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RESUMO

Dip, LF. Efeitos da n-acetilcisteina em testiculos de ratos submetidos a torcao
do corddo espermatico. Campo Grande; 2011. [Dissertacdo — Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul].

Objetivo: Avaliar os efeitos da n-acetilcisteina em testiculos de ratos submetidos a
torcéo do corddo espermatico (TCE).

Métodos: Foram utilizados quarenta e oito ratos, distribuidos em quatro grupos com
12 animais cada. Os animais dos grupos | e Il foram submetidos a torcdo do cordao
espermatico; sendo que no grupo Il, receberam NAC. Os animais dos grupos Il e
IV, foram submetidos a exposicdo dos testiculos e imersdo em solucéo fisioldgica;
sendo que no grupo 1V, receberam NAC. Nos grupos | e Il, os testiculos foram
destorcidos apos 45 minutos de isquemia, sendo que em todos 0S Qgrupos, 0S
testiculos foram reposicionados na bolsa escrotal apdés 60 minutos. Passados 60
dias, os animais foram submetidos a orquiectomia bilateral com avaliacao
histopatolédgica dos testiculos.

Resultados: Na comparacéo entre os testiculos direito e esquerdo em cada grupo
isoladamente, houve diferenca estatisticamente significativa no grau de lesao
histolégica em todos os grupos avaliados. Na avaliacdo inter-grupos, quando
analisados os testiculos direitos, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
para os grupos lll e 1V, isto €, para os testiculos que ndo sofreram torcéo do cordao
espermético, a administracdo do medicamento ndo mostrou beneficio. Na analise
dos testiculos direitos dos grupos | e Il, onde houve a tor¢cdo do cordédo espermatico,
a diferenca para Glll e GIV foi significativa (p<0,001). Observou-se também,
diferenca entre Gl e GllI (p<0,001), mostrando efeito protetor da N-Acetilcisteina nos
testiculos torcidos (Gll), com diminui¢cdo dos graus de lesdo no segundo.

Para o testiculo esquerdo, houve diferenca estatistica entre os grupos | e I,

quando comparados aos grupos lll e IV (p=0,023). Nao houve diferenca entre Gl e
Gll, assim como entre GllIl e GIV. Isso demonstra que a tor¢cado no testiculo direito
provocou alteracfes histoldgicas no testiculo contra-lateral, sem efeito benéfico no
grupo gue recebeu N-Acetilcisteina (GI=GIl > GllI=GIV), enquanto que nos grupos
sem torcao, as alteracdes histoldgicas foram pouco significativas.
Conclusbes: A N-acetilcisteina mostrou efeito protetor na morfologia celular dos
testiculos ipsilaterais de ratos submetidos a torcdo do corddo espermatico seguido
de reperfusdo, e também observou-se alteracdes histolégicas nos testiculos
contralaterais.

Palavras-chave: n-acetilcisteina, torcao testicular, isquemia-reperfusao.
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ABSTRACT

Dip, LF. Effects of n-acetylcysteine in testes of rats subje cted to torsion of the
spermatic chord. Campo Grande; 2011. [Dissertation — Federal University of Mato
Grosso do Sul].

Background: Evaluate the effects of NAC in testes of rats subjected to ischemia-
reperfusion through torsion and detorsion of the spermatic chord.

Methods: Forty-eight rats, divided into four groups with 12 animals each. The
animals in groups | and Il were subjected to twisting of the spermatic cord, and in
group Il received NAC. The animals in groups Il and IV were exposed to the
testicles and immersion in saline solution, and in group 1V, received NAC. In groups |
and I, the testes were distorted after 45 minutes of ischemia, and in all groups, the
testes were repositioned in the scrotum after 60 minutes. After 60 days, the animals
underwent bilateral orchiectomy with histopathological evaluation of the testes.
Results: When comparing the right and left testicles in each group separately, there
was statistically significant in histopathological degree changes in all groups. In
assessing inter-groups when analyzing the right testicles, there was no statistically
significant difference for groups Il and IV, so the testes that did not undergo twisting
of the spermatic cord, the drug showed no benefit. In the analysis of the right
testicles in groups | and IlI, where there was torsion of the spermatic cord, the
difference for GlIl and GIV was significant (p <0.001). There was also difference
between Gl and Gll (p <0.001), showing the protective effect of N-acetylcysteine in
the testicles twisted (GI).
To the left testicle was no statistical difference between groups | and Il compared to
groups Il and IV (p = 0.023). There was no difference between Gl and GII and
between GIlll and GIV. This shows that the torsion of the right testicle caused
histological changes in contralateral testis, with no beneficial effect in the group
receiving N-acetylcysteine (GI=GII>GIlII=GIV), while groups without torsion, the
histological changes were not significant.

Conclusions: N-acetylcysteine showed a protective effect on cell morphology of the
ipsilateral testes of rats after spermatic cord torsion followed by reperfusion, and was
observed histological changes in contralateral testis.

Key words: n-acetylcysteine, testicular torsion, ischemia-reperfusion.
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1 INTRODUCAO

A torcdo do corddo espermatico (TCE) trata-se de uma entidade clinica
frequente em unidades de pronto-atendimento, acometendo criangas, adolescentes
e adultos jovens, com incidéncia anual estimada de 1 em cada 4000 homens, e 1
em cada 158 homens com idade até 25 anos. Tem seu pico de incidéncia em
neonatos e adolescentes entrando na puberdade, caracterizando uma emergéncia
cirdrgica, podendo levar a subfertilidade e infertilidade (ANDERSON, WILLIAMSON,
1986; BLANK, 1993; DAVENPORT, 1996; KOLETTIS, 1996; CUMMINGS, 2002;
SESSIONS et al, 2003). Minutoli et al. (2009) refere que a TCE requer diagndstico e
tratamento imediatos para evitar subsequente leséo testicular e infertilidade.

Em uma retrospectiva historica sobre tor¢do de 6rgaos escrotais, Noske et al.
(1998) considerou essa ocorréncia como emergéncia urolégica, e segundo Silva et
al. (2005), além de ser uma afeccdo frequente, se ndo diagnosticada e tratada
precocemente, pode levar a orquiectomia em 50 a 70% dos casos. Haynes et al.
(1983) e Bozlu et al. (2009) referem que a taxa de recuperacdo corresponde ao
intervalo decorrido entre o inicio dos sintomas e a interven¢do, de modo que a taxa
de salvamento esta relacionada com o diagndstico precoce seguido pela destor¢céo
cirdrgica do corddo espermatico, sendo este o0 manejo atualmente aceito e
padronizado para a preservagao da espermatogénese e da fertilidade.

Uma variedade de fatores predisponentes (aumento do volume testicular,
criptorquidia, testiculo horizontalizado), parecem estar associados ao
desenvolvimento da TCE, sendo que na maioria da vezes, a tunica albuginea é
volumosa e insere-se mais alta no cordao espermatico, permitindo maior liberdade
de rotacdo do cordado espermatico. Outros fatores possivelmente implicados séao
atividade sexual e trauma escrotal (BLANK et al, 1993; CUMMINGS, 2002;
RINGDAHL et al, 2006).

Os fatores mais importantes determinantes do dano testicular sdo a duracao
e o grau de tor¢do do cord&do espermatico (SESSIONS et al, 2003; GUIMARAES et
al, 2007; MINUTOLI et al, 2009), ambos relacionados diretamente a isquemia
tecidual. O restabelecimento do fluxo sanguineo apds isquemia, conhecido como
fendbmeno isquemia-reperfusdo (I/R), embora seja essencial para a sobrevivéncia

dos tecidos isquémicos, também pode ser prejudicial por desencadear uma cascata
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fisiopatoldgica que inclui a ativacdo de neutrdfilos e citocinas inflamatorias (tais
como TNF-a e IL-1B), adesdo de moléculas com aumento da trombogenicidade,
liberacdo de Calcio (Ca++) intracelular e producéo de radicais livres de oxigénio
(RLO), também conhecidos como espécies reativas de oxigénio ou EROs
(CAMPOS, YOSHIDA, 2004; UGUR et al, 2005; BOZLU et al, 2009).

O mecanismo oxidativo decorrente do processo isquemia-reperfusao (I/R)
contribui para os danos celulares e funcionais observados apos a instalacao dessa
sindrome. A producdo intensificada de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)
promove, entre outras alteracbes, a desestruturagdo do esqueleto celular e
desarranjo da membrana, com disfuncionalidade das bombas e ativacdo de
enzimas oxidantes, além de alteracdes mitocondriais que limitam ainda mais a
oferta de ATP para a célula (CAMPOS, YOSHIDA, 2004; ANDRADE et al, 2004).
Em condicdes fisiologicas, os efeitos dos radicais livres sdo contrabalanceados pelo
sistema antioxidante endogeno, impedindo a formacdo ou eliminando os RLO ja
produzidos (GUIMARAES et al, 2007). Associando-se esses fatores agressores:
radicais livres de oxigénio, agentes quimiotaxicos e agregacao leucocitaria, induz-se
a peroxidacéo de lipideos com lise de membranas, perda da integridade endotelial e
aumento de permeabilidade vascular, resultando em dano tecidual e morte celular.
Portanto, para tentar-se amenizar esse dano tecidual, por vezes reversivel, deve-se
atuar na eliminacao de radicais livres ja formados ou, entdo, impedindo que eles se
formem (CAMPOS, YOSHIDA, 2004; GUIMARAES et al, 2007).

A disfuncao endotelial decorrente da I/R e consequente a producéo de EROs
(sendo as principais o radical superédxido, radical hidroperoxil, peroxido de
hidrogénio, radical hidroxil), interfere em alguns processos bioldgicos, como por
exemplo, a diminuicdo ou inativacdo do Oxido nitrico (NO) o qual é liberado
fisiologicamente por células endoteliais, sugerindo que este seja consumido pelas
EROs (UGUR et al, 2005; Ustiin et al, 2008). Esta relacdo entre EROs e disfuncdo
endotelial tem sido observada em varios 0rgdos, e embora 0 mecanismo
fisiopatolégico da lesdo testicular ndo seja completamente conhecido, quando a
torcdo do corddo espermatico ocorre, o fluxo sanguineo é interrompido. Edema,
hemorragia, obstrucdo arterial e hipoxia desenvolvem-se (ALl CAY et al, 2006).
Apos a reperfuséo, quando a producédo de EROs excede a capacidade de defesa do
organismo, o estresse oxidativo é gerado, contribuindo para a injdria celular, a qual

pode ser reversivel ou irreversivel (GUIMARAES et al, 2007).
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Portanto, com base na experiéncia cientifica acumulada ao longo do tempo,
evidenciando o papel das EROs na patogénese das lesbes decorrentes da I/R,
diversos trabalhos surgiram propondo-se atenuar as repercussdes hemodinamicas
e fisiopatologicas da restauracdo vascular pos-isquémica em alguns tecidos e
orgdos. As estratégias adotadas sdo principalmente: suplementacdo de
antioxidantes endogenos, antioxidantes exdgenos ou componentes enzimaticos,
bloqueio de metais de transicdo (Fe™") e da atividade leucocitaria, neutralizacio da
acdo da hipoxantina, antinflamatorios, vasodilatadores, antiagregantes plaquetérios,
anticorpos monoclonais contra glicoproteina de adesdo do neutréfilo e a
suplementacdo de doadores de NO (CAMPOS, YOSHIDA, 2004).

Algumas substancias anti-oxidantes vém sendo estudadas nos ultimos anos
com a proposta de atuar nestes mecanismos oxidativos agressores, dentre elas:
propofol, alopurinol, &cido acetil salicilico, acido ascérbico, selénio, diclofenaco,
dexpantenol, trimetazidina, inibidores da enzima conversora de angiotensina e do
receptor da angiotensina tipo I, inibidores da 5 fosfodiesterase, eritropoetina,
trapidil, n-acetilcisteina, entre outras.

A N-acetilcisteina (NAC) foi introduzida como uma droga mucolitica em 1960
e, mais tarde, foi descoberto seu efeito anti-oxidante por ser um agente que
consome radicais livres e ser precursora da glutationa (GSH), a qual prové ao
organismo um mecanismo de defesa crucial contra os agentes oxidativos.

A NAC é uma substancia de baixo peso molecular, doadora do grupo
sulfidrila (tiol), e tem sido usada em estudos clinicos e experimentais para diminuir a
lesdo por reperfusdo. Ela pode ser benéfica por meio de sua acédo antioxidante
direta através da reacdo com peréxido de hidrogénio, e, portanto, diminuindo a
producdo de hidroxilas altamente reativas. Também aumenta a reverséo
citoplasmatica de glutationa reduzida (GSH), com acdo na defesa celular e
extracelular contra espécies reativas de oxigénio (ANDRADE et al, 2004,
PORTELLA et al, 2004; ALI CAY et al, 2006).

Segundo Andrade et al. (2004), a NAC também tem sido relacionada a
intensificacdo dos efeitos bioldgicos do NO por combinacdo desse a forma S-
nitrosotiol, sendo esta a mais estavel forma do NO. Ela ainda exerce um efeito
antioxidante indireto por facilitar a biossintese da Glutationa (GSH) por meio da
enzima glutationa peroxidase, uma das trés enzimas necessarias a sobrevivéncia

celular por ser um antioxidante endégeno. A NAC penetra facilmente na membrana
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celular, com toxicidade muito baixa, sendo amplamente utilizada em estudos
referentes a isquemia-reperfusdo, e em alguns referentes a TCE em ratos (ALI CAY
et al, 2006; PAYABVASH et al, 2007; AKTAS et al, 2010).

Kondala Rao et al. (2002), avaliaram a morte de células germinativas
induzida por acido metoxiacético (MMA), e os beneficios da NAC como antioxidante
pré-apoptoético. Concluiram que, se a deplecdo de GSH € a causa das alteracdes
precoces da apoptose, a suplementacao de substancias precursoras de GSH pode
ser capaz de impedi-las. A NAC, como precursora da biossintese de GSH,
aumentou os niveis de GSH no plasma e nas células germinativas, e foi capaz de
prevenir varios eventos pré-apoptoéticos, incluindo a fragmentacdo do DNA e,
finalmente, a morte celular. Outros estudos do mesmo autor mostram que, quando
as células geminativas estdo envolvidas, a GSH desempenha um papel muito
importante durante o estresse oxidativo. Portanto, considerando-se a via
mitocondrial da apoptose, acredita-se que a NAC pode ser usada para tratar uma
variedade de doencas em humanos.

