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Resumo

A incapacidade de ter filhos ¢ uma tragédia para muitos casais, trazendo consigo
uma sensacdo de perda, de fracasso e de exclusdo. A infertilidade também tem
importantes implicacdes demograficas e de saude.

Uma das condic¢des que pode levar ao comprometimento da fertilidade ¢ a tor¢ao
testicular no homem, na qual a complicacdo mais significativa ¢ a perda do testiculo.

Este estudo foi designado a investigar os alvos farmacoldgicos que poderiam
prevenir ou minimizar a lesdo testicular de isquémia/reperfusdo depois da
tor¢ao/distor¢ao testicular no homem.

A pesquisa focou-se no tratamento pré e pds-cirirgico com principios activos
capazes de limitar a lesdo resultante da reperfusdo e de ajudar a preservar a fungao
testicular.

A andlise de literatura publicada sobre a tor¢ado testicular foi realizada através de
livros e bases de dado online. Esta compilagdo de estudos utiliza dados farmacologicos
desde o ano 2005 até ao ano 2011.

Os dados mostram alguns principios activos capazes de prevenir a oxidagdo
lipidica, resultando na diminuicdo da acumulacdo de malondialdeido e apoptose das
células germinais.

Os resultados providenciaram a evidéncia do papel de diferentes substancias na
patogénese da lesdo de isquémia/reperfusdo. Consequentemente, ha alguns principios
activos que poderdo ser uma nova aproximacdo a terapéutica da tor¢do testicular.
Contudo, estes continuam a ser investigados unicamente em modelos experimentais de

animais ¢ sao, inclusive, necessarios mais estudos
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Abstract

The inability to have children is a tragedy for many couples, bringing a sense of
loss, failure, and exclusion. Infertility also has important demographic and health
implications.

One condition that may lead to impaired fertility is testicular torsion in men,
which the most significant complication is loss of the testis.

This study was designed to investigate pharmacological targets that can prevent
or minimize testicular ischemia/reperfusion injury after testicular torsion/detorsion in
men.

The research focused on pre and post-surgical treatment with active principles
that are capable of limiting the injury of reperfusion and helps to preserve testicular
function.

A review of published literature on testicular torsion was performed by use of
books and online databases. This analysis utilizes pharmacological data from 2005 to
2011.

The data shows some active principles capable of prevent lipid peroxidation
resulting in decreased malondialdehyde accumulation and germ cell apoptosis.

The results provide the evidence of the role of different substances in the
pathogenesis of ischemia/reperfusion injury. Consequently, there are some active
principles that can be a novel approach to therapy for testicular torsion. However, they
are still under investigation based only on experimental animal models and, inclusively,

more studies are required.
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A. Introducao
Objectivos do trabalho

Infertilidade ¢ a incapacidade de um casal, sexualmente activo, de obter uma
gravidez, num ano de relagdes sexuais desprotegidas. Cerca de 15% dos casais ndo
conseguem uma gravidez no espago de um ano e procuram tratamento médico para a
infertilidade. A infertilidade afecta tanto mulheres como homens, sendo que em 50%
dos casos de casais que involuntariamente ndo tém filhos o factor da infertilidade
masculina estd associado a sémen com parametros anormais. As causas da infertilidade
masculina podem ser as seguintes: anormalidades congénitas ou adquiridas; infec¢des
do tracto urogenital; aumento da temperatura escrotal; distirbios endocrinos;
anormalidades genéticas e factores imunolédgicos [1].

A disfuncdo testicular tem como consequéncia uma espermatogénese anormal
ou deficiente. E a forma mais frequente de fertilidade reduzida masculina e pode ter as
seguintes etiologias: factores congenitais (anorchia; criptodismo; anormalidades
genéticas, como o sindrome de Klinefelter e microdeleccdes do cromossoma Y),
factores adquiridos (trauma, orquite, tor¢ao testicular, farmacos citotoxicos, outras
medicagdes, irradiacdo, cirrose hepatica, falha renal, varicela, cirurgias que danificaram
a vascularizacdo dos testiculos e temperatura) e também ha causas desconhecidas [2]

A torgdo testicular (TT), uma rotacdo anormal do testiculo ou do cordao
espermadtico, ¢ uma condi¢do patoldgica que resulta numa dor escrotal aguda e severa.
Esta condicdo afecta geralmente individuos jovens do sexo masculino [3] [4].

