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RESUMO

BENZI, Tatiana Silva Costa Gregory. Andlise da vascularizacao do testiculo abdominal em
fetos humanos: bases anatdmicas para a Cirurgia de Fowler-Stephens. 2023. 80 f. Tese
(Doutorado em Fisiopatologia e Ciéncias Cirlrgicas) - Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

O testiculo abdominal alto, com vasos gonadais curtos em pacientes com criptorquidia
é uma condicdo desafiadora. A cirurgia de Fowler-Stephens é o procedimento padrdo-ouro
nesses casos. Existem estudos sobre a realizacdo dessa cirurgia em 1 ou 2 tempos e 0
conhecimento da vascularizagdo do testiculo abdominal alto € o ponto chave para a realizacéo
desse procedimento. Estudos sobre a vascularizacdo de testiculos abdominais sdo raros e
estudos histoldgicos sobre a vascularizagdo testicular abdominal inexistentes na literatura. O
objetivo desse trabalho foi determinar o percentual da area ocupada por vasos na por¢ao
superior e por¢do inferior de testiculos de fetos humanos. Foram estudados 34 testiculos de 19
fetos humanos com idades entre 12 e 19 semanas p6s-concepc¢do (SPC) (média de 15 SPC).
Os fetos estavam macroscopicamente bem preservados, com auséncia de anomalias dos
sistemas urinario e genital. Os testiculos foram dissecados e processados para inclusdo em
parafina. Foram feitos cortes de 5 um com intervalos de 15 pm. Os cortes foram corados pelo
Tricrdmico de Masson e marcados com anticorpo CD31 para identificacdo e quantificacdo
dos vasos. As imagens foram obtidas com um microscopio Olympus BX51 e cémera
Olympus DP70 acoplada. A densidade de area foi feita utilizando-se o programa ImageJ e
plugin grade de 100 pontos. Foi tragada uma linha aproximadamente na por¢do mediana, no
sentido transversal, dividindo o testiculo em porcdo superior e porcdo inferior. A analise
estatistica foi feita utilizando-se o programa GraphPad Prism. Para a comparacdo da
densidade de area dos vasos da porcdo superior e inferior dos testiculos foi utilizado o teste-t
de Student ndo pareado. Também foi realizada analise de regressdo linear utilizando-se as
variaveis peso, idade fetal com testiculo direito e esquerdo e porcdo superior e inferior dos
testiculos. O peso dos fetos variou de 58g a 551g com média de 222,5g; Comprimento total
entre 11cm e 56,5cm com média de 23,2cm; comprimento vértice coccix entre 8cm e 25cm
com média de 15,3cm. Considerando todos os 34 testiculos observamos que a média de vasos
na porcao superior foi de 7,6% com maximo de 15% e minimo 4,6%. Na por¢do inferior
5,11%, maximo 9,8%, minimo 2,3%, p = 0,0001. N&o observamos diferenca entre o testiculo
direito e esquerdo em relacéo a area vascularizada, no periodo estudado. A porgéo superior do
testiculo apresentou maior densidade de &rea ocupada por vasos sanguineos quando
comparado & porcao inferior. As analises de regressdo linear ndo apresentaram significancia
estatistica. Esses resultados confirmaram a importancia de se realizar uma minima
manipulacdo na extremidade inferior do testiculo durante a realiza¢do da cirurgia de Fowler-
Stephens.

Palavras-Chave: criptorquidia; cirurgia de Fowler-Stephens; fetos; migragéo testicular;

vascularizagéo.



ABSTRACT

BENZI, Tatiana Silva Costa Gregory. Analysis of abdominal testicle vascularization in
human fetuses: anatomical bases for Fowler-Stephens Surgery. 2023. 80 f. Tese (Doutorado
em Fisiopatologia e Ciéncias Cirdrgicas) - Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

High abdominal testis with short gonadal vessels in patients with cryptorchidism is a
challenging condition. Fowler-Stephens surgery is the procedure of choice in these cases.
There are studies about performing this procedure in 1 or 2 stages, and knowledge of the
testicle’s vascularization is a key factor to perform this procedure. Studies on the
vascularization of abdominal testicles are rare and histological studies on abdominal testicular
vascularization are nonexistent in the literature. The objective of this study was to determine
the percentage of area occupied by vessels of the upper and lower portions of human fetal
testicles. 34 testicles from 19 human fetuses aged 12 to 19 weeks post conception (WPC)
(mean 15 WPC) were studied. The fetuses were macroscopically well preserved, with no
abnormalities of the urinary and genital systems. The testes were dissected and processed for
paraffin embedding. Sections of 5 um with intervals of 15 pum were made. The sections were
stained by Masson's Trichrome and marked with CD31 antibody for vessel identification and
quantification. Images were obtained with an Olympus BX51 microscope and Olympus DP70
camera attached. Area density measurement was done using the ImageJ program and 100-
point grid plugin. A line was drawn approximately in the median portion dividing the testis
into upper and lower portion. Statistical analysis was done using the GraphPad Prism
program. The unpaired Student's t-test was used to compare the vessel area density of the
upper and lower testicles. Linear regression analysis was also performed using the variables
fetal weight, fetal age with right and left testis and upper and lower portion of testis. Fetal
weight ranged from 58g to 551g with a mean of 222.5g; total length between 11lcm and
56.5cm with a mean of 23.2cm; vertex coccyx length between 8cm and 25cm with a mean of
15.3cm. Considering all 34 testicles, we observed the mean number of vessels in the upper
portion was 7.6% with maximum 15% and minimum 4.6%. In the lower portion 5.11%,
maximum 9.8%, minimum 2.3%, p = 0.0001. We did not observe any difference between the
right and left testicle regarding the vascularized area during the studied period. The upper
portion of the testicle showed higher density of area occupied by vessels blood when
compared to the lower portion. The linear regression analysis did not show statistical
significance. These results confirmed the importance of performing a minimum manipulation
of the lower extremity of the testicle during Fowler-Stephens surgery.

Keywords: cryptorchidism; Fowler-Stephens Surgery; testicles; fetuses; testicular migration;

vascularization.
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INTRODUCAO

Idade gestacional

Na linha do tempo do desenvolvimento humano, s&o consideradas: semanas
gestacionais, estagios e tempo de desenvolvimento fetal. Semanas gestacionais sdo
contabilizadas a partir do primeiro dia do Gltimo periodo menstrual. Os estagios, sao divididos
de 1 a 23 e denominados estagios de desenvolvimento Carnegie (Figura 1). Eles abrangem o
periodo do desenvolvimento desde a fertilizacdo até 8 semanas completas, fim do periodo
embrionario. Durante este periodo surgem 90% das mais de 4.500 estruturas do corpo adulto.
O tempo de desenvolvimento fetal passa entdo a ser contabilizado a partir da fertilizacdo o
que se caracteriza como semana poOs-concepcdo, ndo como idade clinica ou gestacional
(HILL, 2018).

Figura 1 - Estagios de Carnegie

- Dr Mark Hill
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Legenda: Estagios de desenvolvimento de Carnegie, nomeados de 1 a 23- compreendem desde a fertilizacao
até 8 semanas completas de desenvolvimento embrionério.
Fonte: Hill, 2018.
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Vérios pardmetros foram propostos para determinar a idade gestacional de fetos
humanos, sendo que o comprimento veértice-coccix e o peso fetal sdo alguns dos mais
importantes (MANTONI & PEDERSEN, 1982; KOPTA; MAY; CRANE, 1983).

O padrdo de afericdo mais utilizado até hoje para determinar a idade gestacional é o
descrito por Streeter em 1920, onde ele mede o maior pé do feto humano 3 vezes e usa a
média dessas afericdes para determinar a idade gestacional (HERN, 1984).

Outro estudo para o célculo da idade fetal foi de Mercer et al. em 1987, onde eles
compararam as medidas dos pés em exames ultrassonograficos pré-natais com as medidas
pos-parto. O comprimento médio do pé de ambos 0s grupos seguiu de perto a curva preditiva
de Streeter para comprimento do pé versus idade gestacional. Assim, concluiram, que a
medicdo do comprimento do pé fetal é um estimador confiavel da idade gestacional entre 12 e
40 semanas em gestacdes normais. Sendo valido também para as gestacdes multiplas,
complicadas por diabetes e que apresentam anencefalia e displasia de membros curtos.

Téao importante quanto esses estudos citados anteriormente, é o trabalho de Sampaio &
Aragdo (1990), que mostra uma analise com 240 de fetos masculinos e femininos por meio do
método alométrico. O objetivo deste estudo foi avaliar o crescimento renal fetal e fornecer
equacOes e curvas de crescimento do comprimento do rim em relacdo a idade gestacional.
Eles concluiram que as equacfes e curvas de crescimento do comprimento renal podem ser
usadas como um meio inicial de deteccdo do desenvolvimento renal fetal anormal e como um

indice auxiliar para a determinacédo da idade gestacional.

Embriologia

Além da compreensdo do calculo da idade fetal, & importante 0 entendimento da
formacé&o das estruturas do corpo humano.

Este estudo analisa caracteristicas do sistema urogenital, por isso damos énfase no
conhecimento desta area, mostrando que o desenvolvimento normal do sistema urinario e
genital humano masculino e feminino, € de grande importancia e estabelece as bases para a
compreensdo de malformacdes congénitas que acometem esses sistemas (SHEN et al., 2018;
FAVORITO & SAMPAIO, 2014).
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E sabido que o desenvolvimento do sistema urogenital € um processo complexo, que
envolve interagcbes coordenadas entre as vias moleculares e hormonais em uma ordem
rigorosamente preestabelecida (PASK, 2016).

O testiculo humano ¢ originado a partir do espessamento de epitélio celomatico do
ducto mesonéfrico. A embriogénese testicular comeca na quinta semana de gestacdo através
do espessamento do epitélio celomatico na regido medial do mesonefro, com a formacao da
crista genital. Neste local, ha o crescimento dos corddes sexuais primarios (ou primitivo) para
o0 interior do mesénquima subjacente, onde se inicia a formacdo da gdnada indiferenciada
(MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016).

Na sétima semana de gestacdo sob a influéncia da proteina do gene SRY (fator de
diferenciacdo testicular), localizado no brago curto do cromossomo Y, as células da camada
medular do corddo sexual primitivo diferenciam-se em células de Sertoli para a formacéo do
testiculo. Quando ndo ha essa proteina, as células do corddo se diferenciam em foliculos
ovarianos (WEIN et al., 2016; ROZANSKI & BLOOM, 1995). O contato célula-célula entre
as células de Sertoli e as células germinativas primordiais € fundamental para o
desenvolvimento dos gametas masculinos. Os corddes primordiais tornam-se condensados e
ramificados e se anastomosam formando os tdbulos seminiferos, tubulos retos e
posteriormente a rede “testis” (rede testicular), chamando-se ductos eferentes. Conforme os
testiculos se desenvolvem, ha separacdo da camada cortical degenerada do epitélio celémico
(peritoneal), por um tecido conectivo chamado tunica albuginea (Figura 2) (MOORE;
PERSAUD; TORCHIA, 2016; WEIN et al., 2016).
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Figura 2 - Formacg&o embrionaria do testiculo e 6rgéos anexos

Paramesonephric duct

degenerating -

tubules
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Legenda: Nos homens, a proteina SRY produzida pelas células de Sertoli fazem com que os cordBes sexuais
medulares se tornem tdbulos seminiferos presuntivos e faz com que os corddes sexuais corticais
regridam. A substancia inibidora de Miiller, uma glicoproteina, horménio produzido pelas células de
Sertoli, faz com que os ductos paramesonéfricos regridam, deixando para trés, o apéndice testicular e
o utriculo prostatico como remanescentes. Apéndice epididimo e paradidimico surgem dos ductos
mesonéfricos.

Fonte: Wein et al., 2016.
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No terceiro més de gestacdo, em torno da 10? semana gestacional, o testiculo se
encontra na posicdo retroperitoneal, futura cavidade pélvica. No segundo trimestre
gestacional, o testiculo vai iniciar sua migracdo até o escroto (FAVORITO & SAMPAIO,
1998; FAVORITO & SAMPAIO, 2014).