No entanto, apesar da busca por meio de varios experimentos buscando
algum agente antioxidante que possa reduzir os efeitos prejudiciais da reperfuséao
em testiculos torcidos, conforme revisdo sistematica realizada na literatura em
bases de dados da BIREME nos ultimos anos, atualmente n&do existe nenhuma
droga aceita e padronizada como complemento ao tratamento cirdrgico desta
afeccdo (para reducéo dos danos da reperfuséo tecidual). Portanto, a exploracao
cirurgica imediata, com destor¢cdo do testiculo comprometido e orquidopexia, € a
Gnica maneira de se tentar resgatar a funcdo testicular, atuando apenas na
isquemia tecidual.

E embora a NAC tenha sido amplamente utilizada em estudos referentes a
I/R de outros 6rgéos, tais como figado, rins, coragdo, masculo esquelético, intestino
e cérebro (EVORA et al, 1996; DEMIR; ERDEN, 1998; CUZZOCRE et al, 2000), os
provaveis efeitos anti-oxidantes da NAC em testiculos submetidos a I/R sdo ainda
pouco consistentes, com resultados escassos (ALl CAY et al, 200; PAYABVASH et
al, 2007; AKTAS et al, 2010), tornando pertinente a realizacdo de um estudo para
avaliar o uso da NAC, em dose terapéutica, contra o estresse oxidativo, em um
modelo animal (ratos) de torcao/destorcao testicular, assim como determinar seus

efeitos na apoptose de células germinativas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Embriologia Testicular

A origem embriolégica e o0 desenvolvimento testicular comecam
precocemente na vida fetal, e embora o cromossomo sexual seja determinado no
momento da fusdo dos gametas (pela presenca ou auséncia do cromossomo Y), a
diferenciacdo sexual masculina ndo se inicia até que a diferenciacao testicular seja
iniciada (na sétima semana de gestacao), quando hormonios séo produzidos pelos
testiculos fetais e sustentam o desenvolvimento masculino normal, ao passo que a
auséncia do hormonio testicular resulta no desenvolvimento do sexo feminino.

Os hormonios que controlam a diferenciacdo sexual masculina incluem
androgenos testiculares, produzidos pelas células de Leydig, e a substancia
inibidora mulleriana, produzidas pelas células de Sertoli. Os androgenos
(testosterona e diidrotestosterona) mediam a diferenciacdo dos ductos de Wolff em
vesiculas seminais, epididimos, vasos deferentes e ductos ejaculatorios. A
masculinizacdo da genitalia externa tem influéncia similar dos andrégenos
testiculares. Ambos os hormonios (testosterona e substancia inibidora mulleriana)
sao secretados a partir da oitava semana de gestacao, independente da regulacéo
hormonal hipofiséria. A testosterona € convertida , através da enzima b5alfa-
redutase, em diidrotestosterona (DHT), a qual é responsavel direta pela inducéo da
diferenciacao dos ductos de Wolff (KAVOUSSI et al, 2007).

O gubernaculo aparece na sétima semana de gestacdo (no desenvolvimento
do embrido), como uma condensacao de tecido mesenquimal dentro de uma fascia
subserosa, de cada lado da coluna vertebral, que extende-se da gbnada a fascia
entre 0os musculos obliquo externo e interno. A porcdo cranial do gubernaculo
envolve a cauda do epididimo e o pdlo inferior do testiculo (na tunica albuginea),
dirigindo-se no sentido caudal para dentro do canal inguinal, onde é fortemente
aderido. Apds, o gubernaculo sofre um aumento significante de seu comprimento e
largura, devido a deposicdo de glicosaminoglicanas na matriz extracelular, com
posterior abaixamento testicular. Entretanto, observa-se que o gubernaculo tem um
importante valor na fixacdo do testiculo no anel inguinal antes do descenso, mas,
como regra, o dencencgo testicular através do canal inguinal para a bolsa escrotal
ainda precisa de mais esclarecimentos (JONES, 1961; KAVOUSSI et al, 2007). A
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tunica vaginal desenvolve-se como uma herniagdo do peritbneo no anel inguinal
profundo e reclina-se na porcao anterior do gubernaculo. Esta encontra a parede
abdominal anterior, em suas trés camadas, pelo hiato do musculo transverso
abdominal, de onde serdo originados trés folhetos: fascia espermatica interna,
fascia cremastérica e fascia espermatica externa, constituintes do cordao
espermatico (TANAGHO, MCANINCH, 2010).

A genitalia externa desenvolve-se entre a 8 e 16 semanas de gestacao,
induzida pela DHT. Neste momento, o0s testiculos sao intrabdominais,
permanecendo latentes até a 232 semana de gestacdo, tempo em que a tunica
vaginal continua alongando-se até o0 escroto. Os testiculos, epididimos e
gubernaculo descem em massa através do canal inguinal pelo processo vaginal
patente, de modo que ao redor de 50% dos testiculos descem em 27 semanas e
75% descem em 28 semanas de gestacdo, sendo as taxas de descenco
diretamente proporcionais ao peso de nascimento do feto (TANAGHO, MCANINCH,
2010; KAVOUSSI et al, 2007).

2.2 A Torgéo do Cordao Espermatico

A torcédo testicular, ou do corddo espermético, € uma entidade clinica que
vem sendo discutida por especialistas desde meados do século XX, quando passou
a ter maior importancia médica, porém o primeiro relato, feito por Desaliauve,
aconteceu em 1840. Entre os anos de 1923 e 1930, mais de 250 foram relatados
por O"Conor, mostrando um aumento significativo no reconhecimento e no
diagnéstico desta afeccao (SCOTT, 1956; SPARKS, 1971; BENTLEY, 2004).

Embora conheca-se a TCE desde o século XIX, tal doenca era considerada
incomum, uma curiosidade médica. Em 1913, Ombrédanne observou um caso de
TCE em exploracao de orquite tuberculosa e sugeriu que a mesma poderia ser uma
causa comum de escroto agudo. Na década de 1920 foi descrita a torcdo do
apéndice testicular e, paulatinamente, os cirurgibes foram descobrindo tais
entidades como emergéncias, até que nas décadas de 1950-1960 se firmam
nitidamente no armamentario dos cirurgides. E finalmente, na década de 1960
surge a informacéao de que existe uma malformacéo anatdmica bilateral responsavel
pela TCE, com implicacbes cirargicas e meédico-legais 6bvias, e a partir dai a
orquidopexia contralateral € indicada. Em meados de 1970 deu-se relevancia ao

tema, com realizacdo de estudos clinicos e pela conscientizagdo quanto a
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necessidade de informar aos néo especialistas e leigos sobre tal afeccéo, a fim de
melhorar os resultados terapéuticos pelo encaminhamento mais precoce dos
pacientes. As décadas de 1980 e 1990 se focam em problemas de diagndstico
diferencial, desenvolvimento e uso de exames complementares, para aparelhar
diagnésticos precoces e diminuir o risco de cirurgias desnecessarias. AO mesmo
tempo surgem estudos quanto a fisiopatologia das lesbes secundarias a isquemia
testicular, ipsi e contralateral. Aqui encontra-se o principal foco atual dos estudos,
embora nao esteja resolvido, em absoluto, o problema da abordagem precoce dos
pacientes, conforme demonstram relatos da literatura (NOSKE et al, 1998; JESUS,
2000).

Trata-se de um quadro com inicio agudo e de diagndstico, muitas vezes,
dificil, talvez pelo fato da ndo familiarizacdo do médico com a doenca ou de uma
avaliacdo inconclusiva, levando em muitos casos ao falso-diagnéstico de epididimite
aguda, de modo que, se tratados como condi¢Bes inflamatorias, evoluem ao longo
dos anos com atrofia do testiculo comprometido. A evolucdo pode ser com o
acompanhamento clinico ou exploracao cirdrgica tardia com orquiectomia (SCOTT,
1956; SPARKS, 1971; NOSKE et al, 1998).

Riba e Shmidlapp (1946) estimaram que 75% dos testiculos torcidos eram
perdidos, e concluiram que € melhor explorar um caso de epididimite do que deixar

passar um caso de tor¢ao testicular.

2.2.1 Epidemiologia

Jones (1961) relatou que o evento poderia ocorrer em qualquer idade, desde
neonatos até pacientes idosos, porém com maior acometimento de criancas e
adolescentes, concluindo que o pico de incidéncia dava-se entre 10 e 40 anos de
idade (predominando na infancia e adolescéncia). Anderson e Williamson (1990)
relataram uma incidéncia estimada que alcanca 1 em cada 158 homens até os 24
anos de idade, ou uma incidéncia anual de aproximadamente 1 para cada 4.000
homens até 25 anos de idade. Segundo Sessions et al. (2003) e Mansbach et al.
(2005), o pico esta entre 10 e 19 anos de idade, representando 25% a 35% das

doencas escrotais agudas na faixa pediatrica.
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2.2.2 Etiologia

A susceptibilidade aumentada para a torcdo do corddo espermatico resulta

do desenvolvimento de uma anormalidade anatbémica entre o testiculo e seu
mesentério. Isto poderia explicar o fendmeno de tor¢cdo em um testiculo
criptorquidico associado a tumor (KAVOUSSI et al, 2007).

A torcéo intra-vaginal é a mais frequente apresentacdo da TCE, ocorrendo
em cerca de 90% dos casos. Pode ser consequente a perda de fixagdo normal do
testiculo e epididimo ao revestimento fascial e muscular que circunda o cordéo
dentro da bolsa escrotal, levando a uma fixagdo deficiente do testiculo, conhecido
como deformidade em “badalo de sino” (RINGDAHL, TEAGUE, 2006). O testiculo,
normalmente fixado a bolsa em sua porcdo posterior (mesentérica), tem uma
insercdo alta do epididimo e encontra-se totalmente envolvido pela tinica vaginal e
livre na bolsa escrotal. A auséncia de fixacdo explica também a ocorréncia
relativamente comum de torcdo em testiculos criptorquidicos, a qual é
aproximadamente dez vezes maior do que o indice para testiculos tépicos.
Geralmente esta malformacéo é bilateral, determinando uma chance de até 40% de
torgéo contralateral assincronica. A torcdo pode ser em qualquer sentido, contudo,
segundo este autor, € muito mais comum no sentido medial (interno), podendo ter
numero variado de voltas. E provavel que uma contracéo assincronica do cremaster
determine o episodio agudo, o que explica a ocorréncia determinada pelo frio ou
durante o sono, assim como reducdo espontanea com anestesia, por induzir
relaxamento muscular. A doenca também tem relagdo com o aumento rapido da
massa testicular que ocorre no adolescente e em presenca de tumores testiculares
(JESUS, 2000; KAVOUSSI et al, 2007).

A torcdo extra-vaginal € doenca tipicamente perinatal e costuma estar
presente jA ao nascimento. Ocorre proxima ao anel inguinal externo, geralmente
ainda na vida intra-uterina, pela auséncia de fixacdo vaginal as demais camadas da
bolsa, que depende de maturacdo organica e normalmente ocorre por volta dos dez
dias de vida extra-uterina.

E uma terceira forma possivel de torcdo, muito incomum, € a torcdo de
testiculo “propriamente dita”, em que a gbnada sofre torcéo entre si e o epididimo,
na presenca de fixacdo anémala epididimo-testiculo (JESUS, 2000; KYRIAZIS et al,
2008).
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A tor¢cdo pode ocorrer em associagdo com trauma ou atividade fisica, embora
a torcao espontanea seja relatada com maior freqiéncia por Noske et al. (1998), de
modo que, com certa frequéncia, o paciente € despertado de seu sono com dor
testicular aguda (fato talvez associado a contracdo do musculo cremdster, que
insere-se sobre o corddo em configuracdo espiralada). Para Ringdahl et al. (2006),
os fatores predisponentes a torcdo sdo aumento do volume testicular
(frequentemente associado a puberdade), tumor testicular, testiculo reclinado ou
horizontalizado, corddo espermético com por¢do intra-escrotal longa e historia de
criptorquidismo (com declinio de eventos apds a década de 1930, quando foi
instituido o tratamento hormonal para testiculos criptorquidicos); enquanto que
Mansbach et al. (2005) avaliaram 436 pacientes submetidos a tratamento cirurgico
para TCE, e concluiram que idade aumentada foi um preditor para orquiectomia,
alcangando taxas 30% aos 15 anos e 50% aos 25 anos de idade.

A rotagdo testicular pode ser variada, porém costuma ocorrer no sentido
medial (interna), atingindo até 1080 graus, dependendo das condi¢cbes anatémicas
relacionadas (KAVOUSSI et al, 2007). Para Sessions et al. (2003), em um estudo
realizado com 186 pacientes operados com torcao testicular, com idade entre 18
meses e 20 anos, a rotagao interna ocorreu em 67%, enquanto que a rotacao lateral
(externa) ocorreu em 33% dos pacientes. Este mesmo autor refere ndo haver
predilecao pelo lado acometido, com frequéncia de 52% a esquerda e 48% a direita.
Os testiculos retirados (orquiectomizados) torceram, em média, 540 graus,
enquanto que os testiculos salvos (preservados) torceram, em média, 360 graus,
mostrando uma relacdo direta de prognostico associado ao grau de torgcao
encontrado no intra-operatério, ou seja, quanto menor o grau de tor¢cdo, maior a
chance de preservacgéo do 6rgao. Outra condigdo importante relacionada a
taxa de salvamento do testiculo torcido é o tempo, de modo que a isquemia pode
ocorrer em apenas 4 horas apés a torcdo, sendo inevitavel em 24 horas
(RINGDAHL et al, 2006). Davenport (1996) estimou que a taxa de salvamento
testicular foi de 90% quando a destor¢cdo ocorreu em menos de 6 horas do inicio
dos sintomas, tempo também relatado por Turner et al. (2004) como aceito para
preservacao testicular. Esta taxa caiu para 50% apdés 12 horas e para 10% apoés 24
horas. Cornel et al. (1999) concluiram que a maioria dos testiculos sdo salvos se o
suprimento sanguineo for restaurado dentro de 6 horas, enquanto que Sessions et

al. (2003) observaram que a duracdo dos sintomas no momento da avaliacao



27

médica foi de 0,5 h a 6 dias (média de 5 h) nos pacientes tratados com
orquidopexia, e nos orquiectomizados a duracdo dos sintomas foi de 3h a 2

semanas (meédia de 2,2 dias).