Esta condi¢do ¢ comum em casos de criptorquidismo [4].

A tor¢ao do corddo espermadtico leva inicialmente a obstrug¢@o do retorno venoso,
consequentemente ha equalizagdo das pressdes venosas e arteriais fazendo com que haja
uma diminui¢do ou mesmo auséncia de fluxo sanguineo no testiculo afectado,
resultando em isquémia testicular e necrose [5] [4] [6].

Multiplos ensaios com modelos animais de tor¢do do corddo espermatico foram
concebidos na tentativa de reproduzir, experimentalmente, os distirbios circulatdrios

presentes na torc¢do testicular no homem. Os métodos mais utilizados foram a oclusao
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da artéria espermatica ou do corddo espermatico e o0 método que consiste em torcer o
cordao espermatico [4].

O conhecimento sobre esta tematica € relativamente recente, s6 tendo sido
reconhecida como entidade clinica hé, aproximadamente, 150 anos [3].

Actualmente, ¢ notoria a procura de fadrmacos eficazes na reversio ou
diminui¢do dos efeitos da tor¢cdo do corddo espermadtico. Assim, com o desenvolvimento
desta monografia, pretende-se estudar o tipo de modulagdo farmacoldgica que, aplicada
em modelos animais, pode produzir efeitos positivos nos mecanismos celulares

envolvidos no processo de isquémia e reperfusdo observado na TT no homem.

Metodologia utilizada

Com o objectivo de cumprir os objectivos propostos, realizou-se uma pesquisa
exaustiva em livros ¢ bases de dados online sobre a tematica da tor¢do testicular, a
patogénese envolvida, tendo em conta aspectos moleculares afectados pelo stress
oxidativo.

Realizou-se uma pesquisa de ensaios sobre principios activos que actuam em alvos
farmacoldgicos relacionados com modelos animais de lesdo testicular associada a
fenomenos de isquémia/reperfusdo, sendo que esta pesquisa incidiu sobretudo em
estudos mais recentes, tendo como data mais antiga o ano de 2005 e a mais recente, o

ano de 2011.
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Perspectiva historica

» A mitologia grega descreve que os deuses traumatizavam o Homen com setas que causavam as doengas, o que nestes tempos
poderiam explicar a dor subita associada a tor¢do do cordao espermatico.

» Hunter menciona um caso tipico de torgao testicular. Um rapaz com 18 anos, sem nenhuma dor ou lesdo prévia, foi diagnosticado
com uma dor violenta no testiculo esquerdo apos ter feito patinagem no gelo durante algumas horas. depois de semanas de
tratamento conservativo, o testiculo atrofiou. Mais tarde, em 1777, 0 mesmo evento ocorreu no testiculo direito.

¢ Delasiauve publica o primeiro relato de um caso diagnosticado como tor¢do do cordao espermdtico no testiculo ndo-
descido de um menino de 15 anos.

e Follin, com base nos estudos experimentais de Cooper em 1823, reconhece a relagdo entre a tor¢ao do cordao espermatico
e a atrofia testicular.

¢ Curling cita um caso de Rosenmerkel, que destorceu um testiculo ndo-descido, reposicionando-o no escroto e fixando-o no
dartos da tunica.

* Nicoladoni sugeriu que a tor¢ao do cordao espermatico era a complicagdo mais frequente de criptorquidismo.

e Enderlen viu uma grave lesdo nos testiculos de um cdo, depois de 16 horas de tor¢do.

¢ Taylor descreve o primeiro caso de um recém-nascido com tor¢do do cordao espermatico.

¢ Orquidopexia e introducdo do tratamento hormonal para os testiculos ndo-descidos.

¢ Enderlen chega a conclusdo de que a tor¢do durante menos de 6 horas ndo leva a uma lesdo a longo prazo do testiculo ou a
uma espermatogénese comprometida.

¢ Skoglund, depois de investigar 718 casos, notou que ha dois picos de incidéncia da doenca, no primeiro ano de vida e
durante a puberdade.

¢ Rabinowitz reporta que a perda do reflexo do musculo cremdster, nas criangas, pode indicar tor¢do testicular.

¢ Realizacdo de estudos experimentais para investigar substancias farmacoldgicas eficazes na reversdo ou diminui¢ao dos
efeitos da tor¢do do cordao espermatico.

