, all submitted to bilateral inguinotomy by means of a 3cm
incision for spermatic funicular dissection and exposure. At this time, the animals
were randomized into three study groups of 20 animals each, according to the
treatment performed: 1) Control: inguinotomy and dissection of the vas deferens
only; 2) Mesh-Ductus Deferens (Mesh-DD): mesh placement over the vas deferens;
and, Mesh-Spermatic Funiculus (Mesh-SF): mesh placement under the proximal
portion of the spermatic funiculus. At 30 and 90 days postoperatively, the animals
were anesthetized for block resection of the bilateral inguinal region and the testicles.
The following analyses were performed: macroscopy, morphology, vas deferens
morphometry (lumen area and wall thickness) and quantification of type I and III
collagen fibers, spermatogenesis, apoptosis (cleaved caspase-3 and TUNEL) and
cellular proliferation (Ki67). Results: PP mesh placement, whether or not in direct
contact with the spermatic funicular structures, preserved the spermatogenesis and
did not alter the vas deferens morphology or the testicle. In the ductus deferens, there
was a reduced luminal area (30 days), increased wall thickness (90 days), and
increased type III collagen and cell proliferation (30 and 90 days) (p <0.05) with no
change in collagen type I or apoptosis (p> 0.05). In the testicle, apoptosis was similar
between the mesh groups (p>0.05), and cell proliferation was greater in the mesh
group in which the mesh was placed in direct contact with the ductus deferens
(p<0.05). Conclusions: Taken together, our findings show that the PP mesh, whether
or not in direct contact with spermatic funicular structures, induces transient changes
without a negative impact on vas deferens and testicular function.

Descriptors: Inguinal hernia; Polypropylene mesh; Duct deferens; Testicle; Fertility;
Rats



1 Introducao




Introdugao 2

1 INTRODUCAO

Entende-se por hérnia inguinal a protrusdo de um 6rgdo ou estrutura através
de uma abertura na regido inguinal. O tratamento recomendado ¢ a corre¢do
cirurgica, um dos procedimentos mais realizados na cirurgia geral, tanto em criangas
como em adultos > 2, afetando 5% da popula¢do masculina 3.

As hérnias inguinais correspondem a 75% das hérnias da parede abdominal,
sendo mais incidente entre os homens, com risco cumulativo maior ao longo dos
anos. A incidéncia cumulativa é cerca de 7% até os 40 anos, aumentando para 23%

4. A maioria dos pacientes com hérnia inguinal é sintomatico,

apés os 60 anos
apresentando dor e abaulamento local ! 2. No Brasil, nos hospitais publicos em
2018, foram operados 139.374 hérnias inguinais, 16.946 das quais eram bilaterais >,
afastando milhares de pessoas de suas atividades habituais, com impacto direto no
mercado de trabalho.

Na evolugdo do reparo da hérnia inguinal, Bassini € col. (1887) ¢ propuseram
a técnica que consiste na reconstru¢do da parede posterior, suturando o musculo
obliquo interno, musculo transverso e fascia transversal ao ligamento inguinal. Esta
técnica foi considerada a melhor por quase um século. Na segunda metade do século
XX, outras técnicas foram descritas, mas todas resultavam em elevadas taxas de
recorréncia e morbidade consideravel devido a tensdo na linha de sutura 2.

Em 1989, Lichtenstein introduziu o conceito de reparo livre de tensdo, usando

tela sintética de polipropileno (PP) para reforcar a parede posterior da regido

inguinal, o que reduziu consideravelmente as taxas de recorréncia, além de
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proporcionar menor dor no poés-operatorio. A tela de PP ¢ fixada medialmente no
musculo reto abdominal e no musculo obliquo interno e, lateralmente, no ligamento
inguinal. Na regido do anel inguinal profundo, a tela envolve o funiculo espermatico,
estendendo-se superiormente na regido lateral 7. Esse reparo por via anterior, sem
tensdo, tornou-se a técnica mais aceita e realizada em todo o mundo. De acordo com
metanalise da Cochrane, comparando o reparo da regido inguinal com e sem tela, o
uso desta, reduz o risco de recorréncia em até 50%, com retorno mais rapido ao
trabalho e menos dor no pos-operatorio > 310, Tais resultados fizeram com que a
corregdo cirirgica com tela suplantasse a corregdo sem tela ate os dias atuais ' 12,

O mecanismo pelo qual as telas sintéticas reduziram drasticamente o indice
de recorréncia se baseia em uma reacao de corpo estranho, com consequente reagao
inflamatoria e processo cicatricial. As complicagdes dependem das circunstancias
clinicas sob a qual a hérnia ocorre, do tipo de hérnia e da técnica cirtirgica utilizada
na sua correcdo sendo as mais frequentes a formagao de seroma, infec¢do, migragdo
da tela com erosdo de tecidos e Orgios, lesdo do ducto deferente e dor cronica 320,

Em todo o mundo, mais de um milhdo de telas sdo implantadas todos os anos,
tanto por via convencional quanto laparoscopica 2! porém a busca de um material
ideal, com maior biocompatibilidade, ainda permanece em discussio '> '8, Entre as
telas sintéticas, as de PP sdo as preferenciais e as mais estudadas, devido o baixo
custo e o tipo de resposta que induz no doente 7. A tela de PP é um material plastico,
flexivel, biologicamente inerte, que ndo se modifica na presenga dos fluidos

teciduais, capaz de ser incorporado nos tecidos, mesmo na presenga de infecgao,

sendo mecanicamente resistente e que pode ser moldada em diferentes tamanhos 2>
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23, Lichtenstein e col. (1989) 7 relataram 1.000 cirurgias com telas de PP sem
recorréncia no seguimento de 5 anos.

Atualmente, com o emprego sistematico da tela de PP na hernioplastia e,
consequentemente, melhor controle das recidivas, preocupacao crescente tem recaido
sobre o impacto desta intervengdo sobre a fertilidade masculina 2*. A infertilidade ¢
definida como a auséncia de gestacao detectada clinica ou hormonal, apds 12 meses
de atividade sexual sem uso de métodos anticoncepcionais 2°. Os fatores masculinos
sdo responsaveis por 40-50% dos casos globais de infertilidade e afetam
aproximadamente 7% de todos os homens 2.

A herniorrafia é relatada como a causa mais comum de obstru¢do do ducto
deferente. Sua verdadeira incidéncia é desconhecida, devido o fato de uma obstrucao
unilateral nem sempre afetar a fertilidade e com frequéncia o tratamento ser realizado
em homens mais velhos que ndo estdo preocupados com a vida reprodutiva ?’.

A experiéncia dos reparos de hérnias em pacientes pedidtricos sugere uma

28,29.30 & em adultos

incidéncia de lesdes iatrogénicas no ducto deferente de 0,8 a 2%
de 0,3% a 7,2% 3'. Entretanto, quando avaliado homens inférteis com historico de
herniorrafia na infancia, a incidéncia de obstrug@o unilateral do ducto deferente foi
de 27,8%, sugerindo uma importante relagdo com a paténcia do deste o6rgdo 7. A
possibilidade de obstru¢do do ducto deferente deve ser sempre considerada em
qualquer homem infértil com historia de herniorrafia na infancia 3% 33,
Anatomicamente, ha uma estreita relagdo entre as hérnias inguinais e o
funiculo espermatico que ¢ composto pelo ducto deferente, incluindo artéria e veias

testiculares, nervos, musculo cremaster e fascia ! 3 3. Na dissec¢do cirtrgica do

funiculo espermatico, estas estruturas sdo expostas de forma que, o trauma
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iatrogénico direto durante a manipulagdo cirurgica dos tecidos pode acarretar
alteragdes troficas no testiculo ou alteragdes enddcrinas 21363738,

Independentemente da técnica cirurgica, hd poucas informagdes clinicas sobre
os efeitos em longo prazo da tela de PP nos ductos deferentes e outras estruturas
dentro do funiculo espermatico. Por ser considerado padrao ouro, a tela de PP tem
sido utilizada inclusive em pacientes jovens, sem prole constituida '> 13,

Trabalhos experimentais demonstraram que diferentes tipos de manipulagao
do ducto deferente podem produzir obstrugdo e danos funcionais mesmo sem uso de
telas *°. Quando a tela de PP ¢ utilizada, além do trauma mecénico, a reacgdo
inflamatoria tipo corpo estranho com intensa resposta fibrotica pode resultar em
compressdo das artérias testiculares e obstrucdo das veias, com repercussdo na
funcdo testicular, levando a quadros de varicocele, hidrocele, orquite isquémica,
atrofia testicular e, consequentemente, infertilidade 3! 364042,

Outro mecanismo de lesdo descrito ¢ a migracdo da tela de PP durante o
processo cicatricial, causando quadros de dor durante a relagdo sexual e a ejaculacio.
A andlise histoldgica de telas retiradas de pacientes com dor cronica pos cirurgia,
evidenciou completa infiltracdo da tela nos ductos deferentes ressecados com
envolvimento do corddo espermatico por tecido cicatricial em 50% dos casos 4.

