202

ARTICULO

La torsion del cordon espermatico en ratas
prepuberales y sus efectos seminales

-
en el testiculo contralateral
Dres. V. Ortiz, E.J. Araujo
Disciplina de Técnica Operatoria y Cirugia Experimental de la Universidad Federal de San Pablo (UNIFESP-EPM), Laboratorio de

Técnica Operatoria y Cirugia Experimental de la Universidad de Santa Catarina y Servicio de Cirugia del Hospital Infantil Joana
de Gusmao. Floriandpolis, SC, Brasil.

Es muy discutido el efecto que produce la torsion del corddén espermatico en el testiculo
Resumen contralateral y la influencia del testiculo isquémico. Sus efectos fueron estudiados en ani-

males adultos. En los seres humanos su frecuecia es mayor en la infancia y adolescencia.
Se realizé un estudio del testiculo contralateral en ratas prepuberales sometidas a la torsién del corddn espermé-
tico, conservando o no el testiculo torcido*. Fueron utilizadas 120 ratas Wistar de 35 dias, divididas en 3 grupos:
Anestesia, Simulado y Torsidn. La evaluacion fue hecha a los 70 y 105 dias de vida, investigindose el peso testicu-
lar, la motilidad y concentracién de los espermatozoides. El semen de la rata fue obtenido por la microaspiracion
del tubulo seminifero en la cola del epididimo, modificacion hecha por los autores de la técnica de micropuncién
del conducto. Se observo que la motilidad de Jos espermatozoides disminuyd en las ratas mayores cuando se man-
tuvo el testiculo torcido . La concentracion fue siempre superior en los animales con edad de 105 dias, sin cambios
significativos cuando el testiculo torcido fue extirpado. El peso testicular no demostré diferencia relacionada a los
diferentes procedimientos o edades. La evaluacidn de estos animales jévenes de 70 dias no es recomendable pues
no alcanza la madurez sexual completa. La obtencidn del esperma del tubulo seminifero a través de la microaspi-
racion permitié evaluar el potencial reproductivo de la rata, de acuerdo con los parametros seminales estudiados.

Palabras clave: Torsion del cordon espermatico - Testiculo - Semen

There has been much controversy regarding the effect of spermatic cord torsion and its
Summary effects on the contralateral testis. This effects have been studied in adult animals. in humans

its frequency is greater during infancy and adolescence. We studied the changes in the con-
tralateral testis after spermatic cord torsion in prepubertal rats while keeping the ischemic testis. On-hundred and
twenty Wistar rats, 35 days old, were divided in three groups: anesthesia, sham and torsion. Evaluation of the con-
tralateral testis occurred between day 70 and 105 of life, measuring testicular weight, motility and concentration of
spermatozoids. Rat semen was obtained by micro-aspiration of the seminiferous tubules at the end of the epididymis,
a modification created by the authors. The motility of the spermatozoids decreased in mature rats when the ischemic
testis was not resected. Spermatozoid concentration was always higher in rats above 105 days without significant
changes after removal of the ischemic testis. Testicular weight showed no change related to the different procedures
or age of the rat. Evaluation of young animals around 70 days old is not justified as they have not achieved complete
sexual maturity. Our techniques of sperm micro-aspiration permits evaluate the reproductive potential of the rat.

Index words: spermatic cord torsion - testes - semen

*N del T: esta palabra no esta usada en el sentido habitual y familiar del término. A lo largo del texto debe enten-
derse como el resultado de una torsidn
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A torcdo do corddo espermatico é muito discutida principalmente quanto ao seu efeito
contralateral e a influéncia do testiculo isquémico. Tem sido bastante estudada em ani-
mais adultos embora, no homem, incida mais na infancia e adolescéncia. Por isso foi
estudado o testiculo contralateral de ratos pré-puberais submetidos a tor¢do do corddo espermdtico, manten-
do-se ou ndo o testiculo torcido. Foram utilizados 120 ratos Wistar, com idade de 35 dias, divididos em 3 gru-
pos: Anestesia, Simulado e Torgdo. A avaliagdo foi feita aos 70 ou 105 dias de vida, estudando-se o peso testic-
ular, a motilidade e a concentracdo dos espermatozdides. O sémen do rato foi obtido pela microaspiragdo do
tabulo seminifero na cauda do epididimo, uma modificagdo, pelos autores, da técnica de micropuncao do ducto.
A motilidade dos espermatozéides diminuiu nes animais madures quando o testiculo torcido foi mantido. A
concentracdo de espermatozéides foi sempre superior nos animais com idade de 105 dias, embora ndo tenha
sido significante quando o testiculo torcido foi retirado. O peso do testiculo ndo mostrou diferenca em relagdo
ao procedimento ou as diferentes idades. A avaliacdo desses animais em idades jovens, de aproximadamente 70
dias, ndo é recomenddvel pois ndo representa a sua matiridade sexual completa. A obtencdo de esperma do
tubulo seminifero através da microaspiracdo permitiu avaliar o potencial reprodutivo do rato, de acordo com
os pardmetros seminais estudados.