Diagrama 1 - Visdo cronologica da evolucdo acerca da tematica da torcdo do cordao espermaitico
[31.
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Capitulo Ii

Desenvolvimento
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1. Anatomofisiologia testicular

Com o intuito de haver uma melhor compreensdo da anatomia e fisiologia do
orgao testicular e o0 modo como a tor¢do testicular, seguida de isquémia e reperfusdo,
pode afectar a espermatogénese e, consequentemente, a fertilidade masculina, ird agora
descrever-se alguns aspectos anatomicos do sistema reprodutor masculino.

O aparelho reprodutor masculino ¢ composto pelos testiculos, pelas glandulas
acessorias, pelas estruturas de suporte e por diversos canais. Este canais sdo os
epididimos, os canais deferentes e a uretra. As glandulas acessorias sdo a prostata, as
vesiculas seminais e as glandulas bulbo-uretais. As estruturas de suporte sdo a bolsa

escrotal e o pénis (Figura 1) [7].

Ureter

Vesicula seminal

Canal ejaculador
Recto
Préstata

Glandula bulbo-uretral

Anus

Uretra

Canal deferente
Epididimo

Pénis

Testiculo

Bolsa escrotal

Figura 1 — Seccio sagital da bacia no homem, mostrando os 6rgios reprodutores [7] (adaptado).
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Bolsa escrotal

A bolsa escrotal contém os testiculos e epididimos (6rgdos de produgdo

(¢)]

desenvolvimento de espermatozodides), estd localizada no exterior do corpo onde a

O~

temperatura ¢ mais baixa (condi¢do essencial a espermatogénese). Esta bolsa
subdividida em dois compartimentos por um septo de tecido conjuntivo. A superficie da
bolsa esta dividida por uma rafe mediana, que se continua posteriormente para o anus e
anteriormente para a face inferior do pénis. A bolsa escrotal ¢ composta por diversas
estruturas sobrepostas, das quais as mais exteriores sao a pele, uma camada de tecido
conjuntivo laxo e uma camada muscular lisa designada por dartos escrotal [7].

Quando a bolsa estd exposta a temperaturas baixas, as fibras musculares do
dartos contraem-se, o que torna a pele escrotal firme e rugosa e reduz o volume total da
bolsa. Ao mesmo tempo, os musculos cremadsteres (extensdo dos musculos abdominais
na bolsa) contraem-se e fazem subir os testiculos para mais perto do corpo, para manté-
los a uma temperatura superior. Quando a bolsa escrotal ¢ exposta a temperaturas mais
quentes, o dartos e os cremdsteres relaxam, tornando a pele lisa e fina, o que permite aos
testiculos descer e afastar-se do corpo, mantendo-os a uma temperatura inferior ao resto

do corpo [7].

Testiculos

Perspectiva histologica

Os testiculos s@o dois pequenos 6rgaos ovoides, com aproximadamente 4 ou 5 cm
no maior didmetro, situados dentro da bolsa escrotal (ver a Figura 1). Sdo a0 mesmo
tempo glandulas endodcrinas e exdcrinas, sendo que os espermatozoides constituem a
maior parte da secre¢do externa dos testiculos e a testosterona, uma hormona masculina,
a sua principal secre¢do endocrina [7].

O revestimento exterior de cada testiculo ¢ uma capsula espessa branca designada
por tinica albuginea, que ¢ constituida, sobretudo, por tecido conjuntivo fibroso. O
tecido conjuntivo da tinica albuginea penetra para o interior do testiculo formando
septos incompletos (ver Figura 2a), estes dividem cada testiculo em, aproximadamente,

300 a 400 lobulos conicos. O conteudo testicular do espago ente os septos inclui dois
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tipos de estruturas, os tubulos seminiferos (local de desenvolvimento dos
espermatozodides) e o estroma de tecido conjuntivo laxo que envolve os tiibulos e que
contem aglomerados de células enddcrinas designadas células de Leydig (secretoras de
testosterona) [7].