A lesao testicular, seja atrofia e/ou disfuncdo, ¢ uma das sequelas mais
temidas da herniorrafia inguinal e pode ocorrer em até 2% dos pacientes 2+ 3743, A
principal causa de orquite isquémica, que pode causar atrofia testicular, € a congestao
venosa por trombose do plexo pampiniforme decorrente do trauma cirargico 3. Os

primeiros trabalhos correlacionando infertilidade e herniorrafia inguinal prévia,

relataram que a atrofia testicular pode ou no estar presente nestes pacientes.®">*. Os
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efeitos da herniorrafia sobre a fungdo testicular permanecem conflitantes até os dias
atuais 4% 4% Estudos mais recentes relatam que a colocacdo da tela pode induzir
congestao acentuada e até necrose tecidual proxima aos tibulos seminiferos, além de
alteracdes significantes na espermatogénese e aumento de anticorpos
antiespermaticos e marcadores de hipoxia .

Modelos experimentais tém estudado os efeitos da herniorrafia sobre o
funiculo espermatico, em particular apos o reparo com tela. A reagdo inflamatoria
cronica é observada tanto no reparo anterior quanto no posterior (pré-peritoneal) 4% 3!
32 ¢ depende da extensdo da hérnia e de quais estruturas sdo incorporadas ao material.
Na técnica por via anterior, a tela fica proxima do ducto deferente, no nivel do anel
inguinal profundo, enquanto que no acesso posterior, a tela esta localizada
diretamente em contato com os vasos gonadais ¢ o ducto deferente, apds a
parietalizacdo do peritdnio. Assim como nos estudos clinicos, os resultados de

maneira geral sdo contraditorios, havendo relatos desde auséncia de alteragdes >3,

42, 51, 53 42,51

redugdo no diametro dos vasos e da perfusdo testicular até obstrucao do
ducto deferente e acimulo de espermatozoides >*e reducdo da testosterona .

Os primeiros estudos experimentais relatam que a colocagdo da tela sintética
ndo tem efeito negativo em longo prazo sobre a fertilidade 3 3¢ embora ocorra
obstru¢do de mais de 75% do diametro dos vasos deferentes, sem induzir aumento da
apoptose ou proliferacdo celular em ratos °7 e cachorros *%. Em porcos e coelhos,
houve reducdo da perfusdo e da temperatura testicular ¢ da espermatogénese #2.
Estudo em porcos comparando o uso de dois tipos de tela observou que o grupo com

tela de PP apresentou maior comprometimento do funiculo espermatico e da fungdo

testicular 4!
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Em ratos, nosso grupo comparou animais intactos com animais submetidos a
inguinotomia com e sem a colocagdo da tela sintética de PP. Nos animais com tela,
esta foi implantada em contato direto com o ducto deferente ou com o funiculo
espermatico. Foram analisados trés segmentos do ducto deferente de acordo com a
localizagao da tela de PP — cranial, medial e caudal — 1 ¢cm acima, em contato com a
tela e 1 cm abaixo, respectivamente. A tela de PP nao alterou a morfologia do ducto
deferente, o didmetro da parede e a area da luz, inclusive no segmento em contato
com a tela. A cirurgia por si s6, com ou sem colocacdo da tela de PP, promoveu
redu¢do do tamanho testicular sem alterar os niveis séricos de testosterona .

Tendo em vista a alta incidéncia das hérnias, o uso rotineiro das telas
sintéticas no seu reparo e a falta de consenso sobre os efeitos da tela em longo prazo
na fertilidade masculina, este trabalho pretende analisar os efeitos da tela sintética
sobre o ducto deferente e testiculo de ratos adultos submetidos a colocacdo de tela

sintética na regido inguinal bilateral.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar o ducto deferente e o testiculo de ratos adultos submetidos a

colocacao de tela de PP na regido inguinal, comparando duas técnicas.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a histomorfometria e a fibroplasia do ducto deferente.

Avaliar a morfologia e espermatogénese no testiculo.

Avaliar a apoptose e a proliferag@o celular no ducto deferente e no testiculo.



3 M¢étodos
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3 METODO

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica Para uso de Animais
em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP) sob o
nimero 089/15 (ANEXO I), em 2015 e conta com financiamento pela Fundagdo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), Processo 2015/08472-4. Todos
os animais foram tratados segundo os principios do National Institute of Health (1985) e
The American Physiological Society (1995) para o cuidado, manipulagdo e utilizagdo de
animais de laboratério. O experimento e a coleta de dados foram realizados no
Laboratério de Investigagdo Médica em Fisiopatologia Cirargica (LIM-62) da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.

3.1 Amostra

Foram utilizados 60 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos adultos,
idade de 3 a 4 meses, provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, com peso de 300 g a 400 g. Os animais foram mantidos, nas
fases pré e pods-experimental, em ambiente controlado para temperatura (23 °C),
umidade e exposicao a luz artificial, com ciclo claro-escuro de doze horas, com livre

acesso a ragao e agua.
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3.2 Anestesia e Preparo dos animais

Os animais foram submetidos a anestesia geral com inje¢ao intraperitoneal de
ketamina (50 mg/kg) associada a xilazina (10 mg/kg) na mesma seringa e,
imediatamente apos efeito do anestésico, foi realizada tricotomia abdominal e inguinal
bilateral com antissepsia local. Doses complementares de anestésico com metade da
dose inicial foram administradas pela mesma via para manutencao do plano anestésico,

quando necessario.

3.3 Procedimentos operatorios

A inguinotomia bilateral foi realizada em todos os animais, por meio de uma
incisdo de 3 cm de extensdo, com exposicdo do funiculo espermatico e dissec¢do do
ducto deferente (Figuras 1, 2 e 3). Neste momento, os animais foram randomizados em
tr€s grupos de estudo com 20 animais cada (Figura 4), de acordo com o procedimento
realizado: 1) Controle: inguinotomia bilateral, sem implante de tela; 2) Tela-Ducto
Deferente (Tela-DD): inguinotomia bilateral e colocacao de tela sobre o ducto deferente
(Figura 5); e, 3) Tela-Funiculo Espermatico (Tela-FE): inguinotomia bilateral e

colocacao de tela sob a por¢ao proximal do funiculo espermatico (Figura 6).
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A) Fonte: https://biosphera.org/international/product/3d-rat-anatomy-software-simplified.