Migracéo testicular

A migracdo testicular € um processo que ocorre durante o desenvolvimento fetal.
Neste periodo o testiculo migra da cavidade abdominal até chegar ao escroto, passando pelo
canal inguinal. Essa migracéo testicular € dividida em duas fases: a primeira fase corresponde
a migracdo do testiculo do abdome até o anel inguinal interno, (este periodo comega por volta
da 82 SPC e dura até a 152 SPC) e a segunda fase compreende a passagem do testiculo pelo
canal inguinal até sua chegada definitiva ao escroto (este periodo se inicia por volta da 202
SPC e se estende até a 30* SPC) (HUSMANN, 2009; HEYNS & HUTSON, 1995;
FAVORITO & SAMPAIO, 1998; FAVORITO & SAMPAIO, 2014) (Figura 3).



13

Figura 3 - Desenho esquematico retirado do artigo de Favorito & Sampaio de
1998, evidenciando a cronologia da migragéo testicular

Abdominal
10 - 20 semanas

Canal
? 21 - 25 semanas

30 semanas

Legenda: Esquema mostrando a cronologia da migracéo testicular. Fetos com idade gestacional entre 10 e 20 SPC
apresentam a maioria dos testiculos situados no abdome; fetos com idade entre 21 e 25 SPC apresentam a
maioria dos testiculos situados no canal inguinal; e todos os fetos com mais de 30 SPC apresentam 0s
testiculos na bolsa escrotal.

Fonte: Favorito & Sampaio, 1998.
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Durante 0 processo de migragdo o testiculo, epididimo e a porcdo proximal do
gubernaculo se movem através do canal inguinal como uma unica unidade (BEASLEY &
HUTSON, 1988). Durante a migracao o gubernaculo proximal esta sempre aderido ao final do
processo vaginal (JOHANSEN & BLOOM, 1988). Jackson et al. (1987), estudando 60
individuos masculinos submetidos a orquidopexia, encontraram o gubernaculo aderido ao
polo testicular inferior em todos os casos, mas ndo mencionaram sua relagdo com o epididimo
(Figura 4).

Figura 4 - Esquema e foto do gubernaculo aderido ao polo inferior do testiculo

Legenda: (A) Esquema mostrando as relagdes entre o testiculo, o epididimo e a porcéo proximal do
gubernéaculo.
(B) Foto do gubernaculo ligado ao epididimo e ao testiculo.
T: Testiculo; E: Epididimo; G: Gubernéculo.

Fonte: Favorito & Sampaio, 2014.
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Criptorquidia

Anomalias do trato urogenital humano, que ocorrem durante a formacdo fetal sédo
relativamente comuns, com implicacdes clinicas que vao desde 0 espectro sem consequéncias
clinicas até aquelas onde ha uma necessidade de intervencdo medica ou reconstrucao cirdrgica
(SHEN et al., 2018).

A criptorquidia € uma dessas anomalias que pode se desenvolver neste periodo. Esta
anomalia ocorre quando alguns fatores, durante o desenvolvimento fetal, interferem no
processo de migracdo testicular, fazendo com que essa migracdo nao se complete
(HUSMANN & LEVY, 1995).

O termo criptorquidia vem do grego Kriptos, oculto e orquis, testiculos. Sinonimia:
“sindrome do escroto vazio”, “testiculo ndo descido”.

Muitos fatores internos e externos influenciam essa migracdo. E provavel, portanto,
que ndo exista uma Unica causa, sendo a criptorquidia, a consequéncia da falta ou
insuficiéncia dos mecanismos de descida testicular que ocorrem durante a vida fetal
(GRINSPON et al., 2018; GURNEY et al., 2017).

Uma das consequéncias da criptorquidia € a exposicdo do testiculo a uma temperatura
cerca de 2°C mais elevada que a temperatura do escroto, o0 que geralmente pode causar danos
ao epitélio germinativo, acarretando infertilidade bilateral futura além de também estar
associada a uma maior incidéncia de cancer testicular na fase adulta (GILL & KOGAN,
1997).

Classificacao dos testiculos ndo descidos

A criptorquidia (testiculos ndo descidos) pode ser classificada como congénita ou
adquirida. O diagnostico tardio ou esquecido de criptorquidia pode contribuir para uma
intervencao cirurgica tardia o que néo seria aconselhavel (SHARMA et al., 2020).
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Os testiculos ndo descidos podem ser classificados como:

a) testiculo criptorquidico - o testiculo estd no caminho esperado de descida, mas
nunca esteve presente no escroto;

b) testiculo ectdpico - o testiculo é palpado em um local fora do caminho normal de
descida, como o perineo ou a area femoral;

c) testiculo ascendente - um testiculo inicialmente descendente anterior que nao se
encontra mais no escroto. O pico de incidéncia é em torno dos 10 anos de idade e
afeta de 1% a 2% das criancas. Também pode ocorrer como uma complicacdo da
cirurgia de hérnia inguinal em criangas (Cho et al., 2019).

E relativamente comum em recém-nascidos do sexo masculino, especialmente
naqueles nascidos prematuramente, observarmos a presenca de testiculos ndo descidos.
(KURZ, 2016).

Segundo Braz (2013) e Virtanen et al. (2007), de 2% a 8% dos recém-nascidos a
termo tém 1 ou ambos os testiculos ndo descidos ao nascer. Goel et al. (2015) relataram um
percentual de nascidos com criptorquidia entre 1% e 4% nos recém-nascidos a termo e 30%
nos prematuros.

Cerca de 20% dos testiculos criptorquidicos sdo impalpaveis e cerca de 20% dos
testiculos ndo palpaveis estdo ausentes. O exame clinico € fundamental para o diagndstico,
mas o teste de estimulo hormonal é de grande importancia, nos casos em que ambos 0s
testiculos sdo impalpaveis (ABACI et al., 2013; GILL & KOGAN, 1997).

Se o testiculo ndo palpavel for bilateral, a testosterona basal é medida. Apos a
dosagem de testosterona, é realizado a estimulacdo hormonal com HCG (gonadotrofina
coridnica humana); se ap0s o teste a testosterona aumentar, isso € um sinal de que ao menos
um testiculo esta presente e a laparoscopia é indicada. Mesmo se o teste for negativo, a
laparoscopia deve ser realizada para confirmar a agenesia testicular (ASHLEY et al., 2010).

Embora haja evidéncias crescentes defendendo o uso de terapia hormonal com HCG
ou analogos de LHRH (horménio hipotalamico liberador de gonadotrofina) como adjuvante a
orquidopexia para melhorar as perspectivas de fertilidade de pacientes com criptorquidia, a
possibilidade dos efeitos prejudiciais dos horménios na espermatogénese futura estd
potencialmente presente. Portanto, pode-se concluir que o papel exato da terapia hormonal pré

ou pos-orquidopexia ainda ndo foi definido de forma conclusiva (Goel et al., 2015).



17

Na absoluta maioria dos casos de criptorquidia com testiculos impalpéaveis,
recomenda-se a laparoscopia diagndstica para determinar se ha um testiculo abdominal. S&os
indicados ensaios clinicos prospectivos com acompanhamento na adolescéncia e na idade

adulta para avaliar o sucesso de varias abordagens cirurgicas (ELDER, 2016).

Tratamento Cirurgico

O objetivo do tratamento cirurgico € a colocagdo do testiculo no escroto sem atrofia ou
recorréncia.

Orquidopexia, ou orquiopexia, é a terapia mais indicada (padrao-ouro) para realocar o
testiculo no escroto (KOLON et al., 2014).

Em 2018, BOEHME et al., publicaram um estudo recomendando a orquidopexia
durante o primeiro ano de vida. DOCIMO et al. (2000) mostram que o tratamento para 0s
testiculos ndo descidos € cirargico e deve ser realizada entre 6 e 12 meses de idade,
entretanto, KOLON et al. em 2014, sugerem que a cirurgia seja realizada até os 18 meses de
idade. Em todos esses estudos os pesquisadores relatam altas taxas de sucesso na cirurgia.

Exames de imagem para diagnosticar a criptorquidia ndo sé@o recomendados antes do
encaminhamento para o especialista, 0 que deve ocorrer aos 6 meses de idade. Alguns estudos
mostram que a solicitacdo de USU (Ultrassonografia Uroldgica) ndo altera o diagndstico nem
o0 tratamento da criptorquidia, apenas onera os custos (SHIELDS et al., 2019).

Como descrito anteriormente, a terapia cirdrgica é realizada por meio de orquidopexia
ou orquiectomia. No primeiro, os testiculos sdo reposicionados e fixados no escroto apds a
criagdo de uma bolsa sob o dartos, enquanto no segundo s&o removidos cirurgicamente.
Ambos os tratamentos cirargicos podem ser realizados laparoscopicamente ou por cirurgia
aberta (ELYAS et al., 2010).

A orquiectomia é adotada nos casos de criptorquidia unilateral em que: o testiculo
afetado é atrdfico, hd atresia ou pequeno comprimento dos canais deferentes, as veias
testiculares estdo localizadas no retroperitbnio por serem muito curtas ou na presenga de
testiculo intra-abdominal no pds-operatorio de pacientes puberes associados a testiculo

contralateral sem alteragdes anatdmicas e morfoldgicas (KOLON et al., 2010). E um
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consenso fazé-lo nos casos de risco aumentado de neoplasia testicular (CHUNG & LEE,
2015). Nos demais casos de criptorquidia, é realizada orquidopexia, que em pacientes pré-
puberes com testiculos intra-abdominais é aplicada uma das quatro técnicas cirurgicas: (1)
orquidopexia convencional, (2) orquidopexia laparoscopica, (3) orquidopexia de Fowler-
Stephens em um tempo e (4) orquidopexia de Fowler-Stephens em dois tempos cirurgicos.
Nos quatro tipos de técnicas, a cirurgia consiste em localizar o testiculo, disseca-lo préximo
ao cordao espermético, obter a tensdo livre e, em seguida, reposiciond-lo no escroto
(FOWLER & STEPHENS, 1959; DOCIMO et al., 2000).

Em 2019, duas outras técnicas cirargicas foram descritas como alternativas viaveis a
orquidopexia laparoscopica convencional de Fowler-Stephens, que envolve diviséo arriscada
dos vasos testiculares. A primeira é a modalidade cirurgica denominada orquidopexia
laparoscépica poupadora de guberndculo (BRAGA et al., 2019) e a segunda, a nova técnica
Shehata de alongamento de tracdo laparoscopica em estagios para testiculos abdominais,
descrita como segura, facil e conveniente, conforme evidenciado por uma limitada
experiéncia inicial, néo apresentando complicacdes (ABOUHEBA et al., 2019).

Ao analisarmos todos os tipos de cirurgias realizadas para a correcdo de testiculos
criptorquidicos, observamos que o tipo de tratamento cirargico vai depender da localizacéo do
testiculo e da disponibilidade do material cirargico para a técnica escolhida (LONGUI, 2005;
AGGARWAL & KOOGAN, 2014; KURZ, 2016).

Orquidopexia Convencional

A orquidopexia convencional é realizada quando o testiculo tem uma localizagdo
baixa e 0s vasos testiculares e canais deferentes sdo longos o suficiente para serem

reposicionados proximos a eles no escroto.
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Orquidopexia Laparoscépica

A laparoscopia é frequentemente usada para diagnosticar o testiculo ndo palpéavel,
avaliando a posicdo testicular se o testiculo esta atréfico ou ausente, permite a realizacao
simultanea de orquidopexia com altas taxas de sucesso. A maioria das orquidopexias pode ser
realizada por acesso inguinal e até escrotal. (AGGARWAL & KOOGAN, 2014; KURZ,
2016).

Caso os testiculos ndo sejam palpaveis, é necessaria a exploracdo laparoscopica ou
cirtrgica aberta, permitindo identificar a morfologia e as localizag¢des anatémicas do testiculo,
ducto deferente e vasos testiculares e, assim, selecionar a técnica cirurgica mais adequada
para o tratamento. Portanto, a abordagem terapéutica é essencialmente cirdrgica e deve ser
realizada preferencialmente até os dezoito meses de vida ou assim que o diagndstico for feito
(KOLON et al., 2014).