Os tibulos seminiferos, que tém aproximadamente 800 metros de comprimento em
ambos os testiculos, abrem-se para um sistema de canais curtos e rectos, designados de
tubos rectos, os quais, por sua vez, se abrem para uma rede tubular designada por rede
testicular. A rede testicular esvazia-se para dentro de 15 a 20 tGbulos, os canais
eferentes. Estes possuem um epitélio cilindrico pseudo-estratificado ciliado, cujos cilios
auxiliam no movimento dos espermatozoides do testiculo para o epididimo. Os canais

eferentes perfuram a tinica albuginea para sair dos testiculos [7].

embrana basal
Células de

Sertoli

Espermatocitos

Células de Leydig =

Rede Tubo recto

testicular

Epididimo

Canal do epididimo

®) Espermatozoides

Septos / -7 Acrossoma

Lobulos com tubulos
seminiferos enrolados

Canal Cabeca

deferente

Nucleo

Segmento
intermédio
Cauda

Tunica albuginea Centriolo

Mitocéndria
(filamento
espiral)

(a)

(©) \

. Cauda

Figura 2 - Histologia dos testiculos: (a) Corte do testiculo para mostrar as estruturas internas; (b)
Seccdo transversal de um tibulo seminifero, as espermatogoénias situam-se a periferia e os
espermatozdides no limen; (c) Espermatozoide maduro; (d) Cabeca de um espermatozoide maduro
[7] (adaptado).
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Descida dos testiculos

Os testiculos desenvolvem-se como Orgdos retroperitoneais na cavidade
abdominopélvica e estdo ligados ao escroto pelo gubernaculo, um corddo fibromuscular.
Eles migram desde a cavidade abdominal, através do canal inguinal, até a bolsa escrotal.
Durante a descida para a bolsa, por evaginagdo da cavidade peritoneal, os testiculos
arrastam consigo uma pequena por¢do de peritoneu, chamada o processo vaginal.
Normalmente, a extremidade superior desta formacdo fica obliterada e a inferior
mantém-se como um pequeno saco fechado, a tinica vaginal, que reveste quase
completamente os testiculos. A camada visceral da tinica vaginal cobre a superficie
anterior do testiculo e a camada parietal forra o escroto [7].

A criptorquidia ¢ a situagdo em que um ou os dois testiculos ndo descem para o
escroto. A temperatura mais elevada da cavidade abdominal impede a espermatogénese
normal e, se ambos os testiculos estiveram implicados, resulta na auséncia de producdo
de espermatozodides. E uma desordem comum, com a sua incidéncia méaxima em
criangas que foram prematuras (21%), para bebés com um tempo de gestacdo normal, a
incidéncia do criptorquidismo ronda os 2,7% - 5,9% na altura do nascimento e 1,2% a

1,8% até um 1 ano de idade [7] [8].

Espermatogénese

Desde o inicio do seu desenvolvimento até a puberdade, os testiculos
permanecem relativamente simples e inalterados. Dos 12 aos 14 anos de idade,
geralmente, as células de Leydig aumentam em numero e tamanho, desenvolve-se um
limen em cada tiibulo seminifero e ¢ iniciada a espermatogénese [7].

As células de Sertoli estendem-se desde a periferia até ao lumen dos tibulos
seminiferos, fornecendo o0s nutrientes necessarios as células germinativas e,
possivelmente, produzem, juntamente com as células de Leydig, algumas hormonas
como os androgénios, os estrogénios e as inibinas. Além disso, as zonas de oclusdo
entre as células se Sertoli formam uma barreira hematotesticular, que isola os
espermatozodides do sistema imunitario [7].

A testosterona, produzida pelas células de Leydig, passa para as células de

Sertoli e liga-se a receptores, sendo esta ligagdo necessaria para o normal
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funcionamento das células de Sertoli. Acresce que a testosterona ¢ convertida em dois
outros esteroides: dihidrotestosterona e estrogénio. Estes esterdides ligam-se a proteina
de ligacdo ao androgénio (produzida pelas células de Sertoli) e sdo encaminhadas com
as outras secrecdes do tibulo seminifero para o epididimo. Estas hormonas promovem a
formagdo dos espermatozoides [7].

Entre as células de Sertoli, as células germinativas ddo origem aos
espermatozodides. Estas células encontram-se dispostas segundo o seu grau de
maturidade, da periferia até ao centro dos tiibulos seminiferos, encontrando-se as mais
diferenciadas mais proximo do limen. As células mais periféricas sdo as
espermatogonias, que se dividem por mitose (periodo de multiplicacdo). Algumas das
células filhas resultantes destas divisdes permanecem espermatogdnias € continuam a
produzir espermatogonias suplementares. As outras dividem-se, também por mitose, €
dao origem aos espermatécitos de primeira ordem [7].