2.2.3 Quadro Clinico

A manifestacdo classica da torcdo aguda do corddo espermatico é a dor

escrotal de inicio agudo, embora em alguns casos a dor pode ter carater mais
gradual e em outros a dor pode ser minima. Alguns meninos com dor escrotal
aguda tém histdria de episddios prévios semelhantes, auto-limitados, caracterizando
a torcdo intermitente. Sintomas vesicais sdo frequentemente ausentes (KNIGHT,
VASSY, 1984; KAVOUSSI et al, 2007), e segundo Sessions et al. (2003), nauseas e
vomitos podem ocorrer em 57% e 62% dos pacientes com diagnostico de TCE
tratados com orquiectomia e orquidopexia, respectivamente, e alguns pacientes
referem dor no quadrante abdominal inferior ipsilateral.

A histéria é importante no diagnostico diferencial de escroto agudo, mas o
exame fisico pode, talvez, ser mais importante e crucial no diagndstico, o qual deve
ser rapido e preciso, definindo se o paciente tem ou néo indicacdo de exploracdo
cirirgica imediata. O atraso no diagndstico e, subsequente, na cirurgia, pde em
risco a viabilidade do testiculo, enquanto que o super-diagndstico sujeita o paciente
a cirurgia desnecessaria.

Inspecdo da genitdlia pode mostrar elevagdo do testiculo ou posicao
transversa do mesmo, sugerindo torcdo do corddo espermético ipsilateral. Se
houver evolucdo de algumas horas, hidrocele aguda ou edema escrotal podem
interferir na avaliacdo (SESSIONS et al, 2003; RINGDAHL et al, 2006; KAVOUSSI
et al, 2007). A auséncia do reflexo cremastérico € um bom indicador de tor¢cdo do
corddo espermatico, encontrada em 100% dos casos segundo estudo realizado por
Rabinowitz (1984), incluindo 245 pacientes e em 60% dos casos segundo Glabeke
et al. (1999) num estudo com 543 pacientes. Este reflexo é considerado positivo
quando o testiculo move-se, pelo menos, 0,5 cm superiormente, apds estimulacao
da raiz da coxa (RINGDAHL et al, 2006).

Outro sinal, descrito por Prehn em 1934, pode ser encontrado durante a
avaliacao, caracterizado pela persisténcia da dor apés elevacdo manual do testiculo
suspeito (Prehn negativo). A destor¢do manual durante o exame fisico pode ser

tentada com movimento no sentido médio-lateral (rotacéo externa), se o diagndstico
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de torcao parecer evidente, com exploracao cirdrgica e orquidopexia subsequentes.
Nestes casos, o alivio da dor € imediato, consequente ao retorno do fluxo

sanguineo (pelo menos parcialmente) ao testiculo isquémico (CORNEL et al, 1999).

2.2.4 Diagndstico Diferencial

No diagnéstico diferencial (QUADRO 1), principalmente com epididimo-
orquite, algumas caracteristicas sao importantes. Knight e Vassy (1984) citaram que
alguns sinais apresentados em adolescentes ou adultos jovens sem sintomas
urinarios, associados ao quadro clinico de dor testicular aguda, séao
patognomonicos de TCE, incluindo elevacdo anormal do testiculo afetado e a torgcéao
palpavel no cordao, posicdo anormal do epididimo na bolsa escrotal, eixo testicular
anormal avaliado no paciente em posicdo ortostética, sendo a primeira a mais
frequente. Ringdahl et al. (2006) cita alguns destes achados ao exame fisico como
sendo evidéncias fortes para o diagnostico de torcdo testicular, reforcando ainda
que a auséncia do reflexo cremastérico € o achado mais sensivel para o
diagnéstico.

Epididimo-orquite (mais conhecida como orquiepididimite) ndo € comum em
meninos pré-puberes e puberes (exceto em portadores de malformacdes urinarias),
de modo que sua presenca obriga a investigacdo formal de uropatias. Orquite
secundaria a viroses, especialmente parotidite epidémica, € uma possibilidade, com
apresentacao apos 3-7 dias do inicio da doencga. Ocorre em até 30% dos pacientes,
sendo 20% bilateral e 30% com atrofia testicular na evolugao. latrogenia e doencas
sexualmente transmissiveis (DST) em adolescentes com vida sexual ativa devem
ser consideradas. Nos casos de orquiepididimite o epididimo € muito doloroso, por
vezes, mais que o testiculo, com sinal de Prehn positivo. A dor € mais insidiosa que
na TCE. Edema e hiperemia escrotal, febre, disuria, pilria e alteracdes no exame
de urina sdo frequentes. Ao Doppler ha aumento do fluxo sanguineo em testiculo,
epididimo e bolsa escrotal. A cintilografia mostra acumulo do radioisétopo na
gbnada. O tratamento é clinico, e consiste em antibiético com espectro de cobertura
para germes urinarios (exceto em casos de orquite viral), repouso, anti-inflamatoérios
e elevacao escrotal (SCOTT, 1956; JESUS, 2000).

Torcdo do apéndice testicular (i.d Hidatide de Morgani) deve ser aventada,
principalmente em criancas entre 6 e 12 anos de idade, podendo cursar com nddulo
sensivel de 2 a 3 mm de didmetro no polo superior do testiculo (as vezes palpéavel),
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gue pode ser visivel e caracteriza o “sinal do ponto azul”. Estes pacientes raramente
apresentam sintomas digestivos, contra 2/3 dos casos com TCE, e costumam ter
reflexo cremastérico normal (JONES, 1961; JESUS, 2000; RINGDAHL et al, 2006).

Trauma € causa incomum de lesdo do testiculo pré-puberal, embora seja
frequentemente relatado como justificativa. Pode ser causa de epididimite poés-
traumatica, hematomas, laceracdes testiculares e hematocele. Em geral as
consequéncias de trauma significativo sdo perceptiveis ao US. Na auséncia de
sinais ultrassonograficos de lesdo, suspeitar fortemente de TCE, mesmo com
histéria de trauma (JESUS, 2000; RINGDAHL et al, 2006; KAVOUSSI et al, 2007).
Edema escrotal idiopatico tem um quadro de desconforto escrotal leve, hiperemia e
idade variavel, testiculos normais e indolores ao exame fisico com regressao do
quadro em 24h, acelerada pelo uso de corticoide ou anti-histaminico (por ter
etiologia indeterminada, possivelmente processo alérgico). O diagnéstico diferencial
pode ser dificil para processos alérgicos de etiologia determinada e processos
infecciosos de partes mole locorregionais (JESUS, 2000; KAVOUSSI et al, 2007).

Hidroceles costumam ter quadros mais insidiosos, e a transiluminacéo
realizada durante o exame fisico auxilia no diagndstico. O ultrassom também é (til
para identificacdo de conteudo anecadico peritesticular, tomando-se cuidado com os
quadros de hidrocele reacional consequentes a inflamacfes ou mesmo a TCE
(KNIGH, VASSY, 1984; TANAGHO, MCANINCH, 2010).

Quando a TCE € extra-vaginal (em neonatos), tumefacdo visivel e/ou
palpavel no canal inguinal, frequentemente ao nivel do anel inguinal externo, coloca
a possibilidade de hérnia inguinal encarcerada no diagndstico diferencial, assim
como cisto de cordao e tumor de testiculo. A fixacdo contralateral € controversa, por
causa da fisiopatologia da doenca, que pressupde processo de maturacao
espontaneo resolutivo com relagdo a doenca de base, mas muitos autores optam
pela orquidopexia, justificavel pela baixa morbidade e necessidade imperiosa de
proteger a gonada Unica restante de outras possiveis lesdes, incluindo a TCE
intravaginal futura (JESUS, 2000; TANAGHO, MCANINCH, 2010; KAVOUSSI et al,
2007).
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Diagnostico Diferencial de Escroto Agudo/Sub  -agudo
Torgdo do corddo espermético

Torcdo do apéndice testicular

Torcao do apéndice epididimario

Epididimite

Epididimo-orquite

Hérnia inguinal

Hidrocele comunicante

Hidrocele

Hidrocele do cordéo

Trauma

Lesbes dermatolbgicas

Vasculite inflamatoria (purpura de Henoch-Schonlein)
Edema escrotal idiopatico

Tumor

Espermatocele

Varicocele

Patologia ndo-urogenital (tendinite do adutor)
QUADRO 1: Kavoussi et al, 2007

2.2.5 Exames Complementares

Quando o diagnostico de torcdo parecer menos provavel, pode-se solicitar
exames complementares (desde que ndo atrase o procedimento cirdrgico) para
confirmar a auséncia de torcdo (RINGDAHL et al, 2006; KAVOUSSI et al, 2007).
Para Jesus (2000), em face da urgéncia extrema do tratamento, exames
complementares s6 sdo admitidos em caso de duvida diagndstica relevante,
pacientes de risco cirargico-anestésico muito alto e exame disponivel sem provocar
atraso representativo; ou ainda para quadros muito protraidos.

Para Glabeke et al. (1999), o exame de urina ndo costuma estar alterado, e
portanto ndo deve ser indicado de rotina. Para Jesus et al. (2000), deve ser indicado
principalmente para diagnéstico diferencial com orquiepididimite, embora até 30%
dos pacientes com TCE possam apresentar pidria.

Ultrassom para verificacdo de achados indiretos como hidrocele e edema do
epididimo pode ser interessante para ajudar no diagndstico diferencial, apresentar
complicacBes e fornecer critérios de viabilidade da gbnada. Ultrassonograficamente,
até 4-6h de lesdo o testiculo tem aspecto normal (recuperavel); entre 6-24 h de
lesdo o testiculo e epididimo estdo aumentados e hipoecodicos; e aléem de 24h de

evolucdo, o testiculo € heterogéneo (necrose) e ha espessamento de tecidos
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peritesticulares e hidrocele reacional. A longo prazo, o testiculo apresenta-se
diminuido (atrofia) e hipoecdico, com epididimo hiperecogénico e uniforme
(BECKER et al, 1997; JESUS, 2000). Kaye et al. (2008), avaliando
retrospectivamente 79 pacientes tratados cirurgicamente para TCE, sendo que 55
deles foram submetidos a US com Doppler no pré-operatério que mostrou auséncia
de fluxo diastdlico e/ou fluxo colorido ao Doppler, concluiu que a ecotextura
homogénea ao US é preditivo de viabilidade testicular e, portanto, justifica
exploracdo cirargica de emergéncia, enquanto que ecotextura heterogénea
correlaciona-se a necrose, indicando testiculos nao viaveis (100% dos casos).
Talvez, pacientes apresentando este Ultimo achado ndo sdo candidatos ao
tratamento cirdrgico de emergéncia, mas sim a orquiectomia eletiva com
orquidopexia contralateral.

Ultrassom com uso do Doppler foi um grande progresso, sendo util para
avaliar a presenca de fluxo sanguineo, com até 88,9% de sensibilidade e 98,9% de
especificidade, com apenas 1% de resultados falso-positivos segundo Baker et al.
(1995), enquanto que para Bentley et al. (2004), se instituida muita énfase ao US
com Doppler no auxilio ao diagnéstico, os pacientes com TCE e perfuséo testicular
preservada apresentam risco ao deixarem de ser tratados. Para Kalfa et al. (2004),
0 achado ultrassonografico de TCE teve alta correlagdo com o diagnéstico de TCE,
mostrando que mesmo nos casos em que o US Doppler foi duvidoso (até 30% dos
casos), nao detectando auséncia de fluxo intratesticular, o US de alta definicdo
(Power Doppler) pode dar o diagndstico.

A cintilografia testicular, originalmente o exame padréo para escroto agudo,
mostra diminuicdo ou auséncia do radioisGtopo no testiculo e aumento da atividade
peritesticular. Apresenta limitacdo relativa ao avaliar apenas o fluxo sanguineo
testicular, podendo resultar em falsos-positivos (detectacdo de fluxo em testiculo
torcido) em até 10% dos casos, nao atingindo 100% de sensibilidade, implicando
em sérias complicacbes medico-legais. Ainda mais, nem sempre esta disponivel,
pode demandar muito tempo até que seja realizada, é limitada para testiculos muito
pequenos e pode ser de dificil execu¢cdo em neonatos e criancas (GLABEKE et al,
1999; RINGDAHL, TEAGUE, 2006; KAVOUSSI et al, 2007).

Enquanto a destor¢do manual possa proporcionar a reperfusdo imediata do
testiculo, podendo ser realizada de acordo com o biotipo e as circunstancias
clinicas do paciente, obedecendo a variabilidade quanto ao sentido da tor¢do (2/3
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medial e 1/3 lateral), Sessions et al. (2003) concluiu que a mesma deve ser guiada
pela resposta clinica do paciente e pelo retorno da anatomia normal ao exame
fisico, e que deve-se proceder a exploracdo cirdrgica apesar da melhora dos
sintomas, pois 32% dos pacientes ficaram com tor¢&o residual em menor grau apos

a destorcao imediata, ainda colocando em risco a viabilidade testicular.

2.2.6 Tratamento

Para Mansbach et al. (2005) sdo necessarias trés consideracdes quando
diante do diagnéstico de TCE: tempo de apresentacdo, diagnostico rapido e
intervencdo curativa. Para Ringdahl et al. (2006), as principais causas de perda
testicular apés TCE sdo o atraso em procurar atencdo meédica (58%), diagnostico
inicial incorreto (29%) e atraso do tratamento em hospital de referéncia (13%).

Assim, quando indicada (na suspeita de torcdo testicular), a exploracéo
cirdrgica deve ser imediata (SESSIONS et al, 2003), com incisdo escrotal
longitudinal mediana para abordagem de ambos os testiculos, ou entdo por incisao
inguinal transversa bilateral, de modo que o testiculo afetado seja primeiramente
avaliado. O testiculo deve ser destorcido para restabelecimento do fluxo sanguineo
e, se a viabilidade for duvidosa, deve-se coloca-lo em solugéo cristaldide aquecida
durante alguns minutos. Os testiculos necroticos devem ser removidos apés
ligadura proximal do corddo espermatico. Testiculos com viabilidade duvidosa
mesmo apos deixado em solucdo aquecida, devem ser fixados e preservados
(KAVOUSSI et al, 2007), embora haja chance de producdo de auto-anticorpos com
comprometimento do testiculo contralateral. No entanto, isto ainda € controverso
(ZANCHETTA, 1984; HADZISELIMOVIC et al, 1998; SUKHOTNIK et al, 2005). Para
Kavoussi et al. (2007), a fixacdo do testiculo deve ser preferencialmente pela
técnica subdartica, porém alguns estudos mostram que a fixacao utilizando pontos
com fio ndo-absorvivel através da tanica albuginea também é factivel.