Atualmente a abordagem laparoscépica para os testiculos palpaveis e intra-abdominais
ndo palpaveis ¢é a primeira escolha da maioria dos cirurgides (THORUP & CORTES, 2019).
Permite uma identificacdo precisa da localizacdo testicular, das caracteristicas do funiculo
espermatico e do epididimo. E um dos métodos mais seguros para a confirmagio da
criptorquidia unilateral, dependendo diretamente da experiéncia do cirurgido e da
disponibilidade de material especializado para sua realizacdo em criangas pequenas
(LONGUI, 2005).

Cirurgia Fowler-Stephens

Fowler e Stephens em 1959, revolucionaram o manejo do testiculo intra-abdominal.
Estudaram o suprimento vascular dos testiculos e sua aplicagdo no tratamento cirargico do
testiculo alto que ndo desceu e mostraram uma importante circulacdo colateral por meio da
artéria deferente e da artéria cremastérica.

A orquidopexia de Fowler-Stephens, pode ser realizada tanto em um como em dois

tempos cirtrgicos. E uma cirurgia de escolha quando o testiculo esté localizado na cavidade
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abdominal alta e tem vasos testiculares muito curtos que impedem a extenséo para que 0
testiculo seja fixado no escroto (ALAGARATNAM et al., 2014).

Na técnica da cirurgia de Fowler-Stephens, a artéria testicular é clampeada e a
vascularizacdo do testiculo fica mantida pelas artérias deferencial e cremastérica. Por isso €
importante conhecer o padrao de vascularizacdo dos testiculos localizados no abdome durante
a realizacéo da orquidopexia (FAVORITO & SAMPAIO, 2014) (Figura 5).

Figura 5 - Esquema mostrando suprimento vascular do testiculo

Legenda: Padrédo das artérias testiculares mostrado no artigo original de Fowler-Stephens . A) Desenho
esquematico mostrando o suprimento vascular do testiculo onde podemos observar uma importante
circulacao colateral (*) através da artéria Testicular (1) e artéria deferencial (2), VVaso deferente (3);
B) Desenho esquematico mostrando o local de ligadura dos vasos testiculares (*) na cirurgia de
Fowler-Stephens, T- testiculo, E- Epididimo.

Fonte: Benzi et al., 2022.
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Cirurgia Fowler-Stephens em 1 tempo cirdrgico

Na técnica de Fowler-Stephens, em um tempo cirdrgico, a ligadura e a fixacdo dos
testiculos séo realizadas em uma Unica cirurgia (AGGARWAL & KOOGAN, 2014; KURZ,
2016).

Cirurgia Fowler-Stephens em 2 tempos cirurgicos

Na técnica de dois tempos, na primeira fase do tratamento cirdrgico é realizada a
ligadura dos vasos testiculares e na segunda operacao, trés a seis meses apds o primeiro tempo
cirurgico, o testiculo € reposicionado e fixado na bolsa escrotal.

Esta técnica € realizada a fim de permitir que o organismo tenha tempo para que 0s
vasos colaterais se proliferem antes da mobilizacdo, sendo esse procedimento, como descrito
anteriormente, realizado em duas etapas com alguns meses de intervalo (RANSLEY et
al.,1984).

Comparando as duas técnicas de Fowler-Stephens, a técnica de dois tempos apresenta

taxas de sucesso mais altas do que a técnica de 1 tempo cirurgico. (KOLON et al., 2014).

Cirurgia Laparoscopica Poupadora de Gubernéaculo

Na técnica cirdrgica poupadora de gubernaculo, ocorre a preservacdo do suprimento
vascular adicional para o testiculo (vasos cremastéricos e artéria deferente) podendo se
traduzir em melhores taxas de sobrevida testicular apos orquidopexia laparoscopica (BRAGA
etal., 2019).



22

Cirurgia pela técnica Shehata

Nesta técnica, o cirurgido realiza um alongamento preliminar dos vasos testiculares
por disseccdo lateral, tracdo e fixagdo em um ponto 1-2 cm superolateral a espinha iliaca
antero-superior contralateral. Apos 12 semanas 0 paciente € submetido a uma orquidopexia
subdartos ipsilateral assistida por laparoscopia de segundo estagio para os testiculos sob
tracdo (ABOUHEBA et al., 2019).

Vascularizagdo do Testiculo

O que observamos na literatura é que independentemente da técnica cirurgica
utilizada, a preservacdo de um suprimento arterial adequado para o testiculo é crucial para
uma orquidopexia bem-sucedida, garantindo o tamanho e textura testiculares normais. A
anatomia das artérias testiculares € muito importante no sucesso dos procedimentos cirirgicos
(BENZI et al., 2022).

A irrigacdo normal do testiculo se da por 3 artérias: artéria testicular - ramo direto da
aorta, artéria deferencial e artéria cremasteérica.

As 3 artérias penetram no 6rgdo na regido do mediastino testicular e se
intercomunicam.

As veias que drenam o testiculo formam o plexo pampiniforme, que na regido do anel
inguinal profundo, origina a veia testicular. A veia testicular esquerda desemboca na veia
renal esquerda e a veia testicular direita desemboca diretamente na veia cava inferior
(FAVORITO; COSTA; SAMPAIO, 2007) (Figura 6).



Figura 6 - Esquema de vascularizacdo dos testiculos 53

Legenda: Desenho esquematico mostrando a vascularizagéo testicular durante o periodo fetal humano.
Podemos observar o testiculo situado em posi¢éo abdominal e as trés artérias que irrigavam a

gbnada, 1- artéria testicular, 2- artéria deferencial, 3- artéria cremastérica, A- artéria aorta e
VCI- veia cava inferior.

Fonte: Benzi et al., 2022.
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A grande maioria dos testiculos sdo irrigados pelas 3 artérias citadas anteriormente,
mas em alguns casos podemos encontrar alteraces anatdmicas, como € mostrado no estudo
de Sampaio et al. de 1999. Esse estudo sobre suprimento arterial do testiculo fetal humano
durante sua migracdo mostrou em 32 fetos humanos (64 testiculos), que o testiculo fetal é
sempre suprido por, pelo menos, 2 artérias em 23,4% ( 1 artéria testicular e 1 artéria
deferente) e por 3 ou 4 artérias em cerca de 80% dos casos, onde 71,9% tém 3 artérias (1
testicular, 1 deferente e 1 cremastérica) e apenas 4,7% dos testiculos tém 4 artérias (1
testicular, 2 deferentes e 1 cremastérica ou 2 testiculares, 1 deferente e 1 cremastérica). Esses

dados sdo uma importante informacéo para a cirurgia de testiculo alto ndo descido (Figura 7).

Figura 7 - VariacGes anatdmicas do suprimento arterial do testiculo

Legenda: VariagOes da vascularizacao testicular em fetos com testiculo em posi¢do abdominal. A) Desenho
esquematico mostrando o padrdo arterial de vascularizacdo testicular mais frequente - Testiculo (T)
possui trés artérias: Testicular (1), Deferente (2) e Cremastérica (3); B) Desenho esquematico
mostrando a vascularizagdo testicular com quatro artérias, podemos observar uma variacdo
anatdmica - presenca de uma segunda artéria testicular (4) originada na artéria aorta; C) Esquema
mostrando a vascularizagdo testicular com quatro artérias, podemos observar uma variacdo
anatdmica - presenga de uma segunda artéria deferente (5) originada na artéria iliaca interna e D)
Esquema mostrando a vascularizagdo testicular com apenas duas artérias, a artéria testicular e artéria
deferente, a artéria cremastérica ndo esta presente, A- artéria aorta, T- Testiculo.

Fonte: Sampaio et al.,1999.

Em um trabalho de revisdo de literatura sobre o papel da anatomia das artérias
testiculares no tratamento do testiculo alto ndo descido, concluiram que a preservacdo de um

suprimento arterial adequado para o testiculo é crucial para a orquidopexia bem-sucedida e
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para garantir tamanho e textura testiculares normais. A transeccdo laparoscopica dos vasos
testiculares pela divisdo dos vasos espermaticos (cirurgia de Fowler-Stephens) é segura em
pacientes com testiculos abdominais altos porque ha grande suprimento vascular colateral
entre as artérias testiculares, deferentes e cremastéricas. Além disso a orquidopexia de
Fowler-Stephens em dois tempos parece levar a uma taxa de sucesso maior do que a
abordagem de um tempo cirargico (Benzi et al., 2022),

Apo6s analisar varios estudos sobre a vascularizagdo dos testiculos, observamos a
importancia de se aprofundar neste tdpico. Por isso, entendemos que o presente estudo, no
qual analisamos a densidade da area ocupada pelos vasos no testiculo em fetos humanos, pode

contribuir cientificamente no campo da urologia pediatrica.
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1 OBJETIVO GERAL

O conhecimento da anatomia vascular testicular € um ponto chave na cirurgia de
Fowler-Stephens. O objetivo deste estudo é analisar a histologia e a distribuicdo dos vasos

testiculares abdominais em fetos humanos.

Objetivo especifico

Avaliar se existe diferenca no percentual de area ocupada pelos vasos entre as por¢oes
superior e inferior dos testiculos fetais humanos.
Analisar a correlagdo entre os parametros fetais e a concentracdo de vasos durante o

periodo fetal humano.
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2 MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa, bem como todos os documentos pertinentes, foram submetidos

a Plataforma Brasil (www.saude.gov.br/plataformabrasil), avaliados e aprovados pelo comité

de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital Universitario Pedro Ernesto
(CEP/HUPE) (CAAE: 30706720.8.0000.5259) (Anexo A), em conformidade com o termo de
cooperacdo/doacdo de fetos entre o Instituto Fernandes Figueiras (IFF) e a Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ) (Anexo B).

O trabalho foi desenvolvido na Unidade de Pesquisa Urogenital do Centro Biomédico
da UERJ.

Apds constatado o dbito, os fetos foram mantidos em ambiente refrigerado, cerca de
4°C negativos, por um periodo que variou de 24 a 72 horas. No Laboratorio de Pesquisa
Urogenital da UERJ, os fetos foram descongelados, limpos, identificados e analisados quanto
ao seu aspecto morfoldgico. Inicialmente os fetos foram avaliados quanto ao comprimento
veértice-coccix (CVC) (em centimetros) (Figura 8A), comprimento total (CT) (em centimetros)
(Figura 8B), tamanho do pé (em milimetros) (Figura 9A) e peso (em gramas) (Figura 9B) e,
em seguida, iniciada a etapa de dissec¢do (Figura 10). A idade gestacional dos fetos foi
determinada em semanas p6s-concep¢do (SPC), de acordo com o critério do comprimento do
maior pé (medida aferida do calcanhar até a extremidade do dedo mais proeminente). Foram
feitas 3 medidas de cada um dos pés e calculada a média de cada pé. A maior média foi
utilizada para o célculo da idade gestacional. Esse critério é o parametro considerado mais
aceitavel para calcular a idade gestacional (HERN, 1984; PLATT et al., 1988; SAMPAIO,
1989; SAMPAIO & ARAGAO, 1990). O mesmo observador aferiu todas as medidas. Para
essas mensuracdes, foram utilizados: balanca digital de precisdo de 1,0g para o peso; fita
métrica para tamanho total e vértice-coccix; e paquimetro digital de 0,0lcm de precisdo

(Starrett) para a medida do pé.


http://www.saude.gov.br/plataformabrasil

Figura 8A e 8B - Fotos da afericdo das medidas CT e CVC

Legenda: Fotos mostram as afericbes do CVC (8 A) e do CT (8 B) do feto, utilizando-se uma fita
métrica.
Fonte: A autora, 2023.
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Figura 9A e 9B - Foto das aferi¢des do tamanho do pé e peso

Legenda: Foto mostrando a aferi¢do do tamanho do pé do feto analisado com o uso de um paquimetro digital (9
A) e pesagem do feto utilizando balanca digital (9 B). Medidas realizadas para calculo da idade fetal
em SPC.

Fonte: A autora, 2023.