Apds um periodo de crescimento, a meiose (periodo de divisdo) inicia-se quando
os espermatdcitos de primeira ordem se dividem (periodo de maturacdo). Estes passam
pela primeira divisdo meidtica para se tornarem espermatocitos de segunda ordem. Cada
espermatocito de segunda ordem sofre uma segunda divisdo meiotica para produzir duas
células ainda mais pequenas, as espermatides. Cada espermatides passa, entdo, a ultima
fase de espermatogénese, a espermiogénese, para se transformar em espermatozoide
(periodo de transformacdo; ver Figura 2c). Em cada espermatides desenvolve-se uma
cabegca, um segmento intermediario e uma cauda. Na cabeca, estdo contidos os
cromossomas e, na extremidade do capuz cefalico, o acrossoma contém as enzimas
necessarias para o espermatozoide penetrar no évulo (célula sexual feminina) [7].

No final da espermatogénese, os espermatozoides recém-formados reinem-se na
periferia do limen dos tibulos seminiferos, com as cabecas orientadas para as células
de Sertoli que as envolvem e as caudas dirigidas para o centro do limen (ver Figura 2b).

Por fim, os espermatozoéides sdo libertados no limen dos tiibulos seminiferos [7].

Canais

Depois da sua libertagdo nos tiibulos seminiferos, os espermatozoides deixam os
testiculos através dos tubos rectos para a rede testicular. Passam entdo para os canais

eferentes, que deixam o testiculo e entram no epididimo para se juntar ao canal do
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epididimo. Os espermatozoides deixam, entdo, o epididimo, percorrendo o canal

deferente, o canal ejaculador e a uretra, até atingirem o exterior [7].

Epididimo
Os canais eferentes de cada testiculo tornam-se muito sinuosos e formam uma
estrutura em forma de virgula, na face posterior dos testiculos, chamada epididimo. A
maturacdo final dos espermatozoides ocorre no interior do epididimo (ver Figura 3) [7].
Cada epididimo é composto por uma cabega, um corpo e uma longa cauda. A

cabega contém os canais eferentes sinuosos, que se abrem para um Unico canal, também

sinuoso, o canal epididimario, que esta principalmente contido no corpo do epididimo

[7].

Canais deferentes

Os canais deferentes iniciam-se na cauda do epididimo, na continua¢do do canal
epididimario e ascendem ao longo da face posterior do testiculo na linha mediana do
epididimo, para se associarem a seguir com 0s vasos sanguineos € 0s nervos que irrigam
e enervam o testiculo. Estas estruturas e os seus revestimentos constituem o cordao
espermadtico. Este ¢ constituido por: o canal deferente; a artéria testicular e os plexos
venosos; vasos linfaticos; nervos e fibras remanescentes do processo vaginal. O
revestimento do corddo espermatico inclui a tinica espermatica externa; o musculo
cremdster (uma extensdo das fibras musculares do musculo pequeno obliquo do
abdomen); e a tinica espermatica interna (ver Figura 3) [7].

Os canais deferentes e as restantes estruturas do corddo espermatico ascendem ao
longo do canal inguinal e entram na cavidade pélvica. Os canais deferentes cruzam a
parede lateral e posterior da cavidade pélvica, cruzam os ureteres, encurvam-se sobre a
face posterior da bexiga e dirigem-se para baixo na direc¢cdo da prdstata. A extremidade
de cada canal deferente alarga-se formando a ampola do canal deferente. O lumen dos
canais deferentes ¢ rodeado por musculo liso e ¢ este misculo que, ao contrair-se, ajuda

ao movimento dos espermatozdides ao longo do canal deferente [7].
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Figura 3 - Estrutura do aparelho reprodutor masculino, vista frontal [7] (adaptado).
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2. Torsao testicular — conceito e
perspectiva epidemiologica

A incidéncia da torcdo testicular tem aumentado, contudo, ¢ minimizada pelos
constantes avangos médicos na salvacao dos testiculos afectados [9].

Cada ano, a TT afecta 1 em 4000 individuos do sexo masculino, com menos de
25 anos de idade, mais concretamente, esta condi¢do tem dois picos de incidéncia, o
primeiro € no periodo pré-natal e 1° ano de vida e o segundo ¢ nas idades peripuberais
(12 a 25 anos). Sendo incomum em adultos com mais de 40 anos. Estudos mostram que
entre 16 e 42% dos casos de dor aguda escrotal devem-se a TT [5] [10] [6].