Resumo

Palavras chave: Tor¢do do corddo espermatico - Testiculos - Sémen.

La torsion del corddn esper- 8,9,10,11,12

matico (TCE) fue descripta

Diversos autores observaron repercusién con-

Introduccién tralateral, al contrario de otros que también estudia-

inicialmente por Delasiau-
ve', en 1840. Desde entonces el trabajo de mayor im-
pacto sobre el tema fue el de Krarup?, que estudi6 a
19 hombres que habian sufrido TCE unilateral, con
espermogramas que demostraron anormalidades en
18, quienes como consecuencia presentaron infertili-
dad. Tres hipotesis tratan de explicar el dafo de la
funcién testicular luego de una torsién unilateral: a)
lesiones isquémicas en ambos testiculos por torsion
previa®, b) ambos testiculos tendrian defectos previos
que condicionarian la torsién?, y ¢) la torsion unilate-
ral podria afectar al testiculo contralateral®.
Harrison y Oettlé® fueron quienes primero demos-
traron en ratas el efecto de la isquemia transitoria del
testiculo sobre las células espermatogénicas. La mayo-
ria de los trabajos se realizaron en ratas adultas, pero
en seres humanos la TCE es mas frecuente en la infan-
cia y adolescencia®’. El primer trabajo en ratas prepu-
beres fue realizado por Cosentino y col.®. Hay diver-
gencias en las investigaciones sobre TCE en ratas pre-
puberes y la repercusion en el testiculo contralateral.

ron ratas prepuberes sin observar dafio contralate-
ral'>1%151817 "E| mecanismo de la lesién es desconocido
y tampoco esta claro si estd relacionado con la pre-
sencia del testiculo torcido. Los trabajos experimenta-
les que demostraron dafio del testiculo contralateral,
sugieren que habrfa una relacién directa con la pre-
101112 pero quienes no
demostraron lesion contralateral consideraron inne-
cesaria la orquidectomia, principalmente en jévenes.

Un hecho relevante de estas investigaciones fue la
edad del animal al momento de ser evaluado .Traba-
jos con animales jovenes que presentaron dafio con-
tralateral, evaluaron ratas en edades mas preco-
ces®*'%"? en tanto aquellas que no demostraron da-
fio, evaluaron las ratas tardiamente'*'>'®, Este estu-
dio fue realizado con el objetivo de evaluar el testi-
culo contralateral de ratas prepuberes, sometidas a
una TCE en 2 edades diferentes y mediante parame-
tros seminales (motilidad y concentracion de esper-
matozoides) y peso testicular, comparado con la pre-
sencia o no del testiculo torcido.

sencia del testiculo isquémico
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Se utilizaron 120 ratas albi-
nas machos, de linaje Wistar
(Rattus norvergicus albinus,
Rodentia Mamalia) de 35 dias, obtenidas del Bioterio
Central de la Universidad Federal de Santa Catarina,
divididos en 3 grupos de 40 ratas: Anestesia, Simula-
do y Torsion.

Fueron mantenidas sélo con agua las 12 horas
previas al experimento; las ratas recibieron una in-
yeccion intraperitoneal de 0,002 mg de atropina.
Transcurridos 10 minutos se aplicé una inyeccion in-
traperitoneal de 0.1 ml de una solucion de Ketamina
y Xilazina, en proporcién de 2:1.