Figura 10 — Etapas da disseccdo de feto

)
. i .
Legenda: 10A- Feto de 19 SPC, avaliado para iniciar a dissec¢éo;

10B- Etapa da dissec¢do, onde é realizado o corte da parede abdominal;

10C- Etapa da dissecgdo, onde sdo localizados os testiculos que serdo retirados;
10D- Testiculos retirados do feto, para posterior anélise histolégica.

Fonte: A autora, 2023.
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Foram estudados 34 testiculos de 19 fetos humanos com idades entre 12 e 19 semanas
pos-concepgdo (SPC). Quatro testiculos foram eliminados por ndo apresentarem condigdes
para uma analise microscopica confiavel.

Foi tracada uma linha, aproximadamente na parte mediana, no sentido transversal,
dividindo o testiculo em porcao superior e por¢éo inferior (Figura 11A).

Os testiculos foram dissecados e processados para inclusdo em parafina. De cada
testiculo foram feitos 5 cortes de 5 um de espessura com intervalo de 15 pm entre cada
corte. Foram fotografados 3 campos da porcdo superior e 3 campos da porcao inferior. A
quantificacdo utilizou 1040 imagens com um aumento de aproximadamente 1000 vezes.

Os cortes foram corados pela Hematoxilina e Eosina, Tricromico de Masson (Figura
11B), e marcados com anticorpo CD31(ABCAM, policlonal, Ref: ab28364, Cambridge,
USA) para identificacdo e quantificacdo dos vasos (Figura 11C). Todos os cortes foram
fotografados sob as mesmas condi¢bes, com uma resolugdo 2040 X 1536 pixels, com uma
camera Digital (Olympus DP70, Tokyo, Japan) diretamente acoplada ao microscopio. As
imagens foram obtidas com um microscopio Olympus BX51 (Tokyo, Japan).
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Figura 11 — Fotomicrografias de cortes histologicos de testiculo de feto humano.

Legenda: A - Fotomicrografia de testiculo fetal humano de 16 SPC, evidenciando a divisdo em porg¢éo superior e
inferior para contagem dos vasos;
B - Fotomicrografia de corte histologico de testiculo fetal humano de 18SPC corado pelo Tricromico de
Masson. Corte com aumento de 1000x. Seta mostrando vaso sanguineo com hemacias no seu interior;
C - Fotomicrografia de corte histologico de testiculo fetal humano de 16 SPC utilizando marcador
CD31.

Fonte: A autora, 2022.
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A densidade de area ocupada pelos vasos sanguineos foi calculada em cada uma das
porcdes, superior e inferior. A contagem foi feita utilizando-se o programa ImageJ software
1.46 (Image Processing and Analysis in Java, NIH, Bethesda, Maryland, EUA), utilizando-se
as ferramentas grid crosses e cel counter. Os vasos foram quantificados utilizando-se uma
grade com cem (100) cruzes superpostas resultando em um valor percentual (Figura 12).

Figura 12 - Andlise estatistica com programa GraphPad Prism

Legenda: Fotomicrografia de testiculo humano de 18 SPC, mostrando a utiliza¢do da grade de 100 cruzes do
programa ImageJ, para a contagem dos vasos sanguineos.
Fonte: A autora, 2022.
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A anélise estatistica foi feita utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.03 verséo
Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA). Para a comparagdo da
densidade de area ocupada pelos vasos da porcdo superior e inferior dos testiculos, foi
utilizado o teste T ndo pareado, utilizando o teste de kolmogorov- smirnov para verificacao da
distribuicdo dos dados.

Foi realizada a andlise de regressdo linear, onde os parametros analisados foram
apresentados graficamente.

Analisamos os graus de correlacdo linear entre as seguintes varidveis citadas abaixo,
onde o valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Correlacdes lineares
simples (valores de r2 menores que 0,4 refletem correlagdo muito fraca; r? entre 0,4 e 0,7
reflete correlacdo moderada; r2 maior que 0,7 indica correlacdo forte; r? igual a 1 indica
correlacdo perfeita) foram calculadas pesos dos fetos, idade fetal em semanas pds-concepgédo
e densidade de area ocupada pelos vasos em percentual nas porcdes superior e inferior dos

testiculos direito e esquerdo.

1) Idade x Peso

2) ldade x Testiculo direito e esquerdo inferior
3) Idade x Testiculo direito e esquerdo superior
4) Idade x Testiculo esquerdo inferior e superior
5) Idade x Testiculo direito inferior e superior
6) Peso x Testiculo direito e esquerdo inferior
7) Peso x Testiculo direito e esquerdo superior
8) Peso x Testiculo esquerdo inferior e superior

9) Peso x Testiculo direito inferior e superior
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Todos os dados obtidos, percentual de éarea ocupada pelos vasos e dados

morfomeétricos, foram colocados em uma tabela de acordo com a idade fetal (Tabela 1).

Tabela 1 - Percentual de area ocupada pelos vasos na por¢éo superior e inferior dos testiculos

direito/esquerdo e dados morfométricos dos fetos analisados

Densidade Densidade Densidade Densidade pé pé
SPC % Test Dir % Test Dir % Test Esq % Test Esq PESO CVC  CT Direito Esquerdo

Porcdo Sup Porc¢do Inf Porcdo Sup Porcdo Inf (9) (em) (cm) (mm) (mm)
12,9 7,3 3,6 6,0 4,0 58 8,0 11,0 15,9 16,6
13,1 6,6 4.4 5,7 4.7 66 150 215 17,3 16,5
13,1 9,8 5,0 10,0 6,3 70 110 14,0 17,3 16,6
13,8 6,4 3,8 80 14,0 17,0 194 18,4
13,9 8,6 6,8 15,0 9,8 107 175 210 19,6 19,2
14,7 7,8 4,8 7,0 45 170 15,0 185 22,2 22,4
16,0 55 3,8 130 155 22,0 26,8 26,7
16,0 7,2 54 53 2,3 246 189 2477 25,7 26,4
16,0 8,0 43 55 3,5 286 18,2 24,2 26,2 27,0
16,1 5,6 74 7,0 4.3 192 85 18,0 29,1 28,5
16,3 5,0 4,8 75 55 247 135 185 28,2 28,0
16,3 10,0 5,0 5,8 3,3 250 17,0 23,0 28,4 26,8
16,5 7,0 54 6,3 3,3 230 175 250 29,0 26,7
17,0 5,8 3,3 8,2 7,6 348 14,0 56,5 294 28,8
17,4 7,6 8,6 252 180 245 31,3 31,8
17,6 6,5 4,0 9,0 6,0 250 16,5 24,0 31,8 325
18,1 9,2 5,0 4,6 4.4 214 115 20,0 33,1 34,0
19,1 4.8 3,3 12,0 6,2 481 17,0 25,0 36,5 37,3
19,4 14,2 9,8 551 25,0 325 38,3 34,7

Legenda: SPC= semana pos — concepcdo; CVC= comprimento vértice coccix; o testiculo direito dos fetos de
13,8 SPC e 17,4SPC e o testiculo esquerdo dos fetos de 16 SPC e 19,4 SPC. Foram excluidos da
amostra por ndo apresentarem boas condicdes histoldgicas.

Fonte: A autora, 2023

Durante o estudo, realizamos uma anélise dividindo os fetos em 3 grupos o mais

homogéneo possivel, em relagdo as suas idades, a fim de avaliar se havia ou ndo alguma

alteracdo na area ocupada pelos vasos a medida em que o feto ia se desenvolvendo. Esta

andlise foi realizada, pois sabemos que répidas e continuas modificagdes ocorrem no periodo

fetal e indicam que o desenho metodoldgico deve levar em consideracdo essas mudancas.

Esse procedimento minimiza o vies causado quando, idades separadas por periodos
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embriologicamente distantes, sdo analisadas como um Unico grupo. O resultado mostrou que
ndo havia diferenca estatistica, sendo assim possivel a analise como um Unico grupo,
conforme seguiu o estudo.

A densidade de area ocupada pelos vasos sanguineos de todos os testiculos analisados

mostrou uma diferenca estatistica entre a por¢éo superior e inferior dos testiculos.

Porcao superior x Porcéo inferior (n=34)

A comparacdo entre a densidade de area ocupada pelos vasos da porcéo superior com
a porcdo inferior de todos os testiculos analisados apresentou p = 0,0001; Porcdo superior:
média 7,6%, * 0,42%; Porcao inferior: média 5,1%, + 0,31%. (Gréfico 1).

Gréfico 1 - Teste T ndo pareado

p = 0,0001
10-

8- a T AR ¥
S o
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9- c e
0 -_ EE_:'__‘; | | mHEE NN oaEn

Superior Inferior

Legenda: Anélise entre porcdo superior e inferior em relagcdo ao percentual de vasos avaliando todos os 34
testiculos.
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Analise de regressao linear

A andlise de regressdo linear (idade x peso) indicou que o peso fetal ( y= 60,36x —
741,0; r?=0,7870; p<0,0001) aumentou, significativa e positivamente, com a idade (grafico 2).

A analise de regressdo linear (idade x testiculo direito e esquerdo por¢édo inferior),
indicou que a densidade de area ocupada pelos vasos em ambos os testiculos, direito (y=
0,1720x + 2,312; r?=0,04234; p= 0,4282) e esquerdo (y= 0,08122x + 3,902; r>=0,005674; p=
0,7739), ndo apresentou valor significativo (gréafico 3A).

A analise de regressao linear (idade x testiculo direito e esquerdo porcdo superior),
indicou que a densidade de area ocupada pelos vasos em ambos os testiculos, direito (y=
0,1303x + 5,497; r?>=0,01212; p= 0,6740) e esquerdo (y= 0,003862x + 7,521;
r’=0,000007362; p= 0,9918), ndo apresentou valor significativo (grafico 3B).

A analise de regressdo linear (idade x testiculo esquerdo porcao superior e inferior),
indicou que a densidade de area ocupada pelos vasos em ambas as porcdes superior
(y=0,003862x + 7, 521; r?=0,000007362; p= 0,9918) e inferior (y= 0,08122x + 3,902;
r>=0,005674; p= 0,7739), ndo apresentou valor significativo (grafico 3C).

A anélise de regressdo linear (idade x testiculo direito porcdo superior e inferior),
indicou que a densidade de area ocupada pelos vasos em ambas as porcdes superior
(y=0,3163x + 12,16; r?=0,1233; p= 0,1823) e inferior (y=0,1720x + 2,312; r?=0,04234; p=
0,4282), ndo apresentou valor significativo (gréafico 3D).

A analise de regressdo linear (Peso x testiculo esquerdo porcdo superior e inferior),
indicou que a densidade de area ocupada pelos vasos em ambas as porcbes superior (y=
0,006440x + 6,362; r>=0,09690; p= 0,2086) e inferior (y=0,001423x + 4,886; r?>=0,006150; p=
0,7648), ndo apresentou valor significativo (grafico 4A).

A andlise de regressdo linear (Peso x testiculo direito e esquerdo porgdo superior),
indicou que a densidade de area ocupada pelos vasos em ambos os testiculos, direito (y=
0,003964x + 6,674; r’=0,05385; p= 0,3711) e esquerdo (y= 0,006440x + 6,362; r’=0,09690;
p=0,2086), ndo apresentou valor significativo (grafico 4B).

A anélise de regressao linear (Peso x testiculo direito e esquerdo porgdo inferior),

indicou que a densidade de area ocupada pelos vasos em ambos os testiculos, direito (y=
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0,003416x + 4,282; r>=0,07985; p= 0,2718) e esquerdo (y= 0,001423x + 4,886; r>=0,006150;
p= 0,7648), ndo apresentou valor significativo (grafico 4C).

A analise de regressao linear (Peso x testiculo direito porcdo superior e inferior),
indicou que a densidade de area ocupada pelos vasos em ambas as por¢des, superior (y=
0,003964x + 6,674; r’>=0,05385; p= 0,3711) e inferior (y= 0,003416x + 4,282; r>=0,07985; p=

0,2718), ndo apresentou valor significativo (grafico 4D).