Quando encontrado o testiculo torcido durante a cirurgia, a exploracdo do
testiculo contralateral € imperativa, € na maioria dos casos encontra-se o implante
do testiculo em “badalo de sino”. Nestes casos, a orquidopexia contra-lateral é
indicada e deve ser feita para evitar subsequente torcdo (SPARKS, 1971; JONES,
1961; KAVOUSSI et al, 2007). Sessions et al. (2003) refere que baseado nos

achados intra-operatérios e na viabilidade aparente do testiculo afetado, a
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destorcdo do testiculo com orquidopexia bilateral ou a orquiectomia com
orquidopexia contralateral deve ser feita.

Segundo Sessions et al. (2003), um seguimento a longo prazo € necessario
para avaliar a real incidéncia de atrofia (diferenca de volume de pelo menos 15%
em relacdo ao testiculo contralateral), consequiente ao manejo da tor¢ao testicular
aguda. Este autor, avaliando 90 pacientes submetidos a orquidopexia, refere taxa
de atrofia testicular de 12%, sendo que 73% destes pacientes tiveram exploracao
cirdrgica com tempo maior que 6 horas do inicio dos sintomas e 27% tempo menor
que 5 horas. No seguimento, 62% tiveram diagnostico de atrofia ja na primeira

consulta de retorno ambulatorial.

2.3 O Dano no Testiculo Contra-lateral

A apoptose é um fendmeno que ocorre regularmente no epitélio germinativo
dos testiculos contra-laterais a TCE. Especificamente, espermatécitos primarios e
secundarios sédo predominantemente afetados. Espermatogonias, endotélio capilar,
tecido conectivo e fibroblastos peritubulares s&o raramente envolvidos.
Hipoteticamente, o trauma a barreira hematotesticular iniciado pela tor¢do do
corddo espermatico induz a liberacédo de fatores ativadores da apoptose (citocinas),
levando a extensa apoptose do epitélio germinativo do testiculo contra-lateral. Por
conseguinte, é provavel que episdédios repetitivos possam explicar a alta incidéncia
de infertilidade nestes pacientes (HADZISELIMOVIC et al, 1998).

Zanchetta et al. (1984) mostrou a identificacdo de anticorpos especificos
contra ceélulas de Leydig e outras células de linhagem germinativa, por meio de
imunofluorescéncia indireta, em pacientes estudados ap6és TCE . Anderson e
Williamson (1990) verificaram que apenas 9% dos pacientes tém anticorpo
antiespermatozoéide detectaveis seis meses apos TCE, enquanto Hadziselimovic et
al. (1998), verificou que em todos os testiculos contralaterais a torcdo, as lesfes
foram importantes e a taxa de apoptose aumentada, concluindo que o epitélio
germinativo dos testiculos contra-laterais a TCE desenvolve extensa apoptose.

Entretanto, Arap et al. (2007), avaliando 2 grupos submetidos a orquidopexia
bilateral e orquiectomia com orquidopexia unilateral, ndo verificou diferenca
significativa nos niveis de anticorpos antiespermatozodides entre 0S grupos em

relacdo ao grupo controle. Concluiu ainda, que n&o houve correlagéo significante
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entre os niveis de anticorpos e a idade do paciente na tor¢do, o tempo de isquemia,
0S parametros seminais, assim como com o tratamento aplicado.

Estes trabalhos, dentre outros, induziram varias controversias, tais como: ha
de fato uma leséo contralateral em episédios de TCE unilateral? Se existir, 0 que a
determina? Ha relacdo entre efeito lesivo e preservacédo do testiculo torcido? Estas
respostas tém sido pesquisadas, mas as dificuldades em analisar os varios estudos
sdo consideraveis: os critérios quanto a presenca de lesdo (macroscopia ou
microscopia), o tipo de lesdo pesquisada (anatdmica ou funcional) e a metodologia
dos experimentos séo variados.

Autoimunizacdo, ocorréncia incidental de outras patologias (tal como
varicocele), episodios subclinicos de TCE contralateral e defeitos intrinsecos da
espermatogénese tém sido propostos como fatores causais da lesédo testicular
contralateral, de modo que, embora pareca nitida uma reducéo da fertilidade em
pacientes que sofreram TCE, ndo se tem uma opnido universalmente aceita em
relacdo ao comprometimento do testiculo contralateral (BARLAS; HATIBOGLU,
2002).

2.4 O Fenbmeno Isquemia-reperfusao

Em situacdes de auséncia de oxigénio inicia-se uma sequéncia de eventos
quimicos que provocam disfuncao celular, edema celular e intersticial e, finalmente,
morte celular. A célula, privada de seu combustivel basico, passa a obter energia
por meio do metabolismo anaerdbio, o que resulta em acidose latica. O meio &cido
€ inadequado para a cinética fisiologica das enzimas, privando a ceélula dos seus
mecanismos para manutencdo da homeostase. As alteracdes celulares secundarias
a hipoxia sdo bem documentadas; o sofrimento da membrana plasmatica provoca
alteracdes eletroliticas, que acompanhadas pelas perdas dos mecanismos de
producdo de ATP levam a perda da capacidade de sintese celular. O calcio provoca
disfuncdo da membrana mitocondrial e lesdo irreversivel. Segue-se autodlise
secundaria a isquemia (edema dos lisossomos, vacuolizagdo do reticulo
endoplasmatico, vazamento de enzimas e proteinas e descaracterizagdo da
compartimentalizacdo celular), com perda da integridade das membranas e morte
celular (EVORA et al, 1996; ANDRADE et al, 2004; CAMPOS, YOSHIDA, 2004).

Embora a reperfusdo seja essencial para a sobrevivéncia de tecidos
isquémicos, ela pode também gerar leséo celular adicional, que tem sido atribuida a
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fatores inflamatdrios e as EROs. Assim, a reperfusdo tem duas conseqiéncias
benéficas, que sdo a restauracdo da oferta de energia e a remoc¢ao dos metabdlitos
toxicos. Entretanto, também pode causar graves consequéncias metabdlicas e,
talvez, maior lesdo tecidual que a causada pela isquemia, pois acarreta efeitos
sistémicos subsequentes ao retorno de sangue com pH acido e rico em potassio
para a circulacdo. E embora o beneficio da reperfusdo precoce seja inquestionavel,
a reintroducdo do oxigénio em um meio isquémico inicia uma corrente complexa de
eventos levando a lesdes tissulares adicionais e a um acumulo intracelular de célcio
(EVORA et al, 1996; ANTONUCCIO et al, 2006).

Durante a isquemia, a producdo de ATP diminui em decorréncia da queda na
oferta de oxigénio. A concentracdo intracelular de calcio diminui, causando
conversdo proteolitica de enzimas produtoras de radicais superdxidos. Durante a
reperfusdo, a oferta de oxigénio aumenta, levando a superproducdo de &anions
superoxido (pela xantinoxidase). Em adigcdo, a isquemia ativa 0 sistema
complemento e fatores quimiotaticos, que causam migracdo de leucécitos
polimorfonucleares, que geram radicais superoxido na regido isquémica apés a
reperfusdo. Isso promove peroxidac¢dao lipidica e lesé@o no tecido testicular.

Para Etensel et al. (2007), a principal causa do dano tecidual apds torcao do
corddo espermatico sdo as EROs, responsaveis por lesar o DNA, alterar a funcao
proteica e a peroxidacao de lipideos. A oxidacao lipidica pode ser considerada a
consequéncia mais deletéria do fenémeno I/R, pois os peroxidos lipidicos rompem a
membrana celular e causam altera¢des estruturais e funcionais nos testiculos.

No entanto, o mecanismo pelo qual a reperfusdo causa lesdo celular
permanece parcialmente desconhecido, oferecendo inumeras e excitantes
possibilidades de pesquisa, haja vista a grande variedade e complexidade dos
fendmenos envolvidos na fisiopatologia da lesao por I/R (CAMPOS, YOSHIDA,
2004; ANDRADE et al, 2004).

2.4.1 O Endotélio

O endotélio modula o ténus da musculatura lisa por meio da liberacdo de

varios hormonios, que incluem metabolitos do acido aracdénico, (prostaciclina,
tromboxane, 6xido nitrico e endotelinas). Também tomam papel na modulacdo da
resposta o Fator de Agregacdo Plaquetaria (PAF), o sistema complemento e as
citocinas (TNF e IL). O endotélio modifica a resposta inflamatéria por regular a
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expressdo de moléculas de aderéncia que ligam-se as integrinas dos leucécitos,
para mediacdo da infiltracdo dessas células, além de ter papel significante no
transporte de lipidios, coagulacdo e reatividade imunologica. Em situacdes de
isquemia e reperfusdo, parece haver desequilibrio do delicado balanco entre
endotelinas e oxido nitrico. O endotélio é tecido extremamente sensivel a lesao por
I/R, situacdo em que perde a sua capacidade de gerar 6xido nitrico, contribuindo
para a lesdo por I/R, em razdo dos efeitos homeostaticos conhecidos do NO,
incluindo manutencdo do tdnus vascular, inibicdo da agregacdo plaquetaria e da
adesao dos neutrdfilos e plaquetas ao endotélio vascular, além de efeito citotdxico
para certos microorganismos e células tumorais (CAMPOS, YOSHIDA, 2004;
MIRANDA et al, 2004).

2.4.2 O Oxido Nitrico

Intimamente envolvido com a lesdo por isquemia e reperfusdo, o NO era

inicialmente conhecido como fator relaxante derivado do endotélio (posteriormente
constatou-se que tratava-se do NO). Segundo Moncada et al. (1991) e Barlas e
Hatiboglu (2002), o NO é produzido por células endoteliais, macrofagos e neurdnios
centrais, e sintetizado a partir da L-arginina pela enzima oOxido nitrico sintetase
(NOS), que é ativada pelo influxo de célcio no interior da célula. Fisiologicamente,
atua na neurotransmisséo, manutencao do ténus da musculatura lisa vascular e na
citotoxicidade (para certos microorganismos e células tumorais). O mecanismo
fisiopatoldégico do NO também é evidente em uma variedade de doencas, incluindo
choque séptico, asma, lesdo por reperfusdo, dentre outras.

Este ultimo autor avaliou testiculos de ratos submetidos a isquemia por 30
minutos, seguido por reperfusdo por mais 30 minutos e orquiectomia bilateral. Os
animais receberam, antes de iniciar a reperfusdo, L-NANE ou L-arginina, sendo a
primeira um antagonista do NO e a segunda um precursor de NO. Apés, 0s
testiculos foram encaminhados para avaliacdo histopatolégica e dosagem de
malondialdeido, concluindo que a queda de NO no grupo que recebeu L-NANE teve
impacto negativo na lesdo I/R testicular, com achados histopatologicos severos e
aumento dos niveis de MDA. Ja no grupo que recebeu L-arginina, houve aumento
dos niveis de NO, inibicdo da permeabilidade vascular, assim como da adesao

leucocitaria e agregacao plaquetéria.
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A NOS é a enzima responsavel pela produgdo do NO, expressa nhos
testiculos sob a isoforma endotelial (eNOS), a qual é calcio-dependente, e também
sob a isoforma induzida (iNOS), a qual também é calcio-dependente e é formada
em tecidos expostos a citocinas inflamatérias ou isquemia. Nos testiculos, a eNOS
€ expressa nas células de Leydig e Sertoli, espermatdcitos e espermatides.

O papel metabolico do oxido nitrico em algumas células ainda € pouco
conhecido. Muito do que se encontra na literatura diz respeito as varias isoformas
de NOS que foram identificadas. No figado, as células de Kupffer sdo capazes de
produzir NO e estdo claramente implicadas na lesdo de I/R. O éxido nitrico pode
desempenhar papel citotoxico ou citoprotetor para o figado. Entre os efeitos
citoprotetores esta o0 seu papel como sequestrador de radicais livres, aumento da
sintese de DNA para o0 reparo de enzimas, blogueio da liberacdo de
prostaglandinas, diminuicdo do crescimento de células tumorais e, ainda, h&
evidéncias de que o NO tenha papel protetor na microcirculagdo hepética em casos
de I/R, atenuando os efeitos da lesé@o no tecido hepatico. Os seus efeitos citotoxicos
estariam na sua propriedade de reagir com superoxidos para formar superéxidos
nitrogenados extremamente reativos e que provocam inativacdo de canais de
calcio, inibicdo da respiracdo mitocondrial e nitrosacdo de moléculas de transducao
e tirosina. O Oxido nitrico também pode inibir a ativacdo do citocromo P450, diminuir
a producdo de proteinas de fase aguda e aumentar a peroxidacdo de lipidios. O
NO, liberado em condi¢des fisioldgicas por células endoteliais, ainda tem um papel
importante sobre a homeostase renal, pois participa da regulacdo normal do fluxo
sanguineo renal, da filtracdo glomerular e da excrecéo de sodio e agua (ANDRADE
et al, 2004).

2.4.3 Os Radicais Livres

O termo radical livre designa qualquer atomo ou molécula que tenha em sua
Orbita mais externa um ou mais elétrons ndo pareados, sendo que estes ocupam
um orbital atbmico ou molecular isoladamente. Isto proporciona alta reatividade
destes atomos e moléculas, devido a forte tendéncia a doar ou receber elétrons. Em
condicbes normais os radicais livres sdo continuamente produzidos em pequenas
quantidades como subprodutos metabolicos ou escapes da fosforilacdo oxidativa.

Estes radicais sdo naturalmente neutralizados por um sistema enddgeno de defesa
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antioxidante, enzimatico e ndo-enzimatico, o qual serve para prevenir ou reparar a
lesdo oxidativa (MIRANDA, 2004; CAMPOS, YOSHIDA, 2004).

O radical superéxido é formado quando o oxigénio sofre reducéo univalente,
e seus efeitos deletérios vém da habilidade deste em gerar radicais secundarios
extremamente téxicos, como o radical hidroxila (OH). O radical hidroxiperoxil (HO,)
€ a forma protonada do radical superéxido, isto €, possui o préton hidrogénio, o qual
nao tem mais facilidade que o superoxido em iniciar a destruicdo de membranas
bioldgicas. Ja o perdxido de hidrogénio (H,O,), apesar de ndo ser um radical livre
(pois ndo tem elétrons desemparelhados na ultima camada), € importante porque
participa das reacfes que produzem o radical OH. Tem vida longa, € capaz de
atravessar camadas lipidicas e pode reagir com a membrana eritrocitaria e com
proteinas ligadas ao ferro. Por esse motivo, h4 uma tendéncia atual de se chamar
de “espécies reativas de oxigénio”, ao invés de radicais livres de oxigénio, o
conjunto de substancias envolvidas nessas reagdes (CAMPOS, YOSHIDA, 2004).