En el grupo Anestesia, los animales fueron some-
tidos sélo al procedimiento anestésico. En el grupo
Simulado, los animales fueron sometidos solo a una
via de acceso al escroto izquierdo. En el grupo Tor-
sion, los animales fueron sometidos a una torsion del
cordon espermatico izquierdo de 720°, durante 6 ho-
ras. Transcurridas 6 horas, la mitad de cada grupo de
los animales fue sometida a orquidectomia izquierda
(20 de cada grupo). En la mitad del grupo Torsion el
testiculo izquierdo fue extirpado (n=20) y en la otra
mitad, fue destorsionado (n=20).

A la edad de 70 o 105 dias los animales fueron so-
metidos a igual procedimiento anestésico. Inicial-
mente el hemiescroto izquierdo fue reexplorado pa-
ra verificar el aspecto macroscopico del testiculo. A
continuacion se accedié al hemiescroto derecho, con
exteriorizacion del testiculo, se tomé una muestra de
semen para analisis y se pesé el testiculo.

La técnica de microaspiracion del epididimo de la
rata consistio en utilizar un microscopio quirargico
De Vasconcelos con aumento de 16X y se realizé una
seccion transversal completa del tabulo, con apari-
cién de semen. Con el auxilio de una micropipeta con
capacidad de 5 microlitros se aspiré el esperma colo-
candose en 100 microlitros de NaCl al 0,9% manteni-
do en una temperatura de 37° C.

La motilidad de los espermatozoides fue evaluada
entre lamina y laminula utilizando un microscopio de
luz para uso clinico. Los campos fueron rastreados
hasta el conteo de cien espermatozoides sucesivos,
clasificados en moviles e inmoviles.

La concentracion de los espermatozoides fue eva-
luada en cdmara de Makler. Fueron realizados 3 con-
teos: el primero en 10 cuadrados y multiplicados por

Material y método

1.000.000; el segundo en 50 cuadrados y multiplicado
por 500.000; al tercero en 100 cuadrados y multiplica-
do por 100.000. Los tres resultados fueron sumados y
divididos por 3 obteniéndose una media simple que
fue multiplicada por 20, como factor de correccion
por la dilucién hecha en la micropiteta del tabulo. El
peso testicular fue evaluado en relacién al peso cor-
poral (peso testicular/peso corporal X 100). °

Los animales fueron sacrificados por exanguinacion.
Los resultados fueron sometidos a los tests estadisticos
de Kruskal-Wallis y de Mann-Whitney. Se fijo en 5% el
nivel de rechazo de la hipé6tesis de nulidad (p<0,05).

En el grupo de animales en
que fue realizada la torsion
del cordéon espermatico
(n=40), al segundo procedimiento (6 horas después)
el testiculo torcido estaba isquémico en 37 (92,5%) y
ciandtico en 3 (7,5%), no obstante la torsion y fija-
cion. En el momento de la evaluacion, entre los 70 y
105 dias, la exploracion del hemiescroto izquierdo re-
veld que entre los animales cuyo testiculo torcido fue
mantenido (n=20), el mismo se encontraba atréfico
en 16 ratas (80%) y de aspecto macroscopicamente
normal en 4 (20%). Los testiculos de aspecto normal
en el segundo procedimiento no eran los mismos de
apariencia normal al momento de la evaluacién. La
microscopia revelé que en 3 animales los testiculos
torcidos estaban apenas congestivos en ocasion del
segundo procedimiento y en otros 4 animales sucedié
lo contrario: estaban bastante comprometidos cuan-
do se destorsionaron y al evaluarse habia una leve hi-
potrofia. De las 120 ratas, 2 fallecieron y en un terce-
ro la muestra fue danada.

En lo que se refiere al parametro seminal motili-
dad, comparando los grupos de animales torsion con
los controles (Fig.1): en los animales de 105 dias
(adulto madure) en que el testiculo torcido se mantu-
vo (Tm), la motilidad fue significativamente menor
(media de 38% contra 45% y 58%, respectivamente).
Al comparar los animales de 70 y 105 dias, no hubo
diferencias significativas en cuanto a la motilidad de
los espermatozoides del testiculo contralateral.