Tabela 2 — Andlise de regressao linear

Correlacao y r p
Idade x Peso 60,36x — 741,0 0,787 <0,0001
Idade x testiculo direito porg¢do inferior 0,1720x + 2,312 0,04234 0,4282
Idade x testiculo esquerdo porcao inferior 0,08122x + 3,902 0,005674 0,7739
Idade x testiculo direito por¢do superior 0,1303x + 5,497 0,01212 0,674
Idade x testiculo esquerdo por¢éo superior 0,003862x + 7,521 0,000007362 0,9918
Idade x testiculo esquerdo por¢éo superior 0,003862x + 7,521 0,000007362 0,9918
Idade x testiculo esquerdo porcéo inferior 0,08122x + 3,902 0,005674 0,7739
Idade x testiculo direito porgao superior 0,3163x + 12,16 0,1233 0,1823
Idade x testiculo direito porg¢do inferior 0,1720x + 2,312 0,04234 0,4282
Peso x testiculo esquerdo porcao superior 0,006440x + 6,362 0,0969 0,2086
Peso x testiculo esquerdo porcéo inferior 0,001423x + 4,886 0,00615 0,7648
Peso x testiculo direito porcao superior 0,003964x + 6,674 0,05385 0,3711
Peso x testiculo esquerdo porgao superior 0,006440x + 6,362 0,0969 0,2086
Peso x testiculo direito porcéo inferior 0,003416x + 4,282 0,07985 0,2718
Peso x testiculo esquerdo porcéo inferior 0,001423x + 4,886 0,00615 0,7648
Peso x testiculo direito porcéo superior 0,003964x + 6,674 0,05385 0,3711
Peso x testiculo direito porcéo inferior 0,003416x + 4,282 0,07985 0,2718

Legenda: Resumo das andlises de regressao linear realizadas no estudo, mostrando os valores de y, r e p de

cada grupo.
Fonte: A autora, 2023.



Gréafico 2 - Idade x Peso
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Fonte: A autora, 2023.
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Grafico 3 - Idade x Densidade vasos
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Legenda: 3a - Idade x Testiculo direito e esquerdo porcao inferior;
3b - Idade x Testiculo direito e esquerdo porgao superior;
3c - Idade x Testiculo esquerdo porcédo superior e inferior;
3d - Idade x Testiculo direito porgao superior e inferior

Fonte: A autora, 2023.
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Gréfico 4 - Peso x Densidade vasos
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Legenda: 4a - Peso x Testiculos direito e esquerdo por¢éo inferior;
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Fonte: A autora, 2023.
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4 DISCUSSAO

O testiculo abdominal alto ndo descido, € uma situacdo desafiadora em urologia
pediatrica. Independentemente da técnica cirurgica, a preservacao de um suprimento arterial
adequado para o testiculo € crucial para o sucesso da orquidopexia, garantindo tamanho e
textura testiculares normais (CHUNG & LEE, 2015). As caracteristicas anatdbmicas das
artérias testiculares sdo muito importantes para o sucesso dos procedimentos cirdrgicos. Cada
testiculo é irrigado por trés artérias: a artéria testicular (artéria espermatica interna), um ramo
direto da aorta; artéria deferente (artéria vasal), um ramo da artéria vesicular inferior que se
origina do tronco anterior da artéria iliaca interna e artéria cremastérica (artéria espermatica
externa), um ramo da artéria epigastrica inferior. Essas trés artérias penetram no 6rgdo na
regido mediastinal, onde proporcionam ampla comunicacao (BENZI et al.,2022).

Quando a orquidopexia é realizada em pacientes com testiculos intra-abdominais, uma
das quatro técnicas cirdrgicas € aplicada: orquidopexia convencional, orquidopexia
laparoscépica, orquidopexia de Fowler-Stephens em um tempo e orquidopexia de Fowler-
Stephens em dois tempos (FOWLER & STEPHENS, 1959). Nos quatro tipos, a cirurgia
consiste em localizar cada testiculo, disseca-lo préximo ao corddo espermatico, adquirir
tensdo livre e, em seguida, reposiciona-lo perto do escroto. Quando realizada aberta, uma
incisdo inguinal medial é feita da coluna iliaca anterossuperior para a fascia obliqua externa
permitindo a exploracdo da cavidade peritoneal (DOCIMO et al., 2000). As vantagens de
realizar essas técnicas por laparoscopia incluem melhor visualizacdo, capacidade de disseccao
vascular mais extensa para a origem dos vasos, menor morbidade, capacidade de criar um
anel interno medial para os vasos epigastricos inferiores e realizar um curso reto para o
escroto (ELYAS et al., 2010).

A orquidopexia de Fowler-Stephens laparoscdpica convencional tanto em um, quanto
em dois tempos, é adotada quando os testiculos estdo localizados na cavidade abdominal alta,
e 0S vasos testiculares sdo muito curtos que impedem a extensdo para que o testiculo seja
fixado no escroto. Os vasos sdo ligados e o suprimento sanguineo para os testiculos é
preservado através da circulacdo colateral entre as artérias testicular e deferente, seguida de

reposicdo e fixacdo dos testiculos (ALAGARATNAM, 2014). Nessa cirurgia, o gubernaculo é
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dividido, cada testiculo é trazido medialmente para baixo e um curso reto para o escroto é
realizado (AGGARWAL & KOGAN, 2014; KURZ, 2016).

A orquidopexia de Fowler-Stephens laparoscopica convencional € uma técnica aceita
guando o comprimento dos vasos espermaticos € curto e para realizar a mobilizacdo testicular
livre de tensdo no escroto. As taxas de atrofia utilizando-se esta técnica podem chegar a 33%
(DOCIMO et al.,2000). Nessa técnica, cirurgias testiculares prévias e anormalidades no vaso
sdo fatores associados a atrofia testicular (BAKER et al., 2001; BRAGA et al., 2007).

A orquidopexia de Fowler-Stephens (FSO) realizada em 1 ou 2 estagios, aberta ou
laparoscépica, para correcdo de testiculo intra-abdominal alto, teve uma taxa de sucesso
aceitavel, de 81% a 89%. Entretanto, considerando a maior taxa de sucesso e menor taxa de
atrofia, a cirurgia de Fowler-Stephens laparoscopica de 2 estagios é a primeira escolha para o
tratamento de criptorquidia intra-abdominal alta (ZHANG et al., 2018).

Quando se comparara o resultado de uma amostra na qual foi realizada orquidopexia
de Fowler-Stephens laparoscopica em um estagio (LFSO), com outra amostra semelhante que
foi realizada LFSO em dois estagios, sendo que ambos o0s grupos incluiram apenas testiculo
intra-abdominal alto com vasos espermaticos curtos, conclui-se que, embora a LFSO em um
estagio possa parecer tentador, ela ainda apresenta uma taxa mais alta de atrofia testicular, o
que ndo justifica sua escolha (Elzeneini et al., 2020).

Song et al. (2020), avaliaram o efeito clinico da orquidopexia de Fowler-Stephens
laparoscépica em dois estagios no tratamento do testiculo abdominal alto e compararam com
o tratamento da orquiopexia laparoscopica sem desconectar os vasos espermaticos. Eles
concluiram que a cirurgia de estadiamento laparoscépico de Fowler-Stephens é um método
eficaz para o tratamento de pacientes com criptorquidia alta, merecendo maior promocao e,
além disso, observaram que a ruptura dos vasos do corddo espermatico tem impacto nas
alterac6es hormonais. Sendo a escolha desse procedimento cirdrgico ser avaliada de forma
cuidadosa e completa.

Recentemente, foi descrita uma alternativa para a orquidopexia de Fowler-Stephens
laparoscopica convencional com preservacdo do gubernaculo e entrega anatémica do testiculo
através do anel inguinal interno. Essa técnica, denominada orquidopexia laparoscépica
poupadora de guberndculo, melhora o fornecimento da circulagdo colateral aos testiculos,
preservando o gubernaculo e os vasos cremastéricos, acarretando menor atrofia do que a

observada na técnica convencional (BRAGA et al., 2019).
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Estudo anatdmico prévio de cadaveres com testiculos ndo descidos, demonstrou que
todos os testiculos estudados, incluindo os ndo descidos, tém artérias testiculares, deferentes e
cremastéricas e boa comunicacdo entre as trés artérias, com canais anastomoticos visiveis
entre as artérias testicular e deferente (YALCIN et al., 2005).

Uma andlise interessante em fetos humanos mostrou que a incidéncia de artérias extra
numericas em fetos com testiculos localizados no abddmen é rara e, em casos de cirurgia pela
técnica de Fowler-Stephens, elas seriam mantidas pelas artérias deferente e cremastérica
(SAMPAIO et al., 1999).

Este estudo é o primeiro a avaliar microscopicamente os vasos testiculares em fetos
humanos com os testiculos posicionados no abdémen. Os resultados mostram uma diferenca
significativa entre a densidade vascular nas extremidades superior e inferior do testiculo.
Esses resultados reforcam a importdncia da preservacdo dos vasos que dardo origem a
circulacdo colateral testicular na extremidade inferior. O estudo mostrou também que a
densidade vascular ndo se correlacionou positivamente com a idade e o peso dos fetos
estudados. Os resultados também mostraram que a regido inferior do testiculo tem uma
concentracdo vascular significativamente menor e corrobora com a importancia de se
preservar a vascularizacdo que chega ao testiculo pela regido do guberaculo testicular e dos
vasos cremastéricos. Como descrito para orquidopexia laparoscopica poupadora de
gubernaculo, isso pode ser de grande beneficio e explica as menores taxas de atrofia
observadas com esta técnica (BRAGA et al., 2019).

Algumas limitacbes do nosso estudo devem ser mencionadas: (a) o tamanho da
amostra foi pequeno. No entanto, fetos s&o raros, 0 que torna as observagbes, mesmo de
amostras pequenas relevantes; (b) a amostra ideal para o presente estudo seria de criangas
com idade inferior a 1 ano, com criptorquidia. Devido a raridade desta amostra ideal, o estudo
com fetos humanos pode fornecer informacGes importantes para o tratamento da

criptorquidia.
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CONCLUSAO

A porcdo superior do testiculo apresentou maior densidade de area ocupada por vasos
sanguineos quando comparado a porc¢do inferior. Esses resultados confirmam a importancia
de se realizar uma minima manipulacdo na extremidade inferior do testiculo durante a

realizacdo da cirurgia de Fowler-Stephens.
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Studies show that, in Europe, the percen-
tage of individuals with cryptorchidism ranges
from 2% to 8%, 6% in the United Kingdom (3).
According to some papers, 2% to 8% of full-term
newborns have one or both testes not descended

INTRODUCTION

Cryptorchidism is the consequence of lack
or insufficiency of the process of testicular des-

cent taking place during fetal life (1). Undescen-
ded testis is one of the most common genital di-
seases identified at birth and the most common
surgical problem in pediatric urology. The main
justification for treatment is to reduce the increa-
sed risks of infertility, testicular malignancy, and/
or torsion/trauma as well as inguinal hernia asso-
ciated with the undescended testis (2).

at birth (4, 5). Goel (6) reports a percentage betwe-
en 1% and 4% in full-term newborns and 30% in
preterm infants.

Approximately 20% of the cryptorchid
testes are non-palpable (7, 8). A subset of these
patients may represent a surgical challenge once
identifying the correct location of the undescen-
ded testis is important to select the proper surgical
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treatment. The non-palpable testis may be intra-
-abdominal and thus associated with either an
open or closed internal inguinal ring. Alternative-
ly, some testes may migrate back and forth across
the internal inguinal ring thus being palpable on
first exam but not on subsequent exam and are
referred as peeping testes. The testis may also be
completely absent or atrophic (9).

In this review we will describe the testicular
vessels anatomy and the implications of these ves-
sels in surgical treatment of high undescended testis.

MATERIAL AND METHODS

In this study we carried out a review
about the role of the testicular arteries anatomy
in the treatment of high undescended testis. We
analyzed papers published in the past 60 years on
Pubmed, Embase and Scielo databases searching
by key the following expressions: “Undescended
testis”, “Cryptorchidism”, “Fowler-Stephens Sur-
gery”, “High undescended testis”, “Testicular ar-
tery”, “Cremasteric artery” and “vasal artery”. In
this review we found several papers, but we inclu-
ded only papers published in English and excluded
case reports, editorials, and opinions of specialists.