Figura 1- Preparo operatorio: A) Desenho em 3D representativo da localizagdo das
estruturas anatomicas da regido inguinal do rato. B) Posicionamento e
marcagdo da incisdo da pele do rato (linha tracejada)

Figura2 - A) Exposi¢do do funiculo espermatico (seta). B) Abertura do funiculo
espermatico com visualizacdo do ducto deferente (seta)
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Funiculo espermatico

Ducto deferente
Testiculo

Figura 3 - Disseccdo do ducto deferente com exposi¢do das estruturas do funiculo

espermatico
Amostra
N: 60 ratos
Grupo Controle Grupo Tela- DD Grupo Tela- FE
N: 20 N: 20 N: 20
Eutandasia Eutandasia Eutandasia
30 dias 90 dias 30 dias 90 dias 30 dias 90 dias
N: 10 N: 10 N: 10 N: 10 N: 10 N:10

Figura 4 - Distribuicao dos grupos
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RO Tela

// ~ *»\.

Ducto deferente

/
b

Mdsculo

Figura 5 - Grupo Tela-DD: Tela de polipropileno sobre o ducto deferente

Ducto deferente
Tela

Musculo

Figura 6 - Grupo Tela-FE: Tela de polipropileno sob o funiculo espermatico
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Nos grupos Tela-DD e Tela-FE foram colocados fragmentos de tela de
polipropileno macroporosa de alta densidade. Cada animal recebeu dois fragmentos de
tela medindo 1cm de largura por Icm de extensdao, um em cada regido inguinal, fixadas
na por¢ao cranial do canal inguinal.

No grupo Controle, ap6s a disseccdo do ducto deferente, foi realizado apenas o
fechamento da inguinotomia bilateral, sem colocacdo de tela. No grupo Tela-DD, apés a
disseccdo do ducto deferente, a tela foi colocada sobre o ducto deferente ¢ fixada com
dois pontos separados com fio de acido poliglicélico 4-0, deixando o ducto deferente
entre a tela e o musculo, simulando o posicionamento da tela e ducto deferente na
correcdo da hérnia por via posterior. No grupo Tela-FE, o funiculo espermatico foi
dissecado isolando-se o ducto deferente das demais estruturas, sendo a tela colocada sob
o funiculo espermdtico e fixada com dois pontos separados com fio de 4cido
poliglicolico 4-0, deixando o funiculo acima da tela e do musculo, simulando o
posicionamento da tela na corre¢do da hérnia por via anterior, técnica de Lichtenstein.

Em todos os grupos, a pele foi suturada com fio de nylon 4-0 e chuleio simples.

3.4 Eutanasia e coleta das pecas

Ap6s 30 e 90 dias de pds-operatorio, os animais foram anestesiados pela mesma
técnica descrita anteriormente, para resseccao da regido inguinal e do testiculo, sempre
do lado direito. O ducto deferente foi isolado e analisada apenas a regido que se
encontrava em contato com a tela (I cm de extensdo) (Figura 7). Apds a coleta das
pecas, os animais foram submetidos a eutanasia por meio de dose letal dos anestésicos

utilizados, nas doses de 150 mg/kg de ketamina e 10 mgkg de xilazina, via
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intraperitoneal. As carcacas dos animais foram recolhidas pelo setor responsavel, de
acordo com as normativas de descarte de material biologico, preconizadas pela FMUSP.

As pecas (ducto deferente e testiculo) foram fixadas em formol a 10% por um
periodo de 24h e, em seguida, submetidas a processamento histoldégico de rotina para
inclusdo em parafina. Os cortes foram obtidos em micrétomo ajustado para 5Su e,

posteriormente, corados pela hematoxilina-eosina e examinados em microscopio Optico

em aumento de 4 e 10x.

Figura7- A) Resseccdo do ducto deferente na por¢cdo em contato com a tela de
polipropileno. B) Ducto deferente isolado

3.5 Variaveis analisadas

Foram realizadas as seguintes andlises: A) Achados macroscopicos; B)
Morfolégica; C) Morfométrica; D) Fibroplasia; E) Espermatogénese; e F)

Imunohistoquimica para apoptose e proliferagao celular.
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3.5.1 Descricao macroscopica
Foram avaliados a presenca de hematomas, abscessos, aderéncias e deiscéncia

de ferida operatoria.

3.5.2 Analise morfologica

Foi realizada a descri¢do da morfologia do ducto deferente e do testiculo, quanto
a presenca de macrofagos, linfocitos, reagdo de corpo estranho e neovascularizagao.

No testiculo, a inflamagdo foi graduada de 0-3, conforme descrito a seguir :
Grau 0 — Auséncia de inflamacdo: auséncia de fibrose ou células gigantes; Grau 1 —
Inflamacdo leve: fibrose densa com poucas células gigantes; Grau 2 — Inflamagao
moderada: fibrose ¢/ poucos leucocitos polimorfonucleares e células gigantes; e, Grau 3
— Inflamagdo severa: fibrose e grande nimero de leucocitos polimorfonucleares e

células gigantes.

3.5.3 Analise morfométrica

Foram realizadas medida da espessura da parede e da area da luz do ducto
deferente. As imagens dos cortes foram obtidas utilizando um sofiware com sistema de
aquisi¢do de imagem (Leica DM2500) e as medi¢des foram feitas usando o software
Leica QWin V3 e por dois pesquisadores independentes, os quais desconheciam os

procedimentos realizados.

3.5.4 Analise da fibroplasia
Com auxilio de um microscopio Optico de luz polarizada, as laminas histologicas

do ducto deferente foram coradas pelo Picrosirus Red e analisadas para quantificar as
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fibras de colageno tipo I e III. As fibras do tipo I sdo de colageno maduro e cor
vermelho enquanto as fibras tipo III sdo de colageno imaturo e cor verde. Os demais

componentes (materiais amorfos) do tecido sao visualizados em fundo de cor preta.

3.5.5 Analise da espermatogénese

Para esta analise foi utilizada a graduacdo de Johnsen (1970) ®' por meio da
histologia dos tibulos seminiferos. Esta graduacdo consiste em uma escala de 10 a 1,
conforme a seguir: 10=Espermatogénese normal e tibulos seminiferos perfeitos;
9=presenca de muitos espermatozoides com obliteracdo da luz; 8=Presenca de poucos
espermatozoides; 7=Auséncia de espermatozoides, mas presenca de muitas
espermatides; 6= Auséncia de espermatozoides e presenca de poucas espermatides;
5=Auséncia de espermatide mas presenca de varias espermatdcitos; 4=Presenga de
apenas poucos espermatocitos; 3=Presenca apenas de espermatogonias; 2=Auséncia de
células germinativas, mas presenca de células de Sertoli; 1=Auséncia de células nos

tubulos (nem células germinativas, nem células de Sertoli).

3.5.6 Analise imunohistoquimica da apoptose e proliferacao celular

Para analise imunohistoquimica da apoptose, foram utilizados anticorpos para
caspase-3 clivada (SANT-SC-1226, 1:100, Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz,
CA, EUA) e TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP
nick-end labeling) por meio de kit comercial especifico (In Situ Cell Death Detection
Kit, Fluorescein, Roche, Germany, 11684795910), conforme especificacdes do
fabricante. Para andlise da proliferacdo celular foi utilizado anticorpo primario Ki-67

(M724001-2, 1:100, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA).
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A imunohistoquimica utilizada foi realizada pelo método peroxidase. Os cortes
histolégicos a 3um de espessura foram realizados em laminas salinizadas (3-
Aminopropil-trietoxi-silano- Sigma) e seguiu-se o protocolo descrito a seguir: 1)
Hidratagdo: As laminas foram desparafinadas com xilol quente (65°C) 15 minutos e
xilol frio por 15 minutos, lavadas em dlcool absoluto 95% e hidratadas em agua
corrente e deionizada; 2) Recuperacdo antigénica: Obtida através de alta temperatura
em Panela Pascal, com tampao citrato Ph:6,0 a 125°C por Iminuto e para Ki-67 ¢
caspase-3. Apos este periodo, as laminas foram lavadas em PBS; 3) Bloqueio: foi
realizado o bloqueio da peroxidase enddégena com agua oxigenada (H>O2) 10V 3% 10
vezes de 5 minutos cada e em seguida lavagem com agua e PBS; 4) Incubagdo com o
anticorpo primario: Ap6s os bloqueios, o anticorpo primario Ki-67 e caspase-3, titulo
1:100 foi diluido em BSA foi aplicado sobre os cortes e controles, positivo e negativo
de tecido, e as 1aminas incubadas overnight.