Muitos estudos tém responsabilizado o radical livre derivado do oxigénio
(RLO ou EROs) como o mediador das lesGes causadas por isquemia e reperfusao
nos tecidos (MIRANDA, 2004). Durante a lesdo por I/R radicais livres sao
produzidos. Estes radicais livres sao reativos e de vida curta, e podem ser
detectados diretamente apenas com ressonancia (por spin de elétrons), uma
técnica de dificil aplicabilidade e com mecanismo bioldgico complexo. Por causa
desta dificuldade, a atividade dos radicais livres tem frequentemente sido avaliada
indiretamente pela determinagdo do consumo de antioxidantes ou medindo-se o0s
produtos da lesdo consequentes da interacdo com moléculas biologicamente
complexas, tais como proteinas, carboidratos ou lipideos.

O efeito mais lesivo dos radicais livres € a peroxidagéo lipidica da membrana.
Esse é um fendmeno complexo, iniciado pela abstracdo de um atomo de hidrogénio
do grupo metileno posicionado entre duas bandas insaturadas na molécula lipidica
com carbono central, que na presenca de oxigénio resulta em peroxidos lipidicos e
lipoperoxidos. A metabolizagdo posterior desses produtos gera o malondialdeido
(dialdeido maldnico), que pode ser dosado utilizando-se a espectofotometria de
malondialdeido seguido por reacdo com acido tiobarbitarico, indicando
indiretamente o grau de peroxidagdao (KEHINDE et al, 2003; CAMPOS, YOSHIDA,
2004).
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Saba et al. (1997) relatou que o dano testicular devido a tor¢cdo e destorcao
do cordao esperméatico € semelhante ao fenbnemo de I/R observado em outros
tecidos, sendo relacionado as EROs, tais como anion superoxido, peroxido de
hidrogénio e radical hidroxila, que ocorrem no momento da reperfuséo e excedem a
capacidade antioxidante das células. Em um trabalho realizado em modelo animal
com ratos para avaliar a atuacdo das EROS em testiculos submetidos a TCE, por
meio de tempo de isquemia e reperfusdo progressivos, 0 autor pode confirmar as
alteracdes morfologicas citadas por outros autores. Porém, a dosagem alterada da
atividade das substancias reativas do acido barbiturico, atividade de superéxido-
dismutase e catalase foram o achado mais relevante (inclusive nos testiculos

contra-laterais).

2.5 As Drogas Antioxidantes e a N-Acetilcisteina

A superproducdo de EROs (incluindo os radicais superéxidos), que tem sido
associada a leséao por I/R em varios Orgaos, inclusive nos testiculos, tornou-se o
maior alvo dos estudos atuais. As drogas e 0os mecanismos farmacologicos que
inibam ou atenuem o estresse oxidativo na lesado durante a reperfusédo séo diversos,
porém esses estudos ainda nao sinalizam para agentes especificos e eficazes,
sendo que a sindrome I/R envolve mecanismos de lesdo de etiologia multifatorial, e
que a interferéncia em algum eixo envolvido em sua cascata de eventos podera ser
atil para ameniza-la. Em condigbes normais, os radicais livres sdo continuamente
produzidos em pequenas quantidades, como subprodutos metabdlicos ou escapes
da fosforilacdo oxidativa. Estes radicais sdo naturalmente neutralizados. Dentre os
principais antioxidantes preventivos estao a glutationa reduzida (GSH), a superoxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GSH-Px). Dentre os
reparadores estdo a glutationa-redutase (GSH-Rd), a glutationa peroxidase e o
acido ascorbico (CAMPOS, YOSHIDA, 2004).

As investigacdes referentes as manobras farmacologicas que atenuem a
onda de lesdo durante a reperfusdo sdo multiplas, o que pressupde que a
interferéncia em um dos ramos do dano talvez possa representar estratégia
promissora, porém possivelmente ndo serd eficaz o suficiente durante todo o
periodo de disfuncéo tecidual (ANDRADE et al, 2004).

O propofol, um agente anestésico intravenoso, tem mostrado atividade

antioxidante em diversos tecidos. Unsal et al. (2004) mostrou que Sseu uso em ratos
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submetidos a TCE favoreceu a queda dos niveis de catalase e evitou o0 aumento
dos niveis de malondialdeido (MDA), enzima utilizada para mensurar a peroxidacao
lipidica (causada pela reacdo entre EROs e lipideos de membrana celular apoés
destorcdo do corddo espermético), atenuando os efeitos degenerativos da
reperfusao.

O alopurinol foi utilizado por alguns estudiosos, com resultados controversos
na literatura. Silva et al. (2005) mostrou que seu uso em ratos submetidos a TCE,
seguido de reperfusdo apés 1 hora, ndo protegeu as gébnadas dos efeitos de I/R,
enquanto que Kehinde et al. (2005) mostrou efeito protetor com uso de alopurinol
em coelhos submetidos a torcdo do corddo espermatico, seguida de reperfusao
apos 1 hora, por meio da mensuracdo dos niveis de malondialdeido 3 meses apds,
que apresentou-se significativamente reduzida no grupo tratado com alopurinol (em
relacdo ao grupo controle e aos grupos que receberam outras drogas como &cido
acetil salicilico e acido ascérbico), demonstrando efeito protetor para os testiculos a
longo prazo.

O selénio foi utilizado por Avlan et al. (2005) em estudo com ratos
submetidos a TCE durante 4 horas, seguido por destor¢cdo e administracdo da
droga via intra-peritoneal. Apds mais 4 horas realizou-se orquiectomia bilateral com
avaliacdo histolégica dos testiculos e mensuracdo dos niveis teciduais de
malondialdeido e da atividade de superoxido dismutase, de modo que o selénio
mostrou efeito protetor no grupo avaliado, com melhora nos padrdes histolégicos,
reducdo dos niveis de malondialdeido e aumento da atividade de superdxido
dismutase (em ambos os testiculos).

O diclofenaco de sodio (um antinflamatério ndo-esteroidal) foi avaliado por
Mogilner et al. (2006) em modelo animal (ratos) de I/R testicular, mostrando que o
tratamento com diclofenaco nédo alterou os parametros histolégicos, tanto no
testiculo isquémico quanto no contralateral. Porém diminuiu a apoptose de células
germinativas em ambos os testiculos apds I/R, podendo ter beneficio na
espermatogénese apos TCE.

O dexpantenol, um alcool biologicamente ativo do &acido pantoténico, é
convertido em acido pantoténico nos tecidos, o qual aumenta os niveis de glutationa
(GSH), coenzima A e sintese de ATP nas células. A GSH e as peroxidases
dependentes de glutationa sdo os maiores sistemas de defesa contra o estresse
oxidativo, sendo que nos testiculos predomina a GPX-4 (a qual aumenta e parece
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ativa apenas apos a puberdade). Sendo assim, Etensel et al. (2007), mostrou em
modelo animal (ratos pés-puberes) de I/R testicular, que o uso de dexpantenol foi
benéfico, melhorando os padrdes histologicos (diametro dos tubulos seminiferos e
escore de bidpsia testicular) 60 dias apos tor¢do/destor¢cdo do corddo espermatico,
e preservando o peso e o volume testicular do grupo avaliado.

Pekcetin et al. (2007), mostrou que a trimetazidina teve efeito protetor em
testiculos de ratos submetidos a I/R, apO6s torcdo e destor¢cdo do cordao
espermético, por meio de avaliacdo enzimética e histoldgica.

Gokce et al. (2008) estudou em modelo animal (ratos) o efeito do lisinopril
(inibidor da enzima conversora da angiotensina) e do losartan (antagonista do
receptor tipol da angiotensina Il) em testiculos submetidos a I/R, de modo que o
dano tubular e na apoptose dos testiculos contra-laterais a tor¢do foram reduzidos.
O provavel beneficio dessas drogas origina-se da inibicdo do processo isquémico
resultante da atividade simpatica aumentada e eliminacdo do dano subseqiente a
desregulacéo do sistema renina-angiotensina. Estes resultados sugerem que essas
drogas podem ter um valor potencial em pacientes com TCE unilateral.

Os inibidores da 5-fosfodiesterase (PDE-i), difundidos no tratamento da
disfuncéo erétil e com potente efeito vasodilatador, foram avaliados por Ustiin et al.
(2008), que realizaram um estudo em ratos que receberam Sildenafila e Vardenafila
durante 30 dias, e pés submetidos a TCE pelo periodo de 1 hora, seguido por
reperfusdo durante 2 horas e orquiectomia. Os resultados mostraram testiculos
contra-laterais inalterados, niveis aumentados de células apoptéticas, de eNOS e
de iINOS no testiculo ipsilateral do grupo I/R que recebeu solucédo salina, e niveis
significativamente aumentados de células apoptéticas, eNOS e INOS no testiculo
ipsilateral dos grupos que receberam Sildenafila e Vardenafila, significando
apoptose testicular exagerada ap6és I/R nos animais tratados com iPDE-5.

Outra medicacdo que mostrou beneficio em testitulos de ratos submetidos a
I/R é a eritropoetina, uma glicoproteina que estimula a producéo de eritrocitos de
seus precursores, sendo utilizada no tratamento das anemias. Evidéncias
experimentais demonstram que esta substancia tem efeito em outros tecidos,
regulam a producdo de NO e aumentam a neovascularizacdo. Em estudo realizado
por Koéseoglu et al. (2009) por meio de avaliagdo histoldégica ap6s orquiectomia de
testiculos expostos a 4 horas de isquemia seguido por mais 4 horas de reperfuséo,
0S animais que receberam 1000UI/Kg (logo antes da reperfusdo e 3 vezes por
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semana, durante 4 semanas), tiveram maior preservacao na morfologia e menor
porcentagem de necrose dos tubulos seminiferos, com reducé&o no dano histologico
testicular.

Para Bozlu et al. (2009), que avaliou o efeito do trapidil (inibidor da
fosfodiesterase de amplo espectro farmacoldgico, utilizado como droga
antianginosa e antiagregante plaquetario) em testiculos de ratos submetidos a I/R,
com periodo de torcdo de 2 horas, seguido por reperfusdo e orquiectomia apés 60
dias, esta mostrou efeito protetor a longo prazo no que se refere aos parametros
histoldgicos tais como: didmetro dos tubulos seminiferos e espessura da membrana
epitelial das células germinativas.

A NAC, o precursor acetilado do aminoacido L-cysteina, € um potente
antioxidante que estabiliza a molécula de NO e exerce efeito antioxidante atuando
na biossintese da glutationa, enzima necesséria para a sobrevivéncia celular. Esse
mecanismo da NAC foi descoberto ha cerca de 30 anos, envolvendo estudos que
mostraram sua atuacao sobre radicais livres por meio da GSH, e a facilidade de sua
molécula em penetrar no interior das células. Hoje tem utilidade como antidoto do
acetaminofeno (paracetamol), em pacientes com intoxicagdo, ou seja, que fizeram
ingesta de mais de 4g de paracetamol (adultos). E administrado na dose de 150
mg/Kg, associado as medidas ndo medicamentosas .

O efeito protetor da NAC na peroxidacéo lipidica tem sido relatado em muitos
trabalhos envolvendo I/R em outros tecidos, como substrato da sintese de GSH ou
associado ao sequestro direto de radicais livres (CUZZOCRE et al, 2000; ANDRADE
et al, 2004; ALI CAY et al, 2006). Ela age diretamente na limpeza dos radicais livres,
nas reacdes com peroxido de hidrogénio e de catalizacdo. Ainda exerce efeito
antinflamatoério, prevenindo a inducdo de citocinas pro-inflamatorias, e inibe a
apoptose em diferentes modelos experimentais, (PORTELLA et al, 2004;
PAYABVASH et al, 2007).

Poucos trabalhos avaliaram a NAC relacionada a I/R testicular, sendo que
essa droga foi melhor avaliada em modelos de I/R de outros orgaos. Portella et al.
(2004), relataram efeito protetor da NAC na lesdo hepatica por reperfusdo apés
choque hemorragico em modelo experimental, verificando diminuicdo da atividade
das transaminases e de LDH, através de mecanismos como: reagao com o peroxido

de hidrogénio, diminuindo a producao de hidroxilas altamente reativas e aumento da
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GSH citoplasmatica, a qual é o maior mecanismo de defesa intra e extracelular
contra as EROs.

Andrade et al. (2004), avaliou a acdo da NAC em rins ratos submetidos a
isquemia por meio do clampeamento bilateral dos pediculos renais, distribuidos em
grupos que receberam NAC (150mg/Kg; i.p), Alopurinol (50mg/Kg; VO) ou ambas as
drogas, antes do clampeamento. Neste estudo, o tratamento com N-acetilcisteina
determinou melhora da funcdo renal de ratos com Insuficiéncia Renal Aguda
isquémica (IRAi), a semelhanca do que foi observado para o Alopurinol,
considerando-se o clearance de creatinina como marcador biolégico. Por outro lado,
qguando as drogas foram dadas simultaneamente, o efeito protetor foi potencializado.
O tratamento com os antioxidantes NAC e Alo, permitiu ainda, que a funcéo renal de
ratos em IRAI fosse semelhante a dos animais controle, sugerindo a quase
normalizac&o da fung&o dos animais tratados preventivamente com aquelas drogas.

Ali Cay et al. (2006), Payabvash et al. (2007) e Aktas et al. (2010), avaliaram
a NAC em modelos de I/R semelhantes em testiculos de ratos, com seus resultados

comentados adiante (na discusséo).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
- Estudar o efeito da N-Acetilcisteina em testiculos de ratos submetidos ao

fendmeno de isquemia-reperfusdo por meio da tor¢do do corddo espermatico.

3.2 Especificos

- Estudo morfo-histolégico de testiculos de ratos submetidos a tor¢cdo do
cordao espermatico seguida de reperfuséo, sob acdo da N-Acetilcisteina.

- Estudo morfo-histolégico dos testiculos contralaterais aqueles submetidos a

torcdo do corddo espermatico, sob acdo da N-Acetilcisteina.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Amostra

Foram utilizados 48 ratos normais da raca Wistar (Rattus norvegicus albinus),
machos, adultos, provenientes do Biotério da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (UFMS) pesando entre 200-300g, com idade entre 60 e 120 dias, distribuidos
em quatro grupos com doze animais cada (FIGURA 1). Os animais passaram por
um periodo de adaptacéo de cinco dias no Laboratério de Cirurgia Experimental da
UFMS, antes de serem submetidos ao procedimento. Foram alojados em gaiolas de
plastico (40x20x10cm), quatro animais por gaiola, e receberam ragdo granulada
propria para a espécie (Nuvilab ®, Nuvital Nutrientes Prod. Vet. LTDA - Curitiba -
PR) e agua a vontade. Permaneceram em ambiente controlado, em ciclos
claro/escuro de 12 horas, com temperatura estavel (24+1°C), mantida por ar
condicionado. Os dejetos e as caixas dos animais foram substituidos a cada 48

horas.