We also studied two human fetuses (one
with 20 weeks post conception and the second with
32 weeks post conception) to illustrate the testicu-
lar vascularization. The fetuses were well preserved
and have been demised due to spontaneous or in-
duced abortion. The gestational age of the fetuses
was determined in weeks post conception (WPC)
according to the foot-length criterion, which is cur-
rently considered the most acceptable parameter to
estimate the fetal gestational age (10-12).

After measuring the fetuses, microvascu-
lar silicone rubber resin (red or white) was injected
through the thoracic aorta to fill the arterial tree.
The testes were identified and the vessels were dis-
sected under low magnification using a surgical
microscope. (Figure-1)

RESULTS

In 2014, the American Urologic Associa-
tion (AUA) guidelines for evaluation and treatment
of cryptorchidism were published and recommended

APPLIED TO FOWLER-STHEPHENS SURGERY

that: 1) at initial evaluation a complete gestational
history of all boys suspected of cryptorchidism must
be obtained; 2) the testicles should be palpated at
each recommended well-child visit for appropriate
quality and position; 3) all infants who are found to
have cryptorchidism at birth and who do not have
spontaneous descent by age of 6 months (corrected
for gestational age) must be referred to a surgeon
for appropriate evaluation; 4) all boys with a possi-
ble new diagnosis of acquired cryptorchidism after 6
months of corrected gestational age be referred for
possible surgical correction; 5) any phenotypic male
newborns with bilateral non-palpable testes be re-
ferred for evaluation of possible disorder of sexual
development (DSDJ; 6) ultrasound and other imaging
studies (which are rarely sensitive diagnostic tools)
not be ordered prior to referral to a surgical specialist;
7) severe proximal hypospadias and cryptorchidism
alert the provider to assess for DSD; 8) a boy who
is found to have bilateral non-palpable testes and
who does not have congenital adrenal hyperplasia,
Miillerian inhibiting substance, or other additional
hormones be tested to evaluate for anorchia; and 9)
at least annual physical exams be used to assess for
secondary ascent in boys found to have retractile
testicles (2).

Current guidelines recommend orchidope-
xy during the first year of life; however, this see-
ms not to be implemented in practice. Currently,
only a small proportion of boys with undescended
testicles are operated upon during their first year
of life. The level of knowledge in attending phy-
sicians remains in need of improvement (13). The
recommended age for orchidopexy was reduced to
below 1 year based on findings of germ cell loss in
the undescended testicle at 1 to 2 years of age and
findings that orchidopexy performed at 9 mon-
ths compared with 3 years had a more significant
beneficial effect on the growth of the previously
undescended testicles (2).

The purpose of surgical treatment is the
placement of the testis in the scrotum without
atrophy or recurrence (14). In case the testicles
are not palpable, laparoscopic, or open surgical
exploration is necessary, allowing to identify the
morphology and anatomical locations of the tes-
tis, deferens and testicular vessels to select the
most appropriate surgical technique for treatment.
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Figure 1 - The figure shows the two human fetuses studied with the microvascular silicone rubber resin technique. A) The
figure shows a fetuses with 32 weeks post-conception injected through the thoracic aorta with a microvascular silicone
rubber red resin to fill in the arterial tree; B) After the injection the fetuses were dissected under low magnification using
a surgical microscope and in this figure we can observe the right testis (T) in scrotal position and the testicular artery (1)
and the external iliac artery (2); C) In the same fetuses the testis (T) was resected and we can observe the vassal artery (1),
E- Epididymis and D) In this figure we can observe a fetus of the 2nd gestational trimester with the testis (T) in abdominal
position, near the internal ring injected with the with rubber silicone resin, the testicular artery (1) is easily identified.

Laparoscopy has an advantage over open surgery
as it better identifies the anatomy, viability, and
location of the impalpable testis (15).

Testicular Arteries

Regardless of the surgical technique used,
preservation of an adequate arterial supply for the
testis is crucial for successful orchiopexy to ensure
normal testicular size and texture. The anatomy of
testicular arteries is very important in the success
of the surgical procedures.

10

The vascularization of the XX and XY go-
nads is a highly dynamic process. The XY gonad
recruits and patterns vasculature by a novel remo-
deling mechanism beginning with the breakdown
of an existing mesonephric vessel. The gonads are
highly vascularized and they present an important
collateral circulation since the beginning of deve-
lopment (16).

Each testis is irrigated by three arteries:
testicular artery (internal spermatic artery), a
branch of the right aorta; deferential artery (va-
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sal artery), a branch of the inferior vesicle artery
that originates from the anterior trunk of internal
iliac and cremasteric arteries (external spermatic
artery), a branch of the inferior epigastric artery
(Figure-2). These three arteries penetrate the organ
in the mediastinal region providing ample com-
munication (17-19).

Modifications in the position and anatomy
of the testicular arteries during the process of tes-
ticular migration needs to be related. The testicular
migration has two phases: the abdominal and the
inguinoscrotal stages (20-22). During the abdomi-
nal stage testes migrate from the abdomen to the
internal inguinal ring. This process begins around
the 8th WPC and lasts until the 15th WPC. The se-
cond stage (inguinoscrotal stage) is the transition

Figure 2 - Schematic drawing showing the testicular
vascularization during the human fetal period. We can
observe the testis situated in abdominal position and the
three arteries that irrigated the gonad, 1- testicular artery,
2- vassal artery, 3- cremasteric artery, A- Aorta artery and
IVC- Inferior vena cava.

11

of the testes through the inguinal canal until their
definitive arrival in the scrotum (19, 23). Distally,
the gubernaculum approaches the inguinal re-
gion (Figure-3). During this stage, after the testes
crosses the external inguinal ring the gubernacu-
lum migrates across the pubic region to reach the
scrotum (24, 25). The passage of the testis through

Figure 3 - The figure shows a male fetus with 15 weeks
post-conception with both testes situated in the abdomen.
The abdominal wall was dissected to show the position of
the left testis (T) above the internal ring, G- gubernaculum
testis and E- Epididymis.

the inguinal canal occurs very quickly, between 21
and 25 WPC, and the testicular migration process
completes around the 30th week post conception
(26). In Figure4 we show the chronology of testicu-
lar migration and the arterial branches of the testis
when the testis is in high abdominal position, near
the inguinal ring and in scrotum.

In an interesting anatomical study in
cadavers and undescended testis, using the in-
jection-corrosion casting technique, it was de-
monstrated for all testes studied, including the

55



IBJU | TESTICULAR ARTERIES ANATOMY /

APPL

ED TO FOWLER-S

HEPHENS SURGERY

Figure 4 - Schematic drawing showing the steps of testicular migration and the testicular arteries. A) Testis (T) in high abdominal
positon, we can observe that the testicular artery (1) is short and the vasal artery (2) and cremasteric artery (3) are longer; B)
Testis in abdominal position near the internal inguinal ring and C) Testis in scrotal position, G- gubernaculum, A- Aorta Artery

and IVC- Inferior Vena Cava.

undescended ones, had testicular, they presented
deferential and cremasteric arteries (27). This stu-
dy shows that exists an important communication
among the three arteries with visible anastomotic
channels between the testicular and deferential
arteries. This important paper suggested that the
concept of high ligation of the testicular artery is
valid to preserve vascularity to the testis during
the vascular transection orchiopexy (27).

In an experimental study with 32 human
fetuses (64 testis), the authors studied the testicu-
lar vascularization in fetuses with the testis in ah-
dominal position (28). The authors demonstrated
23.4% of testes have 2 arteries (1 testicular and 1
deferential), 71.9% have 3 arteries (1 testicular, 1
deferential and 1 cremasteric) and only 4.7% of
the testes had 4 arteries (1 testicular, 2 deferentials
and 1 cremasteric or 2 testiculars, 1 deferential
and 1 cremasteric). This important paper conclu-
ded that the fetal testicle is always irrigated by at
least 3 arteries (testicular, cremasteric and defe-
rential) in almost 80% of cases and in the other
20% of the cases there were only 2 arteries irri-

12

gating the abdominal testis, an important infor-
mation to the surgery of high undescended testis.
Figure-5 shows the anatomical variations showed
in this important paper.

Knowledge about the anatomy of the veins
that drain the testes is clinically important. The testes
are drained by the pampiniform venous plexus, whi-
ch in the region of the deep inguinal ring originates
the testicular veins. The left testicular vein opens into
the left renal vein and the right testicular vein opens
directly into the inferior cava vein (29).

Fowler-Stephens Surgery

Today, the laparoscopic approach to the
inguinal and intra-abdominal non-palpable tes-
ticles is the first choice of most surgeons (30),
it allows an accurate identification of testicular
location, spermatic funiculus characteristics and
epididymis. It is one of the safest methods for the
confirmation of unilateral cryptorchidism, depen-
ding directly on the experience of the surgeon and
the availability of specialized material for its rea-
lization in young children (31).
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Orchidodopexy in patients with intra-ab- ~ When performed open, a medial inguinal incision
dominal testicles is applied using one out of three  is made from the anterosuperior iliac spine to the
surgical techniques: conventional orchiopexy, la-  external oblique fascia allowing exploration of the
paroscopic orchiopexy, Fowler-Stephens orchio-  peritoneal cavity. The advantages of performing the-
pexy at one stage, and Fowler-Stephens orchiope-  se techniques by laparoscopy include improved vi-
Xy in two stages. In the three types of techniques,  sualization, extensive vascular dissection capacity at

the surgery consists of locating the testis, dissecti-  vessel origin, lower morbidity, and ability to create
sing it near the spermatic cord, obtaining free ten-  a medial inner ring for the lower epigastric vessels,
sion, and then repositioning it near the scrotum.  also performing a direct course to the scrotum (32).

Figure 5 - Testicular vascularization variations in fetuses with the testis in abdominal position. A) Schematic
drawing showing the most frequent arterial pattern of testicular vascularization - Testis (T) has three
arteries: Testicular (1), Deferential (2) and Cremasteric (3); B) Schematic drawing showing testicular
vascularization with four arteries, we can observe an anatomical variation - presence of a second testicular
artery (4) originated at the aorta artery; C) Schematic drawing showing testicular vascularization with four
arteries, we can observe an anatomical variation - presence of a second vasal artery (5) originated at the
internal iliaca artery and D) Schematic drawing showing testicular vascularization with two arteries only,
the testicular artery and vasal artery, the cremasteric artery is not present, A- Aorta artery, T- Testis.
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Fowler and Stephens in 1959 show the
vascular supply of the testes applied in the surgi-
cal treatment of high undescended testis and sho-
wed an important collateral circulation through
the deferential artery and the cremasteric artery
(33). In this important paper the authors showed
some points where the arteries have communica-
tions (Figure-6).

Fowler-Stephens orchiopexy, both in one
and two stages, is adopted when the testis is lo-
cated high and the testicular vessels are too short
to be fixed in the scrotum. The vessels are ligated
and the blood supply to the testis preserved via
collateral circulation and proceeding with the re-
positioning and fixation of the testis (34). In the
one-time Fowler-Stephens technique, the ligature
and fixation of the testis are performed in a single
surgical time, while in the two-stage, the first pha-
se of the surgical treatment is performed to ligate
the testicular vessels and in a second surgery, three
to six months after the first surgical time, the tes-
tis is repositioned and fixed to the scrotal pouch
(35, 36). Whenever possible, primary orchiopexy

) TO FOWLER-STHEPHENS SURGERY

is adopted, which has the highest efficiency rate.
Comparing the two Fowler-Stephens techniques,
the two-step technique has higher success rates
(36, 37).

According to Igarashi (38), in a study
with seventy-two impalpable testes diagnosed in
68 patients, it is recommended starting inguinal
exploration for impalpable testis, considering the
relatively low incidence of high abdominal testis.
When an extra-abdominal testis is not detected,
transinguinal laparoscopic scanning should be in-
dicated.