As imagens dos cortes foram obtidas utilizando um software com sistema de
aquisi¢do de imagem (Leica DM2500) e as medi¢des foram feitas usando o software
Leica QWin V3 e por dois pesquisadores independentes, os quais desconheciam os
procedimentos realizados. As células coradas em marrom escuro sdo consideradas
positivas e quantificadas, em cinco campos diferentes por animal, em aumentos de 200x
para o ducto deferente e 400x para o testiculo. Os resultados sdo expressos em

porcentagem de area positiva (unidade arbritaria/mm?).
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Figura 8 - Fotomicrografias do testiculo de ratos corados pelo Ki-67 para
demonstragdo de como foi realizada a quantificacdo da area marcada. Em
A, identificagdo das células positivas (coradas em marrom escuro). Em B,
quantificagdo das areas definidas como positivas pelo software Leica
QWin V3. Zoom 400x

3.6 Analise estatistica

Os resultados s3o expressos em médiastdesvio padrao da média. Apos obtengao dos
dados em cada grupo de animais, os resultados foram submetidos a andlise estatistica,
levando em consideragdo a natureza das variaveis estudadas, utilizando-se o teste de
ANOVA-two way, e fixando-se em 0,05 ou 5% o nivel de rejeicdao da hipotese de nulidade
(p<0,05), marcadas por asterisco. Todas as andlises foram realizadas pelo software

GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc, CA, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Achados macroscopicos

No grupo Controle, ndo havia aderéncias na regido operada e nos grupos com
tela havia aderéncias envolvendo a tela e estruturas adjacentes, que foram facilmente
liberadas para ressec¢ao das pegas. Macroscopicamente, ndo havia diferenga entre os
grupos com tela. Em nenhum grupo houve formagao de abscessos ou deiscéncias da
ferida operatdria, porém a intensidade da fibrose envolvendo o ducto deferente foi

maior no grupo Tela-DD (Figuras 9 e 10).

Funiculo espermatico

Testiculo

Ducto deferente

Tela de PP

Vesicula seminal

Figura 9 - Fotografia da regido inguinal direita do rato em 90 dias de pos-
operatério: Grupo Tela-FE
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Tela de PP

Funiculo espermatico

Ducto deferente

Vesicula seminal

Testiculo

T A

Figura 10 - Fotografia da regido inguinal do rato em 90 dias de pds-operatorio:
Grupo Tela-DD. Tela de polipropileno aderida ao musculo e ao ducto
deferente
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4.2 Analise Morfologica

O ducto deferente e o testiculo encontravam-se com morfologia preservada
em ambas as datas de avalia¢do. O ducto deferente, a partir do lumen, era constituido
por epitélio de revestimento pseudoestratificado e estereocilios, circundado por
camada delgada de tecido conjuntivo e espessa camada de musculatura lisa,
envolvido externamente por tecido adiposo e tecido conjuntivo (Figura 11). Nao foi
observada diferenca entre os grupos ou sinais de inflamag¢do (Grau 0). O testiculo
continha os tubulos seminiferos separados entre si por tecido conjuntivo denso,
contendo espermatozoides em seu interior e células germinativas em diversos

estagios de maturacgao (Figura 12).

500 pm

Figura 11 - Fotomicrografia do ducto deferente de ratos submetidos a
inguinotomia bilateral com colocagdo de tela (Tela-DD). L: Lamen.
EP: Epitélio de revestimento. TC: Tecido conjuntivo. M: Camada
muscular; A: Tecido adiposo. Zoom 50x
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Figura 12 -

Fotomicrografia do testiculo de ratos submetidos a inguinotomia
bilateral com colocacdo de tela (Tela-DD), em corte transversal
mostrando os tibulos seminiferos. TC: Tecido conjuntivo; STZ:
Espermatozodides; Setas: Células germinativas. Zoom 100x
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4.3 Analise Morfométrica

Os resultados da analise morfométrica do ducto deferente estdo detalhados na
Tabela I e nas Figuras 13, 14 e 15. Nao houve diferenca estatisticamente significante
da espessura da parede em 30 dias (p>0,05) mas apds 90 dias o grupo Tela-FE
encontrava-se mais espesso do que o Controle (p<0,05). O uso da tela reduziu o
diametro da luz em 30 dias (p<0,05), mas apds 90 dias os valores foram semelhantes

entre os grupos (p>0,05).

TabelaI - Analise morfométrica da espessura da parede e da area da luz do ducto
deferente de ratos submetidos a inguinotomia bilateral sem tela
(Controle) e com colocagdo de tela (Tela-DD e Tela-FE), em 30 e 90
dias de pos-operatdrio

Espessura da parede Diametro da luz
30 dias 90 dias 30 dias” 90 dias
Controle 543,7+57,8 503,2+36,26" 44,86+10,55 31,02+15,07
Tela-DD 496,570 592,8+73,22 19,43+6,5 33,75+4,32
Tela-FE 513,2+55,93 668,6+50,8" 27,6143 26,63+5,5

Medidas da espessura da parede expressas em micrometro e diAmetro da luz em p?
* p<0,05 Controle x Tela-FE

# p<0,05 Controle x Tela-DD e Tela-FE

ANOVA Two-way
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Ducto deferente - Espessura da parede
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*p<0,05. ANOVA Two-way

Figura 13 - Medidas da espessura da parede do ducto deferente

Ducto deferente - Area da luz
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Tela-DD
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O 404 Tela-FE
"aE'S T
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30 dias 90 dias

* p<0,05 90 dias, Controle x Tela-DD e Tela-FE. ANOVA two-way

Figura 14 - Medidas da area da luz do ducto deferente
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DUCTO DEFERENTE - HE

30 DIAS 90 DIAS

CONTROLE

TELA-DD

TELA-FE

EP: Epitélio; L: Luz; M: Miusculo; TC: Tecido Conjuntivo; A: Tecido Adiposo; HE: Hematoxilina-
Eosina. Zoom 50x

Figura 15— Fotomicrografias do ducto deferente de ratos submetidos a
inguinotomia bilateral sem tela (Controle) e com colocagdo de tela
(Tela-DD e Tela-FE), em 30 e 90 dias de pds-operatorio
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4.4 Analise da fibroplasia

A quantificacdo de colageno tipo I no ducto deferente foi semelhante entre os
grupos enquanto o colageno tipo III aumentou nos grupos com tela em ambos os
periodos analisados (p<0,05). Analisando-se a propor¢do de colageno I/III, o
implante da tela alterou a qualidade do coldgeno as custas do aumento de fibras do
tipo III, sendo este aumento igual em ambas as técnicas utilizadas e datas avaliadas

(Tabela II, Figuras 16 e 17).

Tabela IT - Quantificagdo de fibras coldgenas I e III no ducto deferente de ratos
submetidos a inguinotomia bilateral sem tela (Controle) e com
colocagdo de tela (Tela-DD e Tela-FE), apds 30 e 90 dias de pos-

operatorio
Colageno tipo I Colageno tipo 111 Proporc¢iao I/I1T
30 dias 90 dias 30 dias 90 dias 30 dias 90 dias

Controle  536+1,8  4,87+0,95 3,17£1,02° 2,05+0,7° 1,98+1,28" 2,51+0,6"
Tela-DD  5,85+1,75 7,33+1,41  7,11£2,74  7,56+1,55 1,15£047 1,02+0,33

Tela-FE 5+1,96 5,92+1,75 9,5+0,88 8,83+1,91 0,61+0,09 0,72+0,32

Medidas expressas em porcentagem de area positiva (unidade arbitraria)
* p<0,05 Controle x Tela-DD e Tela-FE

Anova Two-way
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Figura 16 - Quantificacdo de fibras colagenas I e III no ducto deferente (A e B) e
Proporg¢ao das fibras I/IIT (C)
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DUCTO DEFERENTE - PICROSIRUS RED

30 DIAS 90 DIAS

CONTROLE

TELA-DD

TELA-FE

Figura 17 - Painel com fotomicrografias em microscopio de luz polarizada, do
ducto deferente de ratos submetidos a inguinotomia bilateral sem tela
(Controle) e com colocagao de tela (Tela-DD e Tela-FE), em 30 e 90
dias de pds-operatorio mostrando fibras coldgenas I e III coradas em
vermelho e verde, respectivamente. Coloragdo pelo Picrosirus Red.
Zoom 100x
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4.5 Analise da espermatogénese

Baseado na graduagdo de Johnsen (1970),°! por meio da histologia dos
tubulos seminiferos, a espermatogénese estava preservada em todos os animais
analisados (n=60) — Grau 10 (Figura 18).