Gl (Grupo I): Grupo Isquemia/Reperfuséo

Gll (Grupo II): Grupo Isqguemia/Reperfusédo + N-acetilcisteina
GlII (Grupo IlI): Grupo Controle

GIV (Grupo IV): Grupo Controle + N-acetilcisteina

Grupo I: grupo Isquemia: o testiculo direito foi exteriorizado e o corddo espermatico
torcido a 720°, no sentido horario (interno) e mantido dessa forma em recipiente
com solucédo salina a 0,9%, em temperatura ambiente, pelo periodo de 1 hora,
guando o cordao foi destorcido e o testiculo reposicionado no escroto. Realizada

sutura da incisdo com pontos continuos, plano Unico.

Grupo II: grupo Isquemia + NAC: o mesmo procedimento feito no Gl foi aplicado
neste grupo, porém, quinze minutos antes de destorcer o corddo espermético e
reposicionar o testiculo, foi injetado NAC, na dose de 150mg/Kg de peso, via

intraperitoneal (I.P).
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Grupo llI: grupo Controle: o testiculo direito foi exteriorizado e colocado em solugéo

salina 0,9%, em temperatura ambiente por 1 hora. ApoOs, o testiculo foi
reposicionado no escroto e a incisdo suturada com pontos continuos, plano unico.

Esses animais nao receberam a droga (NAC).

Grupo IV: grupo Controle + NAC: o mesmo procedimento feito no Glll foi aplicado
neste grupo, porém, quinze minutos antes de reposicionar o testiculo foi injetado
NAC, na dose de 150mg/kg de peso, I.P.

AMOSTRA
48 Ratos Wistar

]
| | | |
N N

( )
Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
N=12 N=12 N=12 N=12
\_ \_ J J \_ J
( Dia 1 ( Dia 1 ) Dia 1 Al Dia 1 )
Isquemia Isquemia + NAC Controle Controle + NAC
\_ J \_ J \_ J \_ J
Dia 60 Dia 60 Dia 60 Dia 60
Orquiectomia + Orquiectomia + Orquiectomia + Orquiectomia +
Histologia Histologia Histologia Histologia

Figura 1 — Representacdo esquematica do desenho do estudo

4.2 Procedimentos

O Projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS),
recebendo o numero 188/2008.

O experimento foi realizado no Laboratorio de Cirurgia Experimental da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

As cirurgias foram agendadas no laboratério e realizadas com auxilio da
técnica e sob supervisdo da médica veterinaria. Cada animal foi pesado em balanca
de precisao (Precision ®, PR 1000 Nducleo) e identificado por meio de tatuagem na
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cauda, tendo seus dados anotados em planilha. Os animais foram anestesiados
com cloridrato de quetamina (50mg/kg, Laboratério Fort Godge, USA) e cloridrato
de xylazina (10mg/kg, Laboratério Burs Veterinary Supply, USA), por meio de
injecdo intramuscular na face lateral da coxa esquerda dos ratos (BARLAS,
HATIBOGLU, 2002; BOZLU et al, 2009; ROMERO et al, 2009).

ApOs a obtencéo do plano anestésico, procedeu-se a raspagem dos pélos da
regido inguinal direita (RID) com lamina de barbear. Os animais foram posicionados
em prancha cirdrgica (30x35cm), em decubito dorsal, e fixados por meio de
tensores elasticos (Figura 2B). Realizou-se a antissepsia da regido, com gaze
embebida em solucdo aquosa de clorexidina a 1%, colocacdo de campo estéril
fenestrado e subsequente inguinotomia direita (Figura 2A). Durante a realizacéo dos
procedimentos a equipe cirargica utilizou avental cirargico, mascara, gorro e luvas

estéreis.
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Figura 2 — Fotografias demonstrando o ato operatério. A) Incisdo cirargica de 1,5 cm, obliqua, em

regido inguinal direita. B) Animal posicionado com tensores elasticos e tricotomia da regido inguinal.
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A via de acesso foi por incisdo obliqua de aproximadamente 1,5 cm, em
regido inguinal direita, com bisturi de lamina 15 e cabo niamero 3, com abertura por
planos interessando a pele e tecido celular subcutaneo, com visualiza¢do do cordao
espermatico. Este foi dissecado e isolado utilizando-se pin¢a anatémica tipo Adson
sem dente, pinca tipo Kelly curva (mosquito) e tesoura de Metzenbaum curva,
prosseguindo-se inferiormente até a exposicao do testiculo direito (Figura 3).

No Grupo | (I/R) o testiculo direito foi exteriorizado e o corddo espermatico
torcido manualmente com duas voltas em torno do seu préprio eixo (720°), no
sentido horério, e mantido dessa forma em recipiente com 10ml de solugéo salina a
0,9% (soro fisiologico), em temperatura ambiente, pelo periodo de 1 hora. No Grupo
Il (Isquemia + NAC), foi aplicado o mesmo procedimento feito no GI, porém, quinze
minutos antes de destorcer o corddo espermatico e reposicionar o testiculo, foi
injetado NAC, na dose de 150mg/Kg de peso, via I.P. No Grupo IIl (Controle), o
testiculo direito foi exteriorizado e colocado em solugéo salina 0,9%, sem tor¢éo, em
temperatura ambiente por 1 hora (Figura 3). No Grupo IV (Controle + NAC), foi
aplicado o mesmo procedimento feito em Glll, porém, quinze minutos antes de
reposicionar o testiculo, foi injetado NAC, na dose de 150mg/kg de peso, |.P. Apos
60 minutos, o TD foi recolocado na hemibolsa direita, e a sintese da ferida realizada

com pontos continuos, em plano Unico, com fio de nylon 3-0, ethicon.

xS

’1
t‘
A

Figura 3 — Fotografia ilustrando Testiculo e corddo espermético direito exteriorizado por meio de
inguinotomia.
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Com o término do procedimento, os animais foram acondicionados nas
gaiolas e reavaliados a cada oito horas, nas primeiras 24 h de po6s-operatério. O
seguimento pés-cirdrgico foi diario na primeira semana, a cada dois dias na
segunda semana, e depois, semanalmente até o 60° dia de pds-operatorio.
Constatou-se infeccdo da ferida operatéria em um animal do GIV e dois animais

foram a Obito na primeira semana de pdés-operatério, sendo um do GllIl e outro do
GIV.

Figura 4 — Fotografias mostrando o procedimento cirdrgico. A) Testiculo direito exteriorizado e
embebido em solucdo salina (SF 0,9%) a temperatura ambiente (grupo Ill). B) Testiculos direitos
expostos e torcidos, embebidos em solugéo salina (SF 0,9%) a temperatura ambiente (grupo ).

Apb6s 60 dias, iniciou-se a segunda fase do experimento. Os animais foram
novamente anestesiados e submetidos a incisédo longitudinal de 2,0 cm, em regiao
escrotal mediana, utilizando-se o0 mesmo material de pequena cirurgia citado para o
procedimento cirargico inicial. A castracdo (orquiectomia bilateral), foi realizada por
ligadura proximal do cordao espermatico 1,0 cm acima do testiculo e epididimo,
apos clampeamento com pinca Kelly e ligadura do cordao esperméatico com fio de
algodao 2-0, sem agulha, ethicon.

Efetuada identificacdo dos testiculos, os quais foram colocados em frascos
separados e fixados em liquido de Bouin durante 1 hora, seguido por
acondicionamento em solucao de formol a 10% até o preparo das laminas.

Os animais foram submetidos a eutanasia em camara de CO2, ainda sob

efeito anestésico, e o material foi encaminhado ao Laboratorio de Anatomia
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Patologica e Citopatologia (LAC) de Campo Grande — MS, para estudo histologico
com coloracdo em hematoxilina e eosina.
Observou-se abscesso paratesticular em um rato do GIV, sendo este

descartado da amostra.

4.3 Estudo Histologico

Os testiculos (direitos e esquerdos) foram fixados em solucdo de Bouin e
preservados em formol a 10%. Apds, foram seccionados longitudinalmente em um
plano sagital, e incluidos em parafina e cortados com micrétomo - com 5 pm de
espessura. De cada peca anatomica foi obtida uma l|amina, corada com
hematoxilina e eosina (HE). A secc¢ao histologica de cada lamina foi examinada, por
inteiro, pelo mesmo patologista, sem conhecimento de que grupo pertenciam as
pecas. Uma escala de graduacdo proposta por Cosentino et al. (1985), e utilizada
em diversos trabalhos como citado por Cosentino et al. (1986), Avlan et al. (2005),
Ali Cay et al. (2006) e Gezici et al. (2006), foi utilizada para analise histolégica
(anexo F). Esta estratifica 4 graus de lesédo, sendo grau 1 definido como arquitetura
testicular normal e arranjo ordenado das células germinativas; grau 2 definida como
arquitetura menos ordenada, ndo coesdo das células germinativas e tubulos
seminiferos fechados; grau 3 definida como desordem arquitetural maior e células
germinativas com nucleo pindtico e retraido, e bordas dos tubulos seminiferos mal
definidas; e grau 4 definida por tubulos seminiferos ocluidos e necrose coagulativa
das células germinativas (ANEXO F). Em cada lamina examinada, foi identificada a
porcentagem de tecido por grau (1 a 4), por exemplo: lamina 100% = 40% de grau 1
e 60% grau 2. As porcentagens foram multiplicadas pelos graus (40 X 1) + (60 x 2),
e, neste caso, o escore seria 160. Isto possibilitou uma graduagdo numeérica, com
resultados de escores compreendidos entre 100 (100% de grau 1, tecido sadio) e

400 (100% de grau 4, maior acometimento tecidual).
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4.4 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o programa BioEstat versao
5.0. Para comparacao entre os grupos I, II, lll e IV (amostras independentes) foram
utilizados os testes Andlise de variancia (ANOVA) e Kruskal Wallis, seguido do teste
de Student Newman Keuls. Para comparacdo dos testiculos direito e esquerdo
(amostras pareadas) foi empregado o Teste de Wilcoxon. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (p<0,05).
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Tabela 1 — Analise estatistica do peso (g) médio dos animais, no primeiro dia

do estudo.
Grupos Média Desvio p
padrao
I 272,3 13,9
Il 269,6 8,6
1] 267,8 10,1 0,638
\" 267,1 6,7

Nota: Se p=<0,05 - diferenca estatisticamente significativa.
Analise de Variancia para amostras independentes.

Tabela 2 — Analise estatistica dos escores da avaliacdo histolégica inter-grupos
(Ix I x 11 x 1V) e intra-grupo (testiculos direito x esquerdo).

Grupo s
Testiculos | I 1 IV p @
Média DP | Média DP | Média DP | Média DP
Direito <0,001
2775 59,3 2325 548 127,7 277 1445 330 i
Esquerdo | 1350 228 1225 209 1100 00 1110 57 (|:||)>(|(|)|':O|%/3;
p® 0,003 (D>E) | 0,002 (D>E) | 0,028 (D>E) | 0,013 (D>E) -

Nota: Se p<0,05 — diferenca estatisticamente significativa.

@ Teste de Wilcoxon (amostras pareadas).

@ Kruskal Wallis seguido de Student Newman Keuls (amostras independentes).
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Figura 5 - Fotomicrografias mostrando tabulos seminiferos em aumento de 40x, grupo Il. Em (A),
histologia testicular preservada (seta em preto), correspondendo ao grau 1, e em (B) tUbulos
seminiferos ocluidos e com necrose coagulativa das células germinativas (seta em vermelho),

correspondendo ao grau 4.

Figura 6 - Fotomicrografia mostrando tdbulos seminiferos em aumento de 40x, grupo |. Pequeno
desarranjo da arquitetura celular com células menos ordenadas e tubulos seminiferos compactados
(seta em preto), grande desarranjo da arquitetura celular e bordas mal definidas (seta em azul), e
tubulos seminiferos ocluidos com necrose coagulativa das células germinativas, correspondendo aos

graus 2, 3 e 4 respectivamente.
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Figura 7 — Fotomicrografias mostrando em (A) e (B) tubulos seminiferos em aumento de 100x, grupo
Il. Em (A) mostra-se histologia testicular preservada (seta em preto), e (B) pequeno desarranjo
celular (seta em preto), correspondendo respectivamente, aos graus 1 e 2.

P i £ A el VN VAW
Figura 8 — Fotomicrografias mostrando tibulos seminiferos em aumento de 100x, grupo I. Em
(A) pequeno desarranjo celular (seta em preto), grande desarranjo da arquitetura celular e
bordas mal definidas, com nucleo retraido (seta em azul), e necrose coagulativa das células
germinativas (seta em vermelho), correspondendo respectivamenteaos graus 2, 3 e 4. Em (B)
necrose coagulativa das células germinativas (seta em vermelho), grau 4.
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Figura 9 — Fotomicrografias mostrando tlbulos seminiferos em aumento de 400x, grupo Il. Em (A),

histologia testicular preservada (seta em preto), correspondendo ao grau 1, e em (B) grande
desarranjo da arquitetura celular, bordas mal definidas e ndcleo retraido (seta em azul),
correspondendo ao grau lll.

Figura 10 — Fotomicrografias mostrando tibulos seminiferos em aumento de 400x, grupo |. Em (A),

pequeno desarranjo da arquitetura celular com células menos ordenadas e tubulos seminiferos
compactados (seta em preto) e necrose coagulativa das células germinativas (seta em azul),
correspondendo respectivamente aos graus 2 e 4. Em (B) necrose coagulativa das células
germinativas, correpondendo ao grau 4 (seta em azul).
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6 DISCUSSAO

A tor¢cdo do corddo espermético corresponde a até 1/3 dos pacientes
pediatricos que apresentam-se com dor escrotal aguda (SESSIONS et al, 2003). A
alteracdo da espermatogénese tem sido relatada em animais e humanos apés TCE,
sendo que as 3 principais hipbéteses para explicar esses achados sdo: defeito
primério da espermatogénese concomitante com o desenvolvimento anémalo da
fixacdo testicular, resposta autoimune gerada pela ruptura da barreira
hematotesticular (ocasionando a formacdo de anticorpos antiespermatozéides), e o
dano induzido pela reperfuséo testicular, que pode ser relacionado ao aumento
significativo da apoptose celular em consequéncia do grande estresse oxidativo
apos a reperfusdo (ANDERSON, WILLIAMSON, 1990; BECKER et al, 1997,
TURNER et al, 2004).