Também se deve referir a incidéncia da TT perinatal, que ocorre entre o periodo
pré-natal e os 30 primeiros dias apds o nascimento, sendo deveras um fendémeno raro
[11].

As sequelas da patologia podem levar anos a desenvolverem-se, por exemplo, a
reducdo da fertilidade ndo ¢ evidente até que o doente atinja a fase da paternidade,
possivelmente 5-10 anos depois da dita tor¢ao testicular [10].

A TT, ou mais correctamente, torcdo do corddo espermatico, impede o fluxo
sanguineo ao testiculo afectado, comprometendo a drenagem venosa e resultando em
stress oxidativo. Uma vez que os testiculos sdo muito sensiveis ao dano oxidativo, ird
originar-se edema, isquémia ou hipdxia e, porventura, necrose [6] [12] [13] [14].

Sendo que o somatorio dos efeitos lesivos resulta da lesdo provocada pela
isquémia, sozinha, mais o efeito paradoxal adicional, por sua vez também lesivo, da
reperfusdo, que ¢ uma componente dependente do tempo [13].

A severidade dos danos efectuados por esta condigdo estd directamente
relacionada com a rapidez de um correcto diagnostico e com o comego de um

tratamento efectivo [6].
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3. Factores predisponentes

A tor¢do ocorre usualmente na auséncia de qualquer evento precipitante, s6 4 a
8% dos casos sdo resultados de trauma. Outros factores que predispdem os doentes para
a TT incluem o aumento no volume testicular (vulgarmente associado a puberdade),
tumor testicular, historial de criptorquidismo e corddo espermatico com uma por¢ao
intraescrotal longa [5].

Multiplas anomalias tém sido consideradas contribuidoras para a TT, incluindo
testiculos retrécteis, perda de conexao entre os testiculos e os anexos e poliorquidismo
[8].

De referir, contudo, que o factor de risco mais importante para a TT ¢ uma
predisposi¢cdo anatdomica, a que faz com que o testiculo suba e haja envolvimento do
cordao espermatico pela tiinica vaginal, deformagao esta designada por “badalo do sino”
[9].

Sendo que gravidezes complicadas estdo associadas a um maior risco de TT

neonatal [4].

3. Mecanismos de torcao testicular

Ha dois mecanismos distintos de tor¢ao testicular, de acordo com a tunica
vaginal: a tor¢do extravaginal, relacionada exclusivamente com fetos e recém-nascidos,
sendo a incidéncia em recém-nascidos de 1 caso em 7 500 bebés, e a tor¢ao intravaginal,
que € mais comum em grupos etarios puripuberais [11] [4] [15].

No tipo extravaginal, que ocorre fora da tunica vaginal, todo o corddo

espermatico e as suas estruturas contributivas sofrem tor¢ao (ver Figuras 4 e 5) [4] [11].
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Figura 4 - Tor¢ao testicular extravaginal: misculos cremasteres, cordao espermatico e tinica
vaginal sdo envolvidos na torcao [11].

Este tipo de tor¢do s6 ocorre em fetos e recém-nascidos, pois € nesta altura que
que os testiculos e o guberndculo testicular podem ter movimentos de rotacdo
livremente [4].

A TT neonatal (extravaginal) pode ocorrer bilateralmente, logo a exploracao
cirargica tendo em conta o testiculo contralateral ¢ obrigatoria para prevenir a tragica
perda testicular bilateral [16].

Em contraste, a TT intravaginal (a mais comum, 90% dos casos de tor¢ao) sé
envolve o testiculo, ocorrendo dentro da tunica vaginal. Este facto tem a ver com uma
variagdo congénita da tinica vaginal e ocorre no periodo peripuberal, provavelmente,
pois coincide com a perda do suporte dos musculos cremasteres (ver Figura 5) [16] [11]
[4].

Esta ¢ condicdo na qual o testiculo ¢ livremente suspenso devido a tunica
vaginal circundar completamente o epididimo e corddo espermatico, segurando o
testiculo como um balado do sino, em que s6 hd um ponto de fixacdo. Normalmente, a
tunica vaginal deve providenciar a fixa¢do na parte posterior dos testiculos, prevenindo

a tor¢do do cordao espermatico [8].
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Normal Torgao intravaginal Torgao extravaginal

Figura 5 - Torcéo intravaginal e extravaginal