TESTICULO - HE

30 DIAS 90 DIAS

TELA-DD

TELA-FE

TC: Tecido conjuntivo; STZ: Espermatozdides; Setas: Células germinativas. Zoom 200x.

Figura 18 - Fotomicrografia do testiculo de ratos submetidos a inguinotomia
bilateral sem tela (Controle) e com colocagdo de tela (Tela-DD e Tela-
FE), em 30 e 90 dias de pos-operatdrio. Nao houve alteragdo da
morfologia dos testiculos e a espermatogénese encontrava-se
preservada em todos os grupos. Corte transversal mostrando os
tubulos seminiferos
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4.6 Analise Imunohistoquimica

4.6.1 Apoptose

No ducto deferente, a analise da apoptose foi semelhante entre grupos em

ambos os ensaios - caspase 3 clivada e TUNEL (p>0,05) (Tabela III, Figuras 19, 20 e 21).

Tabela III — Quantificagdo da apoptose pela caspase-3 clivada e TUNEL no duto
deferente de ratos submetidos a inguinotomia bilateral sem tela
(Controle) e com colocagao de tela (Tela-DD e Tela-FE), em 30 e 90

dias de pds-operatério

DUCTO DEFERENTE
Caspase-3 clivada TUNEL
30 dias 90 dias 30 dias 90 dias
Controle 2,72+1,2 1,73 +1,1 1,22+0,2 0,95+ 0,08
Tela-DD 2,52+0,5 1,45+£0,6 0,96 +0,3 0,68 +0,37
Tela-FE 1,74 £ 0,1 0,84 +0,1 1,3+0,4 0,54 +0,16

Valores de médias + desvio padrao.
Medidas expressas em porcentagem de area positiva
p>0,05 ANOVA two-way

A Caspase 3 - Ducto deferente
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&0 T T &
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P>0,05. ANOVA Two-way.

Figura 19 - Quantificacdo da caspase-3

deferente

(unidade arbitraria/pm?)

B TUNEL - Ducto deferente

4 7

1.5+

:

1.04 '|'
0.5+ T
0.0~ T T
30 dias 90 dias
Il Controle Tela-DD Tela-FE

clivada (A) e TUNEL (B) no ducto



Resultados 35

CONTROL

TELA-DD

TELA-FE

Figura 20 -

DUCTO DEFERENTE — CASPASE-3 CLIVADA

30 DIAS 90 DIAS

3%~ %

E

Fotomicrografias de caspase-3 clivada no ducto deferente de ratos
submetidos a inguinotomia bilateral sem tela (Controle) e com
colocagdo de tela (Tela-DD e Tela-FE), em 30 e 90 dias de pos-
operatorio. Células marcadas em marrom escuro s3o consideradas
positivas (setas). Zoom 200x
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DUCTO DEFERENTE - TUNEL

30 DIAS 90 DIAS

<&

CONTROLE

TELA-DD

TELA-FE

Figura 21 - Fotomicrografias do TUNEL no ducto deferente de ratos submetidos a
inguinotomia bilateral sem tela (Controle) e com colocagdo de tela
(Tela-DD e Tela-FE), em 30 e 90 dias de pos-operatorio. Células
marcadas em marrom escuro sao consideradas positivas (setas). Zoom
200x
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Nos testiculos, ndo houve diferenca para a caspase-3 clivada (p>0,05)

entretanto no TUNEL houve diferenca estatisticamente significante nos grupos com

tela em relagdo ao controle as custas de redugdo da apoptose neste grupo (14,9 em 30

dias para 7,23 em 90 dias). Nos grupos com tela os valores foram semelhantes em

ambas as datas (Tela DD de 16,62 para 16,8 ¢ Tela-FE de 19,54 para 23,17 em 30 ¢

90 dias, respectivamente). (Tabela IV e Figuras 22, 23 e 24).

Tabela IV — Quantificagdo da apoptose pela caspase-3 clivada e TUNEL, no

testiculo de ratos submetidos a inguinotomia bilateral sem tela
(Controle) e com colocagao de tela (Tela-DD e Tela-FE), em 30 e 90
dias de pds-operatorio

TESTICULO
Caspase-3 clivada TUNEL
30 dias 90 dias 30 dias 90 dias*
Controle 11,62+3,4 13,41 +4,4 14,9+2,3 7,23 +2,5
Tela-DD 10,21 +£3,7 14,51 +£3,1 16,62 +5,2 16,8 5,5
Tela-FE 9,7+3,8 9,4+27 19,54 £4,2 23,17+3,8

Valores de médias + desvio padrao.
Medidas expressas em porcentagem de 4rea positiva (unidade arbitraria/um?)
*p<0,05 TUNEL, 90 dias, Controle x Tela-DD e Tela-FE. ANOVA two-way
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*p<0,05, 90 dias Controle x Tela-DD e Tela-FE. ANOVA Two-way

Figure 22 - Quantificacdo da Caspase-3 clivada e TUNEL no testiculo
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TESTICULO — CASPASE-3 CLIVADA

30 DIAS 90 DIAS

CONTROLE

TELA-DD

TELA-FE

Figura 23 - Fotomicrografias da caspase-3 clivada no testiculo de ratos
submetidos a inguinotomia bilateral sem tela (Controle) e com
colocagdo de tela (Tela-DD e Tela-FE), em 30 e 90 dias de pos-
operatorio. Células marcadas em marrom escuro s3o consideradas
positivas (setas). Zoom 400x
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CONTROLE

TELA-DD

TELA-FE

Figura 24 -

TESTICULO - TUNEL

30 DIAS 90 DIAS

Fotomicrografias do TUNEL no testiculo de ratos submetidos a
inguinotomia bilateral sem tela (Controle) e com colocagdo de tela
(Tela-DD e Tela-FE), em 30 e 90 dias de pos-operatorio. Células
marcadas em marrom escuro sao consideradas positivas (setas). Zoom
400x
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4.7 Proliferacao celular

Nos grupos com tela, houve aumento da proliferacdo celular no ducto
deferente tanto em 30 dias quanto em 90 dias (30 dias p<0,05 Controle x Tela-FE; 90
dias p<0,05).

Nos testiculos, a proliferacdo aumentou apenas em 90 dias (p<0,05 Controle

x Tela-DD). (Tabela V, Figuras 25, 26, 27, e 28).