Turner et al. (2004), refere que uma melhor compreensao desta enfermidade
€ importante por varias razdes. Primeiro porque cerca de 25% dos pacientes com
histéria de torcdo do corddo espermatico ficardo inférteis; segundo, que
compreender a resposta do testiculo a torcdo, envolve o entendimento das
consequéncias do estresse oxidativo, o qual vem sendo relatado como
circunstancia associada a infertilidade. E, finalmente, para compreender os eventos
fisiopatoldgicos e moleculares responsaveis pela perda da funcao testicular apés a
torcdo. Esses fatores facilitardo as aplicacOes terapéuticas e melhorardo o0s
resultados clinicos.

Estudos experimentais em animais confirmam que a TCE esta associada
com a producao de radicais livres, e que seus efeitos danosos talvez possam ser
controlados com antioxidantes (UNSAL et al, 2004; AVLAN et al, 2005; KEHINDE
et al, 2005; GEZICI et al, 2006; MOGILNER et al, 2006; ETENSEL et al, 2007,
PEKCETIN et al, 2007; GOKCE et al, 2008; SUKHOTNIK et al, 2008; USTUN et al,
2008; BOZLU et al, 2009; KOSEOGLU et al, 2009). Turner et al. (2004), sugerem
gue pesquisas moleculares relacionadas a apoptose de células germinativas sao
imprescindiveis, relatando que, futuramente, a combinacdo de agentes
antioxidantes provera resgate significativo da funcao celular.

Aplicando-se o conhecimento farmacolégico de drogas com propriedades

antioxidantes ja existentes, pesquisadores vém utilizando-as em estudos
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experimentais em adjuvancia ao tratamento cirirgico da TCE, com resultados
controversos na literatura. Estes fatores, aliados a necessidade da comunidade
cientifica em encontrar aplicabilidade clinica de um antioxidante para um problema
relevante e freqliente na pratica urolégica e pediatrica, foram incentivadores para a
realizagéo deste estudo.

Para Kolettis et al. (1996) e Sessions et al. (2003), fatores como a espécie e
o tipo do animal, a sua idade, 0 modo de produzir a isquemia, o tempo de duracao
da isquemia e as formas de avaliacfes, interferem na andlise e comparacdo dos
trabalhos.

O rato foi 0 animal escolhido para este experimento por ser o modelo animal
mais descrito na literatura para avaliar I/R em testiculos, e também pela facilidade
na obtengcdo e manuseio, além de sua excelente resisténcia a infecgbes e algumas
similaridades anatébmicas e biologicas com os seres humanos (AVLAN et al, 2005;
GEZICI et al, 2006).

No procedimento anestésico foram utilizados Quetamina e Xylazina, por via
intramuscular. Ambas s&o amplamente utilizadas em modelos animais,
principalmente em ratos, sendo indicadas para procedimentos de curta duragdo. Os
anestésicos utilizados proporcionaram um plano anestésico de aproximadamente
40 a 80 minutos, periodo adequado para a realizacdo do procedimento operatorio,
sendo feito o repique da medicacdo quando necessario (BARLAS, HATIBOGLU,
2002; BOZLU et al, 2009; ROMERO et al, 2009).

A exposicdo dos testiculos foi realizada através de inguinotomia obliqua
direita de 1,5 cm de extensdo, método referido na literatura para a abordagem dos
testiculos e corddes espermaticos em ratos, embora uma incisdo em bolsa escrotal
ou até mesmo laparotomia podem ser usadas (AVLAN et al, 2005; GEZICI et al,
2006; GOKCE et al, 2008; BOZLU et al, 2009; KOSEOGLU et al, 2009). Tal acesso
permite a realizacdo do experimento sem dificuldades técnicas e facilita a evolugéao
pos-operatoria dos animais. Com o término da cirurgia, a recuperacao dos animais
ocorreu em cerca de trinta minutos, havendo 2 6bitos na primeira semana de pos-
operatorio (Glll e GIV). Sendo assim, os modelos cirirgico e anestésico foram
considerados apropriados para este estudo.

O estudo da integridade das células germinativas foi feito por meio de analise
histologica. O método por coloracdo com HE € o mais citado na literatura. Trata-se
de uma técnica simples, rapida, eficaz e de baixo custo para a avaliacao histolégica
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das células testiculares. Permite avaliar com clareza os tubulos seminiferos, as
células de Sertoli (espermatogénicas) e as células de Leydig, e esta disponivel em
todos os centros (COSENTINO et al, 1986; KOSAR et al, 1997; PALMER et al,
1997; HADZISELIMOVIC et al, 1998; UNSAL et al, 2004; AVLAN et al, 2005;
MOGILNER et al, 2006; PEKCETIN et al, 2007; SUKHOTNIK et al, 2008; GOKCE et
al, 2008; USTUN et al, 2008). Outros métodos tém sido descritos para a avaliagéo
da funcéo testicular apds torcdo e destorcdo do corddo espermatico, tais como
afericdo e avaliacdo dos parédmetros seminais, niveis hormonais, presenca de
anticorpos anti-espermatozoides, dosagem de enzimas oxidativas, dentre outros.
No entanto, recebem criticas por serem parametros indiretos e, alguns, nao factiveis
em modelos animais experimentais.

Zanchetta et al. (1984) identificou anticorpos especificos contra células de
Leydig e outras células de linhagem germinativa, por meio de imunofluorescéncia
indireta, em 68 pacientes estudados apos tor¢cdo do corddo espermatico. Destes,
13,2% foram positivos para atividade de anticorpos contra antigenos testiculares e
antigenos de espermatozoides, indicando que o dano isquémico agudo aos
testiculos ap6s TCE pode levar a producdo de anticorpos contra antigenos
gonadais. Anderson e Williamson (1990), em revisdao de 240 pacientes apds
tratamento para TCE, verificaram diminuicdo na concentracdo de espermatozoides
em 37%, diminuicdo na motilidade dos espermatozéides em 56% e aumento no
percentual de espermatozéides inviaveis em 53% dos casos. Contudo, estes
autores verificaram que apenas 9% dos pacientes tém anticorpos
antiespermatozoéides detectaveis seis meses apos a TCE.

Hadziselimovic et al. (1998), avaliou 17 pacientes do sexo masculino, entre
14 e 34 anos, que foram submetidos a tratamento cirlrgico para TCE. Realizou-se
biopsia testicular bilateral para avaliagdo da apoptose celular. As lesdes
testiculares foram graduadas (grau 1 a 3) independente da duracéo ou do grau de
torcdo do corddo espermatico. Em todos os testiculos contralaterais a torcao, as
lesdes foram importantes (graus 2 e 3) e a taxa de apoptose aumentada (aferida
pela taxa de degradacdo do DNA), concluindo que o epitélio germinativo dos
testiculos contra-laterais a TCE desenvolve extensa apoptose. Portanto, estes
trabalhos indicam que o dano isquémico agudo decorrente da TCE pode levar a
producdo de autoanticorpos contra antigenos gonadais; contudo, ainda permanece
como especulagédo em que proporcdo a autoimunidade contribui para a perda da



60

funcdo gonadal (ZANCHETA et al, 1984 ; ANDERSON, WILLIAMSON, 1990;
HADZISELIMOVIC et al, 1998).

No entanto, Arap et al. (2007), avaliando os niveis hormonais, 0os parametros
seminais e a presenca de anticorpos antiespermatozdides em 2 grupos de
pacientes (n=64) submetidos a tratamento cirlrgico para TCE, observou que nao
houve diferenca na producdo de anticorpos antiespermatozoéides entre pacientes
submetidos a orquiectomia com orquidopexia contralateral ou destor¢do com
orquidopexia bilateral, relatando ndo haver relacdo entre anticorpos e manutencao
ou remocéo do testiculo afetado, mas possivelmente com uma resposta autoimune
irreversivel desencadeada no momento da tor¢cdo. Segundo este autor, a funcéo
testicular enddcrina (producao de testosterona) € preservada em pacientes tratados
para tor¢ao testicular, provavelmente devido ao aumento dos niveis de LH.

Cosentino et al. (1984) avaliou a fertilidade de 60 ratos, subsequente a TCE
em 720 graus, com tempo entre 1 e 12 horas, considerando a gestacao das fémeas
e 0 numero e tamanho dos embrides formados ap0s acasalamento dos animais
operados (orquiectomia e orquidopexia). Verificou que no grupo submetido a
orquidopexia, houve um decréscimo linear da fertilidade relacionada ao tempo de
torcdo, com piora apés 5 horas da TCE. Todavia, no grupo submetido a
orquiectomia, a fertilidade ficou preservada, independente da duracéo da tor¢ao.

Alguns trabalhos, citados por Saba et al. (1997), Kehinde et al. (2003), Unsal
et al. (2004), Avlan et al. (2005), Ali Cay et al. (2006), Gezici et al. (2006), avaliaram
indiretamente o0 estresse oxidativo pela mensuracdo da producdo das enzimas
oxidativas e do consumo dos antioxidantes (atividade enzimatica), como por
exemplo, a malondialdeido, a xantinoxidase, a superéxido dismutase, a catalase e a
glutationa peroxidase. Os valores sao resultados da interacdo dos produtos gerados
durante a I/R, em decorréncia de interacbes com moléculas bioldégicas complexas,
como proteinas, carboidratos ou lipideos. A técnica de avaliacao direta (spin do
elétron na ressonancia) é a ideal, porém é complexa e dificil de ser aplicada. O
método mais comumente usado para avaliacdo da peroxidagdo lipidica € a
espectofotometria da MDA, quantificando-se as substancias reativas do acido
tiobarbittrico (TBARS).

Kehinde et al. (2003) avaliou 56 pacientes que foram submetidos a
orquidopexia bilateral (80,4%) e orquiectomia com orquidopexia contralateral
(19,6%) e observou que, em comparacdo ao grupo controle, os niveis de MDA
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elevaram-se nos grupos com TCE, sugerindo que esse marcador poderia ser
utilizado para determinar a extensao da lesdo. A MDA retornou aos niveis séricos
em 24 horas, em todos o0s pacientes. Saba et al. (1997) avaliou, também
indiretamente, as altera¢des bioquimicas em ratos pré-puberes submetidos a TCE,
e observaram que o0s niveis de antioxidantes contra anions superoxidos e peroxido
de hidrogénio diminuiram nos testiculos torcidos, mas ndo nos contra-laterais.

Avlan et al. (2005), Ali Cay et al. (2006), Gezici et al. (2006), avaliaram o
estresse oxidativo por meio da histologia, conforme proposto por Cosentino et al.
(1986), assim como por marcadores enzimaticos séricos, com resultados
semelhantes, ou seja, mostrando um aumento de MDA e um decréscimo na
atividade de SOD, CAT e GSH-Px (as enzimas antioxidantes) nos ratos sumetidos a
TCE. Quando tratados com antioxidantes exdgenos, ocorre uma tendéncia em
diminuir os niveis de MDA e aumentar os niveis dos antioxidantes. O escore de
cosentino foi utilizado neste estudo porque permite uma padronizacdo de avaliacao,
e, a analise dos parametros histolégicos como um todo.

Tradicionalmente, dois modelos animais tém sido usados para oclusdo do
corddo espermatico: a ligadura por clampes, isolando-se ou nao a artéria
deferencial (PALMER et al, 1997; FERREIRA et al, 2000), e a torcdo manual (ALI
CAY et al, 2006; BOZLU et al, 2009; MINUTOLI et al, 2009). O grau de torcao
aplicado ao corddo, que também alterna entre 360 e 1080 graus, e 0 tempo de
isquemia, que vem sendo relatado entre 1 e 12 horas, também sdo variaveis nos
diversos trabalhos publicados, de acordo com o modelo, o animal e 0 experimento
realizado. Porém, a maioria dos trabalhos publicados envolvendo I/R testicular
(SILVA et al, 2005; ALI CAY et al, 2006; ETENSEL et al, 2007; BOZLU et al, 2009;
MINUTOLI et al, 2009), foi reproduzida em ratos, com TCE manual, em 720 graus.

Turner e Brown (1993) mostraram que o0 tempo para se iniciar uma
terapéutica antioxidante fica em torno de 1 hora, periodo necessario para induzir o
dano tecidual. Becker et al. (1997) relatou que apds 1 hora de tor¢do do cordao
espermatico a 720 graus ja existe dano testicular, mostrando que esse periodo de
isquemia é suficiente para induzir a lesdo celular (possivelmente reversivel), e que
periodos mais longos de hipdxia podem levar ao desaparecimento permanente da
espermatogénese em ratos. Cosentino et al. (1986) estabeleceu que a tor¢cdo do
corddo a 720 graus por 5 horas é suficiente para causar dano testicular irreversivel.
Portanto, efetuou-se neste estudo, a tor¢do a 720 graus com duracéo de 1 hora.
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Becker et al. (1997) observou que a hipdéxia do ducto deferente leva a
imobilidade dos espermatozéides, e isso pode dar uma aparente elevacdo da
quantidade de espermatozoéides a curto prazo, de modo que, sessenta dias apos a
torcdo, esses espermatozoides imobilizados sdo degradados por completo. Por
esse motivo, o periodo de observagcdo adotado foi de 60 dias, conforme proposto
por Harrison (1950), Ali Cay et al. (2006), Silva et al. (2005), Etensel et al. (2007) e
Bozlu et al. (2009).

A idade dos ratos € um fator importante, visto que apenas com 45 dias de
vida encontra-se espermatogénese normal. Por isso utilizou-se animais com idade
entre 60 e 120 dias, tal como Cosentino et al. (1986) e Becker et al. (1997).

O tamanho dos testiculos apos orquiectomia nao foi utilizado como
parametro. Sessions et al. (2003) definem hipotrofia ou atrofia como perda de pelo
menos 15% do volume comparado ao testiculo contralateral. Prillaman e Turner
(1997), relatam frequéncia de 60% de atrofia em ratos submetidos a TCE, e
Sessions et al. (2003) de 62% ja na primeira visita de retorno apés orquidopexia em
humanos com TCE. Para Kehinde et al. (2003), a taxa de atrofia testicular apés
TCE esta em torno de 40%. Portanto, por tratar-se de um achado freqiente e ja
bem estabelecido na evolucdo dos modelos de TCE, e também caracterizar um
parametro indireto para avaliacdo da viabilidade testitular, optou-se por ndo pesar
os testiculos.