Comparando los animales en cuanto a presencia o
no de testiculo torcido (Fig.2), quedé demostrada
una disminucién significativa de la motilidad de los
espermatozoides del testiculo contralateral en las ra-

Resultados
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tas de 105 dias cuyo testiculo torcido fue mantenido 20k

en relacién a aquellas en que fue extirpado.

En cuanto al pardmetro seminal concentracion,
comparando los animales del grupo torsion con los
controles (anestesia y simulacion) no hubo diferen-
cia. Comparando los animales de 70 a 105 dias en

cuanto a la concentracion de los espermatozoides del Fig. 3: comparacion de la concentracion entre los animales con
testiculo contralateral (Fig.3): todos los animales en 70 y 105 dias. (*) 70<105 dias.
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edad sexualmente madura (105 dias) tuvieron con-
centracion superior respecto a los més jovenes. Este
dato aislado no fue significativamente diferente en
las ratas de 105 dias cuyo testiculo torcido fue extir-
pado Comparando los animales en cuanto a la pre-
sencia o no del testiculo torcido, la concentracion de
espermatozoides no demostré diferencia.

Con referencia al pardmetro peso testicular / peso
corporal, la comparacién entre el grupo torsion y sus
controles, en diferentes edades y coen o sin perma-
nencia del testiculo torcido, no demostraron diferen-
cias significativas.

En los estudios experimenta-
les en ratas varia mucho la
forma de evaluacion del tes-
ticulo: histologia®*'*'*", test de fertilidad®*'*'*"*, pe-
so testicular'®, dosaje de anticuerpos, dosaje de DNA
en las células testiculares como indice de espermato-
genesis'?, dosajes iormonales', medida de produccion
diaria de esperma'® y estudios bioquimicos'’.

Cada tipo de evaluacion ofrece ventajas y desven-
tajas. Los métodos histolégicos son formas indirectas
de evaluar la funcién testicular, bastante utilizados y

Discusién

también criticados porque siempre quedan dudas en
cuanto a si las lesicnes celulares observadas son pre-
dictivas para la calidad de la produccién espermatica
y la fertilidad del animal, en virtud de la heterogeni-
cidad del tejido testicular. Es imposible saber si estos
aspectos, muchos de ellos subjetivos, reflejan real-
mente la realidad, a diferencia de los métodos cuan-
titativos™'**".

Heindel y col.'” muestran discrepancia entre un
tipo muy comln de evaluacion histologica (la me-
dida del diametro de los tubulos seminiferos) y la
fertilidad. Kamada y col.”” no consideran confia-
bles los métodos histoldgicos como el nimero de
tubulos y la medicion del diametro de los tibulos
seminiferos. Ryan y col.” manifestaron que las eva-
luaciones histoldgicas reflejarian en parte la madu-
racion espermatica y no una medida de la produc-
cién de esperma.

El nimero de fetos o crias como método de eva-
luacién de la fertilidad del animal y su capacidad re-
productora, es cuantitativo y bastante reconocido.
También es una forma indirecta de evaluacién de la
funcién testicular, que ademas depende de la in-

fluencia de las hembras. Se utilizan mas animales y el
estudio requiere mas tiempo.

Del mismo modo que se deben uniformar los ani-
males por su edad para estandarizar el experimento
y evaluar el tipo de torsién y su duracion, también
debe elegirse y establecerse una forma de evalua-
cién, que de preferencia sea equivalente para cual-
quier laboratorio de analisis y que puedan Felacio-
narse con los estudios clinicos.

Ryan y col.” manifestaron que siendo el testiculo
una glandula también exdcrina, seria mejor evaluar-
lo midiendo la cantidad y calidad del semen produci-
do, métodologia logica y cientifica, o recolectando
los espermatozoides de la rata lavando el conducto
deferente.

Como el parametro mas comin de evaluacion de
la fertilidad del hombre es el espermograma, hay que
adecuar los estudios experimentales para establecer
la correlacion.Con esta idea y partiendo de técnicas
originales de micropuncién glandular posteriormente
desarrolladas para estudiar el contenido de los tubu-
los seminiferos?®***, se realizé una microaspira-
cién del esperma de la cola del epididimo de la rata.