Tabela V- Quantifica¢do da proliferacao celular pelo Ki-67 no ducto deferente e
testiculo de ratos submetidos a inguinotomia bilateral sem tela
(Controle) e com colocagao de tela (Tela-DD e Tela-FE), em 30 e 90
dias de pds-operatorio

Ducto deferente Testiculo
Ki-67
30 dias 90 dias 30 dias 90 dias
Controle 0,005 + 0,0057" 0" 0,23 +0,2 0,41 +0,2"
Tela-DD 0,09 + 0,026 0,14 +0,01% 2,03+1,1 3,84 £ 0,6"
Tela-FE 0,09 + 0,027 0,042 £ 0,001 0,86 0,5 2+0,6

Valores de médias + desvio padrao.
Medidas em unidade arbitraria/um?
*p<0,05 Ki-67 30 dias Controle x Tela-FE
# p<0,05 Ki-67 90 dias Controle x Tela-DD
ANOVA two-way
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Figura 26 - Quantifica¢do do Ki67 no testiculo
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DUCTO DEFERENTE - Ki67

30 DIAS 90 DIAS

CONTROLE

TELA-DD

TELA-FE

Figura 27 - Fotomicrografias do Ki-67 no ducto deferente de ratos submetidos a
inguinotomia bilateral sem tela (Controle) e com colocagdo de tela
(Tela-DD e Tela-FE), em 30 e 90 dias de pos-operatorio. Células

marcadas em marrom escuro sao consideradas positivas (setas). Zoom
50x
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TESTICULO - Ki67

30 DIAS 90 DIAS

CONTROLE |

TELA-DD

Figura 28 - Fotomicrografias do Ki-67 no testiculo de ratos submetidos a
inguinotomia bilateral sem tela (Controle) e com colocagdo de tela
(Tela-DD e Tela-FE), em 30 e 90 dias de pos-operatorio. Células
marcadas em marrom escuro sao consideradas positivas (setas). Zoom
400x
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5 DISCUSSAO

5.1 Racional do trabalho

A hernioplastia inguinal ¢ uma das operacdes eletivas mais realizadas na
cirargica geral ®2. O uso de telas sintéticas foi um marco no tratamento das hérnias.
Desde a utilizagdo por Usher em 1958 3, e a sua popularizagio por Lichtenstein 7 na
década de 80, ocorreu redugao expressiva nos indices de recidiva, com baixa taxa de

10" ¢ proporcionou retorno mais

complicacdo em comparagdo as técnicas sem tela
rapido as atividades fisicas. O tratamento tornou-se eficaz, proporcionando melhor
qualidade de vida 8.

O tipo de tela mais utilizada ¢ a de material sintético de PP, tanto por via
aberta quanto laparoscopica. As telas de PP sdo hidrofobicas, eletricamente neutras e
macroporosas, o que facilita a sua integragao nos tecidos e reduz a possibilidade de
infeccdo. Esse material provoca uma reagdo inflamatéria do tipo corpo estranho ao
seu redor, seguida por fibrose e formagio de cicatriz em rede na parede abdominal '>
15,18, 64 Egsse é 0 mecanismo responsavel pela reducio das recidivas. Entretanto, tém
sido motivo de discussdo por supostamente estar relacionado com a infertilidade,
uma complica¢do iatrogénica rara e antes subestimada 2!

No reparo da hérnia inguinal, os elementos do funiculo espermadtico sdo
amplamente manipulados, de forma que a dissec¢do cirirgica pode acarretar trauma

no ducto deferente, causando mudangas troficas nos testiculos, com consequente

infertilidade. Para tanto, existem dois mecanismos descritos: 1) Lesdo direta dos
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elementos do corddo espermatico durante a manipula¢do cirargica; ou 2) Reagdo
inflamatoria tipo corpo estranho induzida pela tela. A lesdo do testiculo, que
eventualmente leva a atrofia, ¢ relatada em 0,5% dos pacientes com hérnia primdria e
5% com reparos de hérnia recorrente ** . Entretanto, a relagdo causal com obstrugo

dos ductos deferentes e/ou alteragdes testiculares ainda nio foi comprovada 2'.

5.2 Situacio atual do problema

Em revisdo sistematica com sete ensaios clinicos randomizados, os dados
sugerem que a hernioplastia com tela, tanto via aberta quanto laparoscdpica, ndo tem

efeito significante sobre a fertilidade masculina *’

, pois as alteragdes no fluxo
sanguineo testicular sdo transitorias € ndo ha reagdo autoimune clinicamente
relevante *°. Se estas alteragdes nos pardmetros de fluxo permanecem no periodo

pos-operatorio tardio, e se elas tém impacto clinico relevante em eventuais

complicagdes, devem ser avaliadas em estudos clinicos e experimentais adicionais 4°.

5.3 Modelo experimental

Embora existam limitacdes nos modelos experimentais, pelas caracteristicas
inerentes a cada espécie, estes modelos sdo de grande contribuicdo para fazer o
translacional com humanos pois permite realizar analises impossibilitadas por razdes
éticas. As avaliagdes histomorfométricas, de fibras colagenas e imunohistoquimicas
realizadas no presente estudo s6 seriam possiveis em humanos por meio de exames

invasivos para obtencdo de amostras histologicas, o que as inviabiliza. A andlise da
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espermatogénese ¢ amplamente utilizada em estudos clinicos mas, em sua maioria,
ndo faz correlacio com os achados histologicos e marcadores de apoptose e
inflamacdo, por ndo dispor de amostras de tecido do ducto deferente e testiculo.

A maioria dos trabalhos experimentais que avaliam o impacto da
hernioplastia sobre a fertilidade masculina sdo de mais de 10 anos, com resultados
diversos e divergentes. Estes modelos experimentais utilizam técnicas cirurgicas
diferentes para cada lado da regido inguinal do mesmo animal ou diferentes tipos de
tela em cada lado, e analisa apenas a regido do ducto deferente em contato com a
tela. No presente estudo, foi utilizado o mesmo tipo de tela de PP em todos os
animais e a mesma técnica cirirgica em ambas regides inguinais do mesmo animal,
simulando o posicionamento da tela de PP, em relacdo ao ducto deferente e o
musculo, nas duas técnicas utilizadas na pratica clinica, a via anterior e a via
posterior. Com isso, se elimina vieses relacionados a um possivel efeito humoral do
lado contralateral. Para as analises aqui realizadas, foi padronizado sempre o lado
direito de todos os animais.

Estudo prévio do nosso Grupo de Parede Abdominal da Divisdao de Clinica
Cirtrgica IIT do Hospital das Clinicas da FMUSP, comparou ratos adultos intactos
com ratos submetidos a inguinotomia bilateral, disseccdo do ducto deferente, sem
implante de tela. Identificamos a existéncia de um estreitamento anatomico no 1/3
inferior (caudal) do ducto deferente de ratos adultos, em que a espessura da parede ¢é
menor e o didmetro da luz maior *. Achados como estes mostram a relevancia do
grupo controle (sem cirurgia) e do grupo com cirurgia sem uso de tela (inguinotomia)
em um modelo experimental, ambos fundamentais para descrever a anatomia do

animal, possibilitar uma avaliagdo mais detalhada neste 6rgao ou de outras varidveis
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envolvidas (tais como imunohistoquimica e fibrose, por exemplo), além de nortear
estudos futuros dentro da linha de pesquisa.

Dessa forma, julgamos ser passivel de questionamentos os resultados de
modelos experimentais que avaliam os efeitos da tela sem ter um grupo controle para
comparagdo, mesmo que o objetivo desses seja comparar diferentes tipos de tela
entre si no mesmo animal. Baseado neste estudo preliminar e também no preceito da
ética quanto ao uso racional de animais em pesquisa, no presente estudo foi
padronizado como grupo controle animais submetidos a inguinotomia bilateral,
disseccdo do ducto deferente, sem uso de tela pois julgamos ndo ser mais necessario
incluir animais intactos em estudos futuros.

Ainda com base neste estudo prévio, as andlises foram realizadas em
diferentes segmentos do ducto deferente: proximal (acima da tela), medial (em
contato com a tela) e cranial (abaixo da tela). A cirurgia, com ou sem uso de tela por
duas técnicas diferentes, ndo alterou a histomorfometria dos diferentes segmentos do
ducto deferente. Uma vez comprovado que niao ha alteragdo funcionalmente
relevante no ducto deferente, nem a montante (acima) nem a jusante (abaixo) ao
segmento com tela *°, no presente estudo julgamos ser relevante avaliar apenas o
segmento em contato com a tela para otimizar as analises.