Geuvbashian et al. (39) reported in their
study a high success rate after surgical manage-
ment of non-palpable testicles regardless of tech-
nique. The rate of testicular atrophy is similar in
both artery preservation and SF for non-palpable
testis. There is no significant difference between
1- and 2-stage FSO. In 2019, Abouheba et al. (40),
evaluated the short-term clinical outcome of the
new Shehata laparoscopic tensile stretching tech-
nique for abdominal testis. They concluded that
this new Shehata technique is safe, easy and con-

Figure 6 - Testicular arteries pattern showed in the original Fowler-Stephens paper (x). A) Schematic drawing showing the
vascular supply of the testis, we can ohserve an important collateral circulation (*) through the Testicular artery (1) and
deferential artery (2), 3- Vas deferens; B) Schematic drawing showing the place of ligature of testicular vessels (*) in Fowler-

Stephens surgery, T- testis, E- Epididymis.
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venient. They observed that neither the internal
hernia complicated the traction period, nor testi-
cular atrophy (due to undue tension) complicated
traction or follow-up periods. Thus, they reported
that it is a good alternative to staged Fowler-Ste-
phens orchiopexy, which entails a risky division
of testicular vessels.

In an interesting study with patients un-
dergoing a second-stage FS procedure the authors
photographed prior to pexy of the testis in the
Dartos pouch. The photographs were evaluated for
the extent of vascular collateralization between
gubernacular, deferential and the ligated sperma-
tic artery, and concluded that exists an important
collateral communication between the cremasteric
and deferential vessels at second-stage FS proce-
dure (41).

Braga et al. (42) showed that the guber-
naculum sparing laparoscopic orchiopexy is a
feasible alternative to conventional laparoscopic
Fowler-Stephens orchiopexy. This study conclu-
ded that this technique preserves an additional
vascular supply to the testis (cremasteric, vessels
and deferential arteries) during the laparoscopic
orchiopexy.

Orchiectomy is adopted in cases of unila-
teral cryptorchidism in which the affected testis
is atrophic, there is atresia or small length of the
vas deferens, the testicular veins are located in the
retropertium because they are too short or in the
presence of intra-abdominal testis in the posto-
perative pubescent patients, associated with the
contralateral testis without anatomical and mor-
phological alterations (36). However, in post-pu-
bescent children, there is controversy regarding
the adoption of this approach as it would impair
the patient’s quality of life and increase the risk of
postoperative mortality, with consensus in cases
of increased risk of testicular neoplasia (43, 44).

CONCLUSIONS

Preservation of an adequate arterial sup-
ply for the testis is crucial for successful orchio-
pexy to ensure normal testicular size and texture
so the anatomy of testicular arteries is very im-
portant to success of the surgical procedures. La-

paroscopic transection of the testicular vessels by
dividing the spermatic vessels (Fowler-Stephens
surgery) is safe in patients with high abdominal
testes because the great collateral vascular supply
between testicular, vasal and cremasteric arteries,
and two-stage Fowler-Stephens orchiopexy appe-
ars to carry a higher rate of success than the single
stage approach.
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ABSTRACT

Background: The knowledge of testicular vascular anatomy is a key point in Fowler-5tephens
surgery. The objective of this study was to analyze the histology and distribution of abdominal

testicular vessels in human fetuses

Patients and Methods: We studied 19 fetuses (34 testes) ranging in age from 12 to 15 weeks
post-conception. The fetuses were evaluated regarding crown-rump length (CRL), total length
{TL) and body weight immediately before dissection. Each testis was dissected and embedded
in paraffin, from which 5 pm thick sections were obtained and stained with Masson's
trichrome and Anti-CD31 antibody to quantify the vessels. The stereclogical analysis was
carried out with the Image Pro and Image | programs, using & grid to determine wvolumetric

densities (Vv). Means were statistically compared using the unpaired T-test (p<0.05).

Results: The fetuses presented weight between 58 g and 551 g (mean=2225 g), had CRL
between 8 cm and 25 cm (mean=15.3 cm), and TL between 11 cm and 56.5 cm {mean= 232
cm). All testes were in the abdominal position. The mean percentage of vessels (Vv] in the
upper portion of the testis was 7.6% (4.6 to 15%) and in the lower portion the mean was 5.11%
{2.3 to 9.8%), with a significant difference (p=0.0001). In the analysis between the upper
portion of the right and left testes (p=0.99) and in the analysis of the lower portion of the right

and left testes (p=0.83), we did not observe significant differences.

Conclusion: The upper portion of the abdominal testis in human fetuses had a higher
concentration of vessels compared to the lower pertion. These results confirm the importance
of perferming minimal manipulation of the lower end of the testis during Fowler-5tephens

SUrgery.

Level of evidence: Level lIc
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INTREODUCTION

The testes can be located in the abdomen, inguinal canal, or external ingninal
rng (prepubic), or refractable in patients with cryptorchidism [1]. The purpose of
surgical treatment of undescended testes 1s the placement of the testes i the scrotum
without atrophy or recurrence. Surgical complications are more common in cases of
testicular anomalies, such as small or short vessel testicles [2].

In cases where the testicles are not palpable, laparoscopic or open surgical
exploration is necessary to identify the morphology and anatomical locations of the
testes, vas deferens and testicular vessels and thus select the most appropriate surgical
techmigque [3]. Most orchidopexies can be performed through ingunal or even serotal
access. Laparoscopy is often used fo diagnose non-palpable tfestes, by assessing
testicular position if the testes are atrophic or absent [4.5]. Laparoscopy allows
simultaneous performance of orchidopexy with high suecess rates [6.7].

Two-stage Fowler-Stephens surgery is one of the surgical options to treat high
abdominal imdescended testis [8]. The knowledge of testicular vascular anatomy is a
key point in this procedure. We hypothesized that there are no differences in vessel
distribution between the supenior and inferior testicular portions. The objective of this
study was to analyze the listology and dismbution of testicular vessels during the
human fetal period.
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MATERIAL AND METHODS

The study was approved according to the ethical standards of the hospital's
mstifufional committee on expenmentation with buman bemgs (IRE number:
30706720.8.0000.5259).

We studied 34 testes obtained from 19 human male fetuses ranging in age from
12 to 19 weeks post-conception (WPC) durmg the period from Jamuary 2021 to October
2022, All the fetuses were obtained from the matemity service of owr hospital with
parental approval. The fetuses were macroscopically well preserved, without anomalies
of the urinary and genital system, and fetnses with syndromes were excluded.

The gestational age of the fetuses was determined in WPC according to the foot-
length critenon, which i1s cumrently considered the most acceptable parameter to
caleulate gestational age [9-12]. The fetuses were also evaluated regarding crown-rump
length (CEL) and body weight immediately before dissection. The same observer
performed the measurements.

After the measurements, the fetuses were carefully dissected with the aid of a
stereoscopic lens with 16/23X magnification. The abdomen and pelvis were opened to
expose and identify the urogenital organs. Each testis was separated from the other
structures and was fixed in 10% buffered formalin, and routinely processed for paraffin
embedding, after which 5 pm thick sections were obtained at 15 um intervals (Figure
1A).

The testicular vessels were stdied by histochemical and immmunochistochemical
methods. The sections were stained with hematoxylin-eosin to assess the integrity of the
tissue. We also performed the following staiming: Masson™s trichrome and CD-31
antibody (ABCAM- rabbit polyclonal anti- human and meouse CD31 with 1:50 dilution)
to quantify and observe the testicular vessels. [13].

Five sections were staned and five fields of each section were selected. All
selected fields were photographed with a digital camera (Olympus DP70, Tokyo,
Japan) under the same conditions at a resolution of 2040 x 1336 pixels. directly
coupled to the microscope (Olympus BX51, Tokyo, Japan). and stored in a TIFF file.
A line was drawn approximately in the middle part of the cut, dividing the testicle into
upper and lower half The area density of blood vessels was calculated i each of the

upper and lower parts (Figure 1B).
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We used the Image ] software, version 1.46r, loaded with its own plug-in to
determine the vessels’ volumetric density (Vv). Results for each field were obtained
through the quantification assessment method, by superimposing a 100-point test grd
(multipurpose test system) on the video monitor sereen (Figure 1C). The anthmetic
mean of the quantification in 3 fields of each section was determined. Afterwards, we
obtained the mean quantification value for the 5 sections studied from each testis (fotal

of 25 test areas).

Statistical Analysis

All parameters were statistically processed and graphically descmbed. The
Student t-test was used for comparison of guantitative data between upper and lower
testicular portions The results obtaned were compared using analysis of varance
(ANOVA) with Tukeys multiple compansons post-test (p=0.03). Simple lnear
comrelations were calculated for all vanables (where 1° values less than (.4 reflect very
weak comelation, r° between 0.4 and 0.7 reflect moderate comrelation and r* greater than
0.7 indicate strong correlation): fetal weight fetal age in post-conception weeks and
percentage of vessel density in the upper and lower portions of the rght and left
testicles.

The statistical analysis was performed with GraphPad Prism.
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RESULTS

The fetuses ranged m age from 12 to 19 WPC, weighed between 58 z and 551 g
(mean=2223 ), had CEL between & cm and 23 em (mean=15 3em) and total length
between 11 cm and 565 cm (mean= 23 Jem). In 19 fetuses, all the 38 testes were in
abdominal position. Table 1 reports all biometric data of the 19 fetuses in our sample.

During the histologic preparation we lost 4 testes, so we only analyzed 34 of the
38 testes. The statistical analysis of vessel volumetric density in the upper and lower
portion of the testes studied is reported mm Table 2. In tum. Figure 2 shows the
histological aspects of the vessel distmbution in the upper and lower portions of the
testes. The histological analysis showed that the upper pole had more vessels during the
gestational period studied

The guantitative analysis indicated no sigmificant differences comparing the
upper portion of the right and left testes (p=0.99) and in the analysis of the lower
portion of the right and left testes (p=0_83). but the mean vessel volumetric density in
the upper portion of the testes was 7.6% (4.6 to 15%, 5D=0.42) and in the lower portion
the average was 5.11% (2.3 to 9.8% 5D=031), with a significant difference
(p=0.0001).

Linear regression analysis showed that gestational age was weakly positively
comrelated with the vessel density m the upper portion (y=0003262x + 7.521;
r=0.000007362; p=09918, not significant) and lower portion (y= 0.08122x + 3.902;
r=0.005674; p= 0.7739, not significant) of the left testes. The gestational age was also
weakly positively comelated with vessel density in the upper portion (y=03163x +
12.16; r=0.1233; p= 0.1823, not significanf) and lower porticn (y=0.1720x + 2.312;
r=0.04234; p= 04282, not significant) of the nght testes (Figure 3).

The linear regression analysis also showed that the fetal weight was weakly
positively comelated with vessel density of the upper portion (y=0,006440x + 6.362;
r=0.09690; p=02086, not significant) and lower portion (y=0.001423x + 4.286;
r=0.006150; p=0.7648, not significant) of the left testes. The fetal weight was weakly
positively cormrelated with the vessel density in the upper portion of the right testes (y=
0.003964x + 6.674; r'=0.05383; p=0.3711, not sigmficant) and the vessel density in the
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DISCUSSION

High abdominal undescended festis iz a challenging sitwation in pediatric
wrology. Imespective of the surgical techmique, preservation of an adequate arterial
supply for the testes is crueial for suecessful orchidopexy to ensure normal testicular
size and texture [14]. The anatomy of testicular arteries 15 very important to the success
of the surgical procedures [15]. Each testis is imigated by three arteries: the testicular
artery (infernal spermatic artery). a branch of the nght aorta; deferential artery (vasal
artery), a branch of the inferior vesicle artery that originates from the anterior trunk of
mternal 1liac artery and cremastenc artery (external spermatic artery). a branch of the
inferior epigastric artery. These three artenes penefrate the organ in the mediastinal

region, where they provide ample communication [13].