Este estudio se diferencia de los anteriores por
haber estudiade la rata en la fase prepuberal, com-
parando dos edades diferentes en relaciéon a la madu-
rez sexual y en cuanto a la presencia o no de torsion
del testiculo. La otra diferencia fue el método de
evaluacion y obtencién del material: la funcién testi-
cular fue evaluada por la motilidad y concentracion
de los espermatozoides y el semen fue obtenido por
microaspiracién en la cola del epididime.

Es casi unanime la utilizacion de ratas como mo-
delo experimental de torsion inducida, pero la mayo-
ria de los experimentos son en animales adultos, a
pesar que la TCE en humanos predomina debajo de
#7118 Entonces, si la torsion es mas fre-
cuente en la infancia y la adolescencia, los experi-
mentos deberian ser realizados en animales jove-
nes®'*'. Antes de 45 dias no existen espermatozoi-
des en los tibulos seminiferos de la rata' o sea que
hasta los 35 dias éstas podrian ser comparadas a la
etapa prepuber y a la adolescencia humana®*'"'>1%,

Robb y col.” evaluaron el testiculo y el epididimo
de ratas entre 20 y 125 dias de vida, observando que:
el crecimiento testicular continda hasta 100 y 125
dias. Las reservas espermaticas en la cola del epididi-

los 16 afios
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mo aumentan hasta los 100 dias y para ser estudiados
en fase sexualmente madura, deben tener mas de 100
dias para ser considerados adultos.

Segun los hallazgos, el aspecto aparentemente
normal de un testiculo destorsionado no permite ase-
gurar su viabilidad.

El potencial fértil del animal en los casos con re-
percusion testicular, no se puede establecer solo con
la concentracion de espermatozoides; en el subgrupo
motilidad se demostré un conteo elevado con dismi-
nucion de la motilidad.

Turner en 1985, evaluando ratas adultas, utilizé
los mismos parametros y verificé disminucién de la
motilidad de los espermatozoides sélo en el testiculo
torcido y no en el contralateral. Merimsky y col.® ve-
rificaron disminucién no significativa de la motilidad
de los espermatozoides, en el testiculo contralateral
de animales adultos sometidos a ligadura del cordén.

La concentracion de espermatozoides superior
aunque no significativa solamente en los animales
cuyo testiculo torcido fue extirpado, da margen a
otra duda: ausente el testiculo isquémico y siendo la
motilidad normal; ¢no es necesario el aumento com-
pensatorie de la concentracién de espermatozoides?

Esta mayor concentracién de espermatozoides en
los animales de 105 dias en relacién a los de 70 dias
en practicamente todos los grupos del experimento,
corrobora los hallazgos de Robb y col.” y evidencia
una discordancia con los trabajos que estudian la TCE
en ratas prepuberales, evaluandolas al inicio de la
madurez sexual. Probablemente muchos dafios histo-
légicos en perjuicio de la fertilidad se deben mas a la
edad del animal que a la torsion del testiculo. Queda
asi demostrado que en las ratas de Wistar una eva-
luacién de la funcién exécrina testicular no debe ser
realizada antes de los 100 dias de vida.

Partiendo de este método usado para la obten-
cion de esperma, la funcion exocrina de uno o de am-
bos testiculos puede ser evaluada, juntas o por sepa-
rado y el material recogido puede utilizarse para
cualquier tipo de test clinico. Es de conecimiente que
los parametros seminales no reflejan fielmente el po-
tencial reproductor del animal, ya que éste depende
principalmente de la capacidad fértil del espermato-
zoide, evaluada con métodos técnicamente mas acce-
sibles.

Un hallazgo curioso es que los animales adultes

jévenes presentaron motilidad de los espermatozoi-
des, practicamente igual a los adultos maduros. La di-
ferencia entre ellos fue mas evidente en lo que se re-
fiere a la concentracién de los espermatozoides, ma-
yor en las ratas adultas maduras. Impresiona que pa-
ra la madurez reproductora, la motilidad es mas im-
portante que la concentracién.

La torsién del cordén espermatico, en ratas pre-
puberales, observados hasta la edad de 70 y 105 dlas.
permitio concluir que no se altera la concentracién
de espermatozoides del testiculo contralateral y dis-
minuye el porcentaje de espermatozoides moviles del
testiculo contralateral a los 105 dias, cuando se con-
serva el testiculo torcido.
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