Minutoli et al. (2009) definiu que o dano pela I/R € uma combinagcdo do
componente isquémico e do componente reperfusdo, de modo que, em 0Orgaos
intolerantes a isquemia global, o dano devido a propria isquemia pode ser tao
grande que torna sem efeito o dano pela reperfusédo. Evora et al. (1996) descreveu
reperfusdo como sendo as alteragdes, funcionais e estruturais, que se tornam
aparentes durante o restabelecimento do fluxo sanguineo apés um periodo de
isquemia, caracterizando o fendbmeno I/R. Para esta autora, distirbios metabolicos
durante isquemia ou hipdxia tissular sdo muito bem estabelecidos, porém
evidéncias clinicas e experimentais demonstram que 0s principais eventos que
levam a disfuncdes celular e tecidual relacionam-se com a reperfuséo, quando o
oxigénio é reofertado.

Os mecanismos antirradicais livres de oxigénio podem ser eficientes quando
a porcao principal da lesdo é causada pela reperfusdo. Os drgdos variam na

tolerancia a isquemia, ou seja, em 0rgdos como 0 coragdo e a pele, ou mesmo 0s
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rins e o figado, os mecanismos antirradicais livres podem ser efetivos, prevenindo o
dano de reperfusdo apos uma isquemia global. Porém, ha necessidade de mais
estudos comprovando acfes especificas dessas drogas em determinados modelos
de I/R (CAMPOS, YOSHIDA, 2004). Turner et al. (1993) tentou prevenir o dano de
reperfusdo em testiculos depois de 60 e 100 minutos de ligadura da artéria
espermatica, e observaram que os inibidores de radicais livres ndo protegeram o
orgao do dano de reperfusdo. Prillaman e Turner (1997), avaliaram a I/R em
testiculos de ratos por meio de tor¢cao e destorcdo do corddo espermatico, com 1 a
2 horas de duracdo, e concluiram, que na torcdo do corddo espermatico a 720
graus com 1 hora de duracdo, as drogas antioxidantes tém efeito benéfico na
reperfusdo, fato ndo observado no grupo em que o periodo de torcdo durou mais
gue 1 hora.

Com certa frequéncia, lesdes histoldgicas no testiculo contralateral e niveis
anormais de anticorpos antiespermatozéides ocorrem apdés TCE experimental,
sugerindo remocao do testiculo torcido quando houver viabilidade duvidosa
(ZANCHETA et al, 1984; COSENTINO et al, 1986; KOSAR et al, 1997; SABA et al,
1997; KEHINDE et al, 2003). No entanto, Arap et al. (2007), em trabalho
supracitado, mensurou os niveis de LH, FSH e Testosterona, e conclui-se que os
achados qualitativos do liquido seminal, avaliados pelos critérios de Kruger e da
Organizacdo Mundial de Saude, ndo tiveram relacdo com resposta autoimune, nao
havendo diferenca entre os grupos.

Algum tipo de tratamento complementar adjuvante vem sendo proposto por
estudiosos no assunto, com intencédo de minimizar o dano decorrente da reperfusao
tecidual apds correcao cirurgica de TCE, visto que o acumulo de agentes oxidativos
prejudicam a funcao celular testicular ipsilateral, e até mesmo contralateral segundo
alguns autores (BARLAS; HATIBOGLU, 2002; UNSAL et al, 2004; ALI CAY et al,
2006; AVLAN et al, 2005; ANTONUCCIO et al, 2006; MOGILNER et al, 2006;
GEZICI et al, 2006; ETENSEL et al, 2007; PEKCETIN et al, 2007; YANG et al, 2007;
SUKHOTNIK et al, 2008; GOKCE et al, 2008; USTUN et al, 2008; BOZLU et al,
2009; KOSEOGLU et al, 2009; MINUTOLI et al, 2009), implicando a perda da
espermatogénese. Porém os estudos realizados e seus resultados ainda sao pouco
promissores

Ali Cay et al. (2006) estudou, em ratos, o efeito da NAC em testiculos

submetidos a I/R e concluiram que a NAC inibiu a peroxidacéo lipidica durante a
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reperfusdo dos testiculos, reduzindo os niveis de malondialdeido, e prevenindo
lesGes histopatoldégicas nos mesmos. A contribuicdo da NAC para o sistema de
defesa antioxidante deu-se aparentemente pela elevacdo da atividade de GSH-Px.
Para o autor, esses resultados demonstram que a NAC preveniu a leséo celular
ipsilateral apdés a reperfuséo testicular, verificado por parametros bioquimicos e
histoldgicos, podendo tornar-se um agente Util na prevencao dos efeitos oxidativos
na lesdo por reperfusao apos TCE.

Payabvash et al. (2007) e Aktas et al. (2010), avaliaram os efeitos da NAC
em modelo experimental semelhante a Ali Cay et al. (2006). O primeiro avaliou 30
ratos wistar, distribuidos em 5 grupos, sendo que as alteracdes histoldgicas foram
mais amenas, assim como 0s niveis de MDA menores e 0s niveis de enzimas
antioxidantes maiores, nos grupos que tiveram a administracdo da NAC antes da
torcdo ou ainda da destor¢do do cordédo espermético, porém sem beneficio quando
administrada apos a destorcdo testicular. O suprimento intracelular de glutationa,
associado as propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias da NAC podem ser os
possiveis mecanismos desse efeito protetor. O segundo mostrou resultados
sugerindo que a administracdo precoce de NAC pode ter um efeito protetor em
testiculos de ratos submetidos a I/R, mostrando menor alteracdo na histologia
celular e niveis de TBARS aumentados nos grupos torcdo/destorcdo, com queda
significativa dos valores, em ambos o0s testiculos, no grupo que sofreu
administracao precoce de NAC.

Ali Cay et al. (2006) e Aktas et al. (2010), administraram a NAC por via
parenteral (E.V), na dose de 20mg/dia, enquanto que neste estudo a NAC foi
inoculada via intraperitonial, na dose de 150 mg/Kg, conforme proposto por
Payabvash et al. (2007), o qual propde esta dose como terapéutica. Ainda mais, a
NAC é uma droga praticamente in6cua, que ndo apresenta efeitos colaterais, com
morbidade praticamente nula.

Neste trabalho, optou-se por avaliacdo histologica dos testiculos, com analise
cega, feita por um patologista, com varredura total da lamina e quantificacdo das
lesGes em cada lamina conforme seus percentuais, visto que a avaliagdo qualitativa
exclusiva pela graduacédo do grau predominante em cada lamina prejudicariam 0s
resultados. Portanto, os valores foram calculados, conforme definicdo proposta por
Cosentino et al. (1985), com valores que ficaram compreendidos entre 100 e 400,

sendo, respectivamento, 0 menor e maior resultado encontrado em cada lamina.
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Comparando-se com o0s resultados dos trabalhos supracitados, a NAC
mostrou efeito protetor no testiculo direito dos animais do grupo Il (torcdo + NAC),
com diferenca estatistica em relacdo aos outros grupos (p<0,001). Na avaliacédo
inter-grupos, quando analisado o testiculo direito, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa para os grupos lll e IV, isto é, para os testiculos que
nao sofreram tor¢cdo do corddo espermatico, a administracdo do medicamento néao
mostrou beneficio. Na analise do testiculo direito dos grupos | e Il, onde houve a
torcdo do corddo espermaético, a diferenca em relacdo a Glll e GIV foi significativa
(p<0,001). Observou-se também, diferenca entre Gl e Gll (p<0,001), com reducéo
dos graus de lesdo 3 e 4 para o segundo, mostrando efeito protetor da N-
Acetilcisteina no grupo testado (GllI).

Para o testiculo contralateral, a NAC ndo mostrou beneficio no grupo testado.
Houve diferencga estatistica nos grupos | e Il, guando comparados aos grupos Il e
IV (p=0,023). Nao houve diferenca entre Gl e Gll, assim como entre Glll e GIV. Isso
demonstra que a tor¢cdo no testiculo direito provocou alteracdes histologicas no
testiculo contralateral, sem efeito benéfico no grupo que recebeu N-Acetilcisteina
(GI=GlI), enquanto que nos grupos sem torcdo, as alteracdes histoldgicas foram
pouco significativas (GI=GII>GIII=GIV). Ndo se pode descartar a formacdo de
anticorpos antiespermatozoides, assim como a lesao por reperfusdo causando dano
celular contralateral, ja que os testiculos foram mantidos na bolsa escrotal por mais
60 dias apos a torcao.

Na comparacdo dos testiculos direito e esquerdo em cada grupo
isoladamente, ou seja, intra-grupos, houve diferenca estatisticamente significativa
em todos os grupos avaliados, com maior diferenca estatistica nos grupos | e Il
(p=0,003 e 0,002, respectivamente). Para estes, a explica¢do é que houve um dano
decorrente da isquemia celular, enquanto que nos grupos lll e IV, pequenas
alteracdes celulares no testiculo direito podem ser explicadas pela manipulacédo e
exposicao do 6rgdo em meio ambiente.

Portanto, existe um grande interesse por este assunto, envolvendo a urologia
e a cirurgia infantil, pois, frequentemente, essas especialidades deparam-se com o
fendbmeno isquemia-reperfusdo decorrente da torcdo do corddo espermatico. E
ainda hoje, ndo existe uma conduta definida e aceita universalmente no que tange o
tratamento adjuvante a exploracao cirirgica. Existe um vasto campo para pesquisas

gue comparem drogas que atuem prevenindo e/ou corrigindo as conseqiéncias da
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I/R. Portanto, embora diversas substancias tenham apresentado bons resultados
em modelos animais, na pratica clinica os resultados ndo foram consistentemente
avaliados, de modo que algumas drogas poderiam causar efeitos colaterais
relevantes.

Assim, devido a relevancia do tema, aos achados na literatura e aos
resultados aqui apresentados, entende-se a necessidade de mais estudos em
outros modelos experimentais de torcao testicular, sugerindo-se a possibilidade do
uso de NAC em protocolo de humanos, que possam finalmente comprovar a
eficacia da NAC como um agente Util na terapia adjuvante ao reparo cirargico da

torcao testicular em humanos.
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7 CONCLUSAO

- A N-acetilcisteina mostrou efeito protetor na morfologia celular dos
testiculos ipsilaterais de ratos submetidos a torcdo do corddo espermatico seguido
de reperfuséo.

- Houve les@o dos testiculos contralaterais de ratos submetidos a torgédo

do cordéo espermatico.
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ANEXOS

(ANEXO A)

Universidade Federal do Mato Grosso do Sul

Departamento de Clinica-cirdrgica

Programa de Pds-Graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste

Mestrando: Luis Fernando Dip

Orientadora: Prof. Dra. Andréia Brochado Antoniolli

Titulo: EFEITOS DA N-ACETILCISTEINA EM TESTICULOS DE RATOS SUBMETIDOS A
TORGAO DO CORDAO ESPERMATICO.

PROTOCOLO CIRURGICO

Data: [ Protocolo Numero:

Inicio Procedimento: :

() ()

Anestesia: Xylazina ()

Grupo: I ( ) V() Animal Namero:
Quetamina ()

Intercorréncias:

Término Procedimento: :

Peso (g):

77

Procedimento cirdrgico: Torcao ( )
Torcdo + NAC ()

Controle ( )

Controle + NAC ( )

Intercorréncias:

Evolucéo pos-operatéria: Obito ()
12 Semana:

22 Semana:

15° a0 60° PO:

60° PO: Orquiectomia Bilateral ( )

Atrofia Testicular: NAO( ) SIM( ) D( ) E()

Intercorréncias:

Bilateral ( )




(ANEXO B)

Grupo Il Grupo IV
Peso (g) Grupo |l (Isquemia) (Isquemia + NAC) Grupo Ill (Controle) (Controle + NAC)
Al 260 271 255 262
A2 260 277 280 280
A3 270 269 259 263
Ad 272 260 264 271
A5 300 266 270 259
A6 281 280 275 266
A7 295 272 269 278
A8 268 266 277 270
A9 277 265 263 275
A10 255 288 252 258
All 262 261 282 269
Al12 268 260 Obito Obito

Média 272,33 269,58 267,81 268,27
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(ANEXO C)
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(ANEXO D)

ESCORE DE LESAO(%),
CONFORME COSENTINO
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(ANEXO E)
ESCORES CALCULADOS
GRUPO 1 GRUPO 2
A1 TD 300 Al TE 160 A1 TD 160 Al TE 100
A2 TD 330 A2 TE 150 A2 TD 310 A2 TE 150
A3 TD 380 A3 TE 100 A3 TD 220 A3 TE 150
A4 TD 250 A4 TE 150 A4 TD 300 A4 TE 100
A5 TD 260 A5 TE 160 A5 TD 240 A5 TE 150
A6 TD 340 A6 TE 120 A6 TD 260 A6 TE 120
A7 TD 230 A7 TE 110 A7 TD 240 A7 TE 110
A8 TD 300 A8 TE 110 A8 TD 210 A8 TE 150
A9 TD 150 A9 TE 150 A9 TD 310 A9 TE 110
A10 TD 270 A10 TE 110 A10 TD 190 A10 TE 110
Al11 TD 250 A1l TE 150 Al11TD 150 A1l TE 110
A12 TD 270 Al12 TE 150 Al12 TD 200 Al12 TE 110
GRUPO 3 GRUPO 4
A1 TD 135 Al TE 110 A1 TD 105 Al TE 110
A2 TD 110 A2 TE 110 A2 TD 290** A2 TE 110
A3 TD 115 A3 TE 110 A3 TD 205 A3 TE 120
A4 TD 120 AATE 110 A4 TD 160 A4 TE 110
A5 TD 140 A5 TE 110 A5 TD 120 A5 TE 110
A6 TD 120 A6 TE 110 A6 TD 140 A6 TE 110
A7 TD 105 A7 TE 110 A7 TD 160 A7 TE 110
A8 TD 105 A8 TE 110 A8 TD 150 A8 TE 110
A9 TD 110 A9 TE 110 A9 TD 180 A9 TE 120
A10 TD 200 A10 TE 110 A10 TD 105 A10 TE 110
A11TD 145 Al11TE 110 Al11TD 120 A1l TE 100
Al2TD OBITO A12TE OBITO Al2TD OBITO A12TE OBITO

** Abscesso Testicular
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(ANEXO F)

Histological grading system developed by Cosentino et al.

Grade |

Showed normal testicular architecture with an orderly,
arrangement of germinal cells

Grade I

Injury showed less orderly, noncohesive germinal cells,
and closely packed seminiferous tubules

Grade Il

Injury exhibited disordered sloughed germinal cells
with shrunken pyknotic nuclei and less distinct seminiferous
tubule borders

Grade IV

Injury defined seminiferous tubules that were closely
packed with coagulative necrosis of the germinal cells