Como em humanos algumas alteragdes descritas sdo transitorias '3 21> 36 47
foram realizadas duas datas de eutandsia, tanto no ducto deferente quanto no
testiculo: 30 e 90 dias de pos-operatdrio, que refletirdo achados a médio e longo
prazo, respectivamente. Como o metabolismo do rato ¢ mais acelerado do que o

humano, optou-se por ndo realizar andlises anteriores a 30 dias de pos-operatdrio,

que seriam consideradas de curto prazo .



Discussio 49

5.4  Macroscopia

Na avaliagdo macroscdpica da regido inguinal, os animais do grupo controle
ndo apresentavam aderéncias na regido operada. Ja4 os animais com tela
apresentavam aderéncias envolvendo estruturas adjacentes, sem complicagdes como
hematomas, abscessos ou deiscéncias da ferida operatéria na avaliacdo aos 30 e 90
dias de pods-operatorio. Estes achados sdo semelhantes a analise macroscopica da
implanta¢do de tela de PP no defeito da parede abdominal de ratos ¢’ e observados
em cdes ao se comparar a necropsia de animais submetidos a inguinotomia com ou
sem implante de tela de PP 8.

Apbs a colocagdo da tela tanto por via anterior ou posterior (pré-peritoneal)
em animais de experimentagdo, a reacao inflamatoria que incorpora a tela aparece

entre a 1° a 12° semana 4% 51- 52, 54, 58

. A extensdo da rea¢do inflamatoria ao redor da
tela implantada depende da estrutura e do material incorporado. Os estudos de
biocompatibilidade mostraram que as telas com poros maiores ¢ quantidade reduzida
de PP (baixa densidade) resultam em menor inflamacdo e fibrose apds o implante,

em comparagdo com as telas de alta densidade 4%, como a tela de PP utilizada em

nosso estudo.

No grupo controle, submetido apenas a manipulacdo da regido inguinal (sem
tela), ndo havia aderéncias e nos animais com tela havia aderéncias no musculo,
funiculo espermatico e ducto deferente, sendo a maior aderéncia entre a tela e o

ducto deferente no grupo Tela-DD.
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5.5  Morfologia, morfometria e espermatogénese

O implante da tela de PP ndo alterou a morfologia do ducto deferente ou do
testiculo apds 30 e 90 dias de pos-operatdrio, e também ndo foi observado reagdo
inflamatoria, mesmo no grupo em que a tela fica em contato direto com o ducto
deferente, que teria um risco tedrico maior de reagdo inflamatoria. Pode ser que a
escassez de achados inflamatorios, principalmente no ducto deferente, em que ha
contato direto com a tela, seja pela avaliagdo ser mais tardia, e coincidem com os
relatos da literatura, em que a grande maioria a avaliagdo ¢é realizada apos 90 dias do
implante da tela #!-4%5152,55,57,

O uso da tela reduziu a luz do ducto deferente apds 30 dias, mas em 90 dias
os valores estavam semelhantes ao grupo controle. Estes achados nos fazem supor
que a manipulagdo cirurgica da regido inguinal por si s6 promove alteracdes
transitorias sobre o ducto deferente. Apds 90 dias, o grupo Tela-FE apresentou
espessamento da parede, sem repercussdo sobre a sua luz. Tais achados
histomorfométricos ndo tiveram impacto sobre a espermatogénese, que se encontrava
preservada em todos os animais, a semelhanga de outros relatos #1337,

Talvez a presenga da tela e o processo inflamatério gerado por ela, ndo sejam
0 mais importante para alterar a morfometria do ducto deferente, pois quando
analisamos a lesdo iatrogénica (compressdo direta) do ducto deferente em ratos, sem
uso de tela, as mudancas histopatoldgicas sdo mais intensas e graves, quanto maior
for o trauma, com aparecimento de granuloma espermadtico, fibrose e obstrugdo da

luz *.
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Nossos achados coincidem com os relatos de Berndsen e col. (2004) 3° que
relataram a paténcia do ducto deferente de ratos ap6s 90 dias do implante de tela PP
simulando a técnica de Lichtenstein, além de niveis séricos normais de testosterona.
Estes autores relataram ainda maior inflamacao e fibrose com o uso da tela, mas sem
repercussao nos animais. Estudos semelhantes corroboram que a tela de PP nao altera
os niveis hormonais de testosterona *°, FSH e LH .

Uzzo e col. (1999) 2 foram os primeiros autores a descrever alteragdes
induzidas pelo reparo com tela em experimento com animais. Avaliando apos 6 e 12
meses, cdes da raca beagle submetidos a reparo da hérnia experimentalmente
induzida com tela de Marlex®, observaram redugdo da luz do ducto deferente e
alteracdes testiculares, como hidrocele e isquemia, em metade dos animais
analisados, embora os ductos deferentes estivessem patentes nos exames de
vasografia e o espermograma normal. Além destas alteragdes, outro modelo
experimental em caes, também relatou redu¢do da espermatogénese. Entretanto, este
modelo experimental falha pela falta de homogeneidade da amostra — foram
utilizados caes com varia¢ao de peso de mais de 10kg, sem relato da idade ou raca e
sem avaliacdo fidedigna do estado de saude previamente ao procedimento, o que
pode ser um grande viés 38,

Um dos poucos estudos que relatam alteragdes no ducto deferente de ratos
com comprometimento da sua fungdo foi realizado apds 90 e 120 dias do implante da
tela de PP. Os autores descrevem dificuldade na condugdo dos espermatozoides, com
consequente dilatacdo e acumulo destes no ducto deferente antes da tela de PP, sem
repercussdo sobre o testiculo. Estes autores analisaram cortes transversais do ducto

deferente 4. Os resultados diferem de estudo prévio realizado por nosso grupo em
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que ndo observamos alteracdo no ducto deferente em contato com a tela, tanto em
situagdo proximal ou distal 4 mesma . Estudo em coelhos comparou o efeito da tela
de PP de alta densidade com a tela de PP de baixa densidade (UltraPro®), também
observou obstrucao de até 50% dos ductos deferentes no lado em que foi utilizada a
tela de PP de alta densidade, avaliado através de vasografia, sem afetar a
espermatogénese, apoptose ou proliferagio celular *7. Os modelos citados utilizaram
o lado contralateral como controle, diferentemente do nosso estudo em que foi
utilizada a mesma técnica em ambos os lados do mesmo animal, o que pode justificar

as diferengas nos achados.

5.6  Fibroplasia

O implante da tela de PP induz uma rea¢do de corpo estranho local e
inflamagdo cronica, com envolvimento de fatores inflamatorios sistémicos %, Sendo
assim, o aumento da fibrose apdés o implante ¢ um achado esperado. A questdo
crucial ¢ saber se este aumento ¢ autolimitado e com o tempo, ocorre estabilizacdo da
produgdo de coldgeno, com equilibrio na propor¢do entre colageno imaturo e
maduro. Se a reacdo for exacerbada e houver produ¢do continua e desordenada de
fibras colagenas imaturas, hd um risco tedrico de obstru¢do da luz do ducto
deferente, seja através de mecanismo direto (aumento da espessura da parede) ou
indireto (compressao extrinseca).

Os primeiros estudos com hérnia e sintese de coldgeno ja mostravam que uma
alteracao no balango do colageno tipo III pode estar relacionado ao desenvolvimento

de hérnias ®. A analise da propor¢do de colageno I/III permite avaliar a qualidade do
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colageno no ducto deferente, pois quanto menor a relagdo de colageno I/I1, menor a
forca ténsil, ja que o colageno tipo I é maduro e forte e o colageno tipo III € imaturo
e mais fino, encontrado nas fases iniciais da cicatrizagdo. A cicatrizagdo prejudicada,
com alteracdes na produgdo e degradacdo do colageno, pode levar a menor
estabilidade mecanica do tecido conjuntivo e aumento na recidiva de hérnias. Neste
contexto, o estudo dos tipos de coldgeno pode identificar pacientes de risco para
recidiva 7°. No presente estudo, a quantificacio do tipo de fibras colagenas foi
realizada na parede do ducto deferente ¢ ndo no tecido conjuntivo circunjacente
como realizados em trabalhos prévios.