When orchidopexy is performed in patients with intra-abdominal testicles, one
of four surgical techmiques is applied: conventional orchidopexy, laparoscopic
orchidopexy, Fowler-Stephens orchidopexy in one stage, and Fowler-Stephens
orchidopexy n two stages [16]. In the four types, surgery consists of locating each
testis, dissecting it near the spermatic cord, acquiring free tension, and then
repositioning it near the scrotum. When performed open, a medial inpuinal incision is
made from the anterior superor illac spine to the external oblique fascia to allow
exploration of the peritoneal cavity [17]. Advantages of performing these technigques by
laparescopy include mmproved wvisualization, more extensive vascular dissection abality
to vessel onigin, lower morbidity, and ability to create a medial inner ring to the lower
epigastnic vessels and perform a straight course to the scrotum [18].

Conventional laparoscopic Fowler-Stephens orchidopexy (CLO), both in one
and two stages, i1s adopted when the testes are located high, and the testieular vessels are
too short to be fixed in the scrotum. The vessels are ligated and the blood supply to the
testes i1s preserved via cellateral circulation between testicular and deferential arteries,
followed by repositioning and fixation of the testes [19]. In this surgery, the
gubemaculum is divided, and each testis is brought down medially te the infenior
epigastnc vessels and a straight course to the scrotum 1s performed [4.3].

CLO is an accepted technique when the spermatic vessels” length is short and to
perform tension-free testicular mobilization at the scrotum. CLO atrophy rates can be as
high as 33% [17]. In this techmigue. previous testicular surgery and vas abnormalities
are factors associated with testicular atrophy [20-22].
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Eecently. an altermative of CLO with gubemaculum preservation and anatomical
delivery of the testis through the internal ingsumnal mmg was described. called
gubemaculum-sparing  laparoscopic orchidopexy (GLSO) [23] It improves the
collateral blood supply to the testes by preserving the gubemaculum and cremasteric
vessels, with less atrophy than in CLO [23].

A previous anatomical study of cadavers with undescended testes demonstrated
that all testicles sudied. inchuding the undescended ones, had testicular, deferential and
cremasteric arteries and good commumication among the three artenes, with visible
anastomotic channels between the testicular and deferential arteries [24]. An interesting
study in human fetuses showed that the incidence of extra-numerncal arteries in fetuses
with testicles located in the abdomen is rare, and in cases of surgery by the Fowler-
Stephens techmigme, they would be maintained by the deferential and cremastenc
arteries [25].

This article 15 the first to evaluate the histology of testicular vessels in human
fetuses with the testes positioned in the abdomen, and demonstrates a significant
difference between the wvascular density in the upper and lower ends of the testicle,
which remnforces the importance of preserving the vessels that will give nse to testicular
collateral circulation in the lower extremity. Our study demonstrates that vascular
density was positively comelated with the age and weight of the studied fetuses. Our
results also show that the lower region of the testes has a significantly lower vascular
concentration and corroborates the importance of preserving the vascularization that
reaches the testes through the region of the testicular gubernaculum and the cremasteric
vessels. As descobed for GSLO, this can be of great benefit and explain the lower
atrophy rates observed with this techmque [23]

Some limitations of our study should be mentioned: (a) the sample size was
small (however, fetuses are rare, so observations of small samples are still relevant); and
(b) the ideal sample for the present study would be children aged less than 1 year with
cryptorchidism_ but due to the ranty of this ideal sample, the study with human fetuses
can provide important information for the treatment of cryptorchidism.

71



10
CONCLUSIONS:

The upper portion of the abdominal testis mm human fetuses had a haigher
concentration of vessels than the lower portion. These results confimm the importance of
performing minimal manipulation of the lower end of the testis duning Fowler-Stephens

72



1
EEFERENCES

[1] Heyns CF, Hutson JM. Historical review of theories on testicular descent. J Urol
1995;153(3 Pt 1):754-67.

[2] Henna MR, Del Nero RG, Sampaic CZ, Atallah AN, Schettim 5T, Castro AA et al
Homenal cryptorchidism therapy: systematic review with metanalysis of randomized
clinical trials. Pediatr Surg Int. 2004;20(5):357-9.

[3] Eolon TF, Hemdon CD, Baker LA, Baskin LS, Baxter CG, Cheng EY, et al
Evaluation and treatment of cryptorchidism: AUA guideline. J Urol. 2014;192(2):337-
45.

[4] Aggarwal H, Kogan BA. The role of laparoscopy in children with groin problems.
Transl Androl Urcl. 2014;3(4):418-28.

[5] BEurz D. Current Management of Undescended Testes. Curr Treat Options Pediatr.
2016:2(1):43-51.

[6] Thomup J, Cortes D. Surgical Management of Undescended Testis - Timetable and
Outcome: A Debate. Sex Dev. 2019;13(1):11-9.

[7] Virtanen HE, Cortes D, Rajpert-De Meyts E, Ritzén EM, Nordenskjsld A,
Skakkebaek NE. et al Development and descent of the festis im relation to
cryptorchidism. Acta Paediatr. 2007;96(5):622-7.

[E] Alagaramam 5, MNathamiel C, Cuckow P, Duffy P, Mushtag I, Cheran A, et al
Testicular cutcome following laparoscopic second stage Fowler-Stephens orchidepexy.
I Pediatr Urol. 2014;10(1):186-92.

[9] Hem WM. Comelation of fetal age and measurements between 10 and 26 weeks of
gestation. Obstet Gynecol. 1984:63(1):26-32.

[10] Mercer BM, Sklar 5, Shanatmadar A, Gillieson MS, D'Alton ME. Fetal foot length
as a predictor of gestational age. Am J Obstet Gynecol. 1987;156(2):350-5.

[11] Platt LD, Medearis AL, DeVore GE., Horenstein JM, Carlson DE, Brar HS. Fetal
foot length: relationship to menstrual age and fetal measurements in the second
tmmester. Obstet Gynecol. 1988;71(4):326-31.

73



12

[12] Vieiralves B Fibeiro G5 Jr, Alves EF, Sampaio FJ, Favonto LA Are anogenital
distance and external female genitalia development changed in neural tube defects?
Study in human fetuses. J Pediatr Urol. 2020;16(53):654 e1-654 28,

[13] Mandarm-de-Tacerda CA, Femandes-Santos C, Agunila MB. Image analysis and
quantitative morphology. Methods Mel Biel. 2010; 611:211-25.

[14] Chung JM, Lee SD. Individualized Treatment Guwdelines for Postpubertal
Cryptorchidismn. Werld J Mens Health 2015;33(3):161-6.

[13] Benzi TC, Logsdon NT, Sampaio FIB, Faverite LA, Testicular arteries anatomy
applied to fowler-sthephens surgery in high undescended testis - a namative review. Int
Braz J Urol. 2022:48(1):8-17.

[16] Fowler B, Stephens FD. The role of testicular vascular anatomy in the salvage of
high undescended testes. Aust N Z J Surg. 1959; 20:02-104.

[17] Docimo 5G, Silver BRI, Cromie W. The undescended testicle: diagnosis and
management. Am Fam Physician. 2000;62(9):2037-44, 2047-8.

[18] Elyas B, Guerra LA, Pike J. DeCarli C, Betolh M, Bass I, et al. Is staging
beneficial for Fowler-Stephens orchiopexy? A systematic review. J Urol
2010;183(3):2012-8.

[19] Alagaramam 5, Nathaniel C, Cuckow P, Duffy P, Mushtaq I, Chenian A et al.
Testicular cutcome following laparoscopic second stage Fowler-Stephens orchidopexy.
] Pediatr Urel. 2014;10:136-92.

[20] Baker LA, Docimo SG, Surer L Peters C. Cisek L. Diamond DA, et al. A multi-
mnstitutional analysis of laparescopic orchidopexy. BIT Int. 2001;87(6):484-9.

[21] Papparella A Nowviello C, Amici G, Parmeggiam P. Laparoscopic Fowler-Stephens
procedure 15 contraindicated for intraabdominal testicular major duct anomalies. Surg
Endosc. 2004;24. Epub ahead of print.

[22] Braga LH, Pipm Salle JL, Dave 5, Bagli DI, Lorenze Al Khoury AE. Cutcome
analysis of severe chordee correction using funica vaginalis as a flap in boys with
proximal hypospadias. J Urel. 2007;178(4 Pt 2):1693-7; discussion 1697

74



13

[23] Braga LH, Farrokhyar F, McGrath M, Lorenzo AJ. Gubemaculum Tests and
Cremasteric Vessel Preservation during Laparoscopic Orchiopexy for Intra-Abdominal
Testes: Effect on Testicular Atrophy Rates. J Urol. 2019;201(2):378-83.

[24] Yalgin B, Komesh GH, Ozgék Y, Ozan H Vascular anatomy of mormal and
undescended testes: surgical assessment of anastomotic channels between testicular and
deferential artenies. Urology. 2005;66(4):834-7.

[253] Sampaio FJ. Favorito LA Freitas MA Damido B, Gouveia E. Arterial supply of
the human fetal testis during its migration. J Urel. 1999;161(5):1603-5.

75



13

FIGURES

Figure 1: A) The figure shows a fetus with 17 weeks post conception (WPC) with the
testis in abdominal position. After the dissection, the bladder (B), the testis (T), the
gubemaculum (g), epididymis () and the infernal inguinal ring (IR can be observed;
B) The photomicrograph shows the testis of a fetus with 16 WPC. A line was drawm,
approximately in the middle part of the eut, dividing the testicle into upper (1) and
lower half (1). Masson's tmchrome X40; and C) morphometric analysis of the fetal
testis. The photomicrograph shows the quantification of the vessels in a fetus with 16
WPC using the Image J Test grid software (Masson’s trichrome X1000).

Figure 3: Histologic analysis of the testcular vessels A) Photomicrograph showing
the distmbution of the vessels (arrowhead) in the lower portion of a fetus with 16 weeks
post-conception (WPC). Massen's trichrome X1000; B) Photomicrography showing the
dismbution of the wvessels (amowhead) In upper portion m a fetus with 17 WPC.
Masson’s trichrome X1000; C) Phetomicrography showing the distmbution of the
vessels (amowhead) in lower portion in a fetus with 19 weeks post-conception (WPC).
Immumehistochemical with CD-31 antibody x1000 and D) Photomicrography showing
the distmbution of the vessels (arrowhead) in lower portion in a fetus with 18 weeks
post-conception (WPC). Immunchistochemical with CD-31 antibody x1000.

Figure 3: Linear regression analysis. The points plotted represent the mean values
obtained for each week studied A) The fisure shows linear regression analysis
companng the vessel density of the left testis with fetal age (WPC); B) the figure shows
linear regression comparing the vessel density of the right testis with fetal age (WPC);
C) the figure shows linear regression comparing the vessel density of the left testis with
fetal weight; and D) the figure shows linear regression comparing the vessel density of
the night testis with fetal weight.
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Table 1: The tahle shows the biometric data of the fetus studied and the analysis of the vascular desinty m the 19 fetuses of our

sample. WPC — weeks post conception, F.T- Right testis, LT — Left testis, UP — Upper extremity of the testis, LP- Lower Extremity of
the testis, CEL- crown rump length, TL- Total Lenght

Fetns  WPC  RT UP Demsity (%) RT LP Density (%) LT UP Density (%) LT LP Density (%) Weight(s) CRL(cm) TL(cm)
1 129 73 36 5.0 40 58 20 110
2 131 56 44 57 47 66 150 s
3 131 08 50 100 63 70 110 140
4 133 x x 64 EE 80 140 17.0
5 JEX] 2.6 6.3 150 08 107 175 a0
1 147 78 48 7.0 45 170 150 135
7 160 5.5 X x x 130 155 20
3 160 72 54 53 23 245 189 247
9 16.0 20 43 53 £ 286 182 242
10 161 X 74 70 43 192 L 120
1 163 5.0 48 75 53 247 135 125
12 163 10.0 50 58 33 250 17.0 230
13 165 7.0 54 63 33 230 175 250
14 170 X 33 82 76 348 140 563
15 174 x X 7.6 8.6 252 120 245
16 17.6 65 40 9.0 6.0 250 165 4.0
17 181 02 50 46 44 214 115 200
18 191 48 33 120 62 481 17.0 250
19 194 142 03 x x 551 250 325

Mean 159 758 506 758 518 1153 1535 1121