O implante da tela de PP aumentou o colageno tipo III (imaturo) no ducto
deferente de ambos grupos apos 30 e 90 dias de pds-operatorio, sem interferir no
colageno tipo I (maduro). Nossos achados nos fazem supor que a produgdo de
colageno tipo III ¢ estabilizada ja em médio prazo (30 dias), com integragdo da tela
ao hospedeiro e menor chance de possiveis obstru¢des na luz do 6rgdo em longo
prazo (a partir de 90 dias). Mesmo com a produgdo aumentada de colageno tipo III
nos grupos com tela, ndo houve alteragao histomorfométrica no ducto deferente.

Kolbe e col. (2007) 3 também relataram aumento de fibras colagenas ao
redor da tela de PP apds 30 e 120 dias do implante em ratos, sem diferenga entre as
datas analisadas, entretanto estes autores ndo individualizaram o tipo de fibra
coldgena (I e III), como realizado no presente estudo. Em outro estudo mais recente,
os autores avaliaram o depdsito de colageno na regido em contato com a tela de PP
na parede abdominal de ratos. Houve maior resposta inflamatdria tecidual na fase
precoce (7 dias) com consequente maior depdsito de coldgeno na fase tardia (40 dias)

comparado com outros dois tipos de tela (PP+Poliglactina e PP+Titanio). Estes
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autores ressaltam que a resposta inflamatoria aguda mais intensa nas fases iniciais do
processo, levam a maturagdo tecidual mais rapida, e o consequente aumento do
deposito de colageno na fase mais tardia 7" 72. Em nosso estudo, ndo observamos o
aumento de fibras coldgenas em fase mais tardia como descrito por estes autores, €
sim que a proporc¢do de fibras colagenas foi semelhante em médio e longo prazo (30
e 90 dias, respectivamente). Esta diferenga de achados pode ser devido os parametros
adotados, pois este autor considerou tardio 40 dias apds o implante e em nosso
estudo foi considerado 90 dias, ocasido em que ja deve ter ocorrido estabilizacdo do

processo cicatricial.

5.7 Apoptose

A tela de PP nao induziu apoptose no ducto deferente, mas no testiculo
promoveu aumento em longo prazo (90 dias). Na verdade, esse resultado no testiculo
se deu pela maior redu¢dao da apoptose de 30 para 90 dias no grupo controle em
comparagdo com os grupos com tela. Nestes ultimos, os valores permaneceram
praticamente semelhantes em ambas as datas de observacdo e coincidem com os
relatos na literatura de andlises tardias, com 120 e 180 dias pelo bcl-2 e TUNEL,
respectivamente 3% %6,

Estudo mais recente relata alteracdes morfoldgicas nos tubulos seminiferos de
ratos apos 90 dias do implante (formagdo de cavidades), além da reducdo no numero
de espermatozoides tipo a+b e aumento de anticorpos anti-esperma e do fator indutor
de hipoxia (HIF-1a) nos testiculos . A significincia clinica destes achados poderia

ser mais bem avaliada se os animais fossem acasalados, o que nao foi realizado.



Discussio 55

5.8 Proliferacao

O implante da tela de PP induziu aumento na proliferacdo celular no ducto
deferente e testiculo apenas no grupo Tela-DD. Nossos resultados coincidem com
dois autores que utilizaram o PCNA como marcador de proliferacdo celular em ratos,
comparando os achados de 7 para 90 dias ®* e 30 para 120 dias >. Entretanto, ambos
autores ndo deixam claro qual tecido foi analisado — no ducto deferente em contato
com a tela ou no tecido circunjacente. E valido ressaltar que mesmo com o aumento
da proliferacdo celular e das fibras colagenas, ndo houve redugdo da fertilidade
desses animais quando acasalados >°.

Os resultados da imunohistoquimica devem ser analisados em conjunto:
embora tenha ocorrido aumento da proliferagdo celular, ndo houve aumento
concomitante da apoptose, 0 que mostra que as alteracdes da proliferacio celular em
longo prazo podem ser compensatdrias as alteracdes inflamatdrias que ocorreram nas
fases iniciais € ndo comprometem a funcionalidade do 6rgdos avaliados, j4 que ndo

houve obstrucao da luz do ducto deferente ou alteragao na espermatogénese.

Consideracoes finais

Ressaltamos a importancia do modelo experimental pois permite a analise de
multiplas varidveis em conjunto de dois 6rgdos do aparelho reprodutor masculino. A
consisténcia de tais achados fornece subsidios para a pesquisa translacional na linha
de pesquisa de infertilidade e hérnia, embasando paradigmas ja existentes ou novos
que venham a surgir.

A maioria dos trabalhos experimentais analisaram o ducto deferente ou o

testiculo separadamente, sendo este tltimo menos explorado. A andlise do testiculo
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pela histologia, imunohistoquimica e espermatogénese ¢ um diferencial do nosso
trabalho.

A quantificacdo e analise da qualidade das fibras colagenas no ducto
deferente, ¢ uma grande contribui¢ao deste trabalho pois os poucos estudos prévios
com analise semelhante, a fizeram no tecido conjuntivo circunjacente a tela, e ndo na
parede do ducto deferente. Com isso, mostramos que o aumento de coldgeno no
ducto deferente, induzido pela tela de PP, se deve as custas de coldgeno tipo III
(imaturo e menos firme), ndo alterando a histomorfometria desta estrutura.

Analisados em conjunto, nossos resultados mostram que a tela de PP, seja em
contato direto ou ndo com as estruturas do funiculo espermatico, induz alteragdes
transitorias e sem impacto negativo na funcionalidade do ducto deferente e do

testiculo.
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6 CONCLUSAO

O implante da tela de PP na regido inguinal bilateral de ratos, em contato

direto ou ndo com as estruturas do funiculo espermatico:

Promoveu a formag¢ao de aderéncias;

e Naio alterou a morfologia do ducto deferente e do testiculo;

e Preservou a espermatogénese;

e No ducto deferente promoveu redu¢do do diametro da luz (30 dias),
aumento da espessura da parede (90 dias), aumento do colageno tipo III e
da proliferagao celular (30 e 90 dias), sem alteracdo no colageno tipo I e

apoptose (p>0,05);

e No testiculo, a apoptose foi mantida nos grupos com tela (90 dias) e a
proliferacdo celular foi maior no grupo em que a tela estava em contato

direto com o ducto deferente em 90 dias.

Analisados em conjunto, nossos resultados mostram que a tela de PP, seja
contato direto ou ndo com as estruturas do funiculo espermatico, induz alteragdes

transitorias sem impacto negativo na funcionalidade do ducto deferente e testiculo.
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Anexo 1 — Carta de aprovacio do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa

- WA Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
MEDICINA Avenida Dr. Arnaldo, 455
T Pacaembu — Sao Paulo — SP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o projeto intitulado “Impacto da
hernioplastia inguinal bilateral na fertilidade de ratos: Estudo do ducto
deferente e testiculos” protocolo n® 089/15 sob a responsabilidade de
Edivaldo Massazo Utiyama e Sérgio Henrique Bastos Damous, apresentado
pelo Departamento de Cirurgia - que envolve a produ¢do, manuten¢do e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com o0s
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade de Medicina da USP em reuniao de

24.06.2015.
Vigéncia do Projeto Maio/2017
Espécie/linhagem rato
N© de animais 30
Peso/Idade 250 grs
Sexo macho
Origem Biotério do ICB

CEUA-FMUSP, 24 de Junho de 2015

Dr. Eduardo Pompeu
qurdenador
Comissio de Etica no Uso de Animais

Comissao de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua.fm@usp.br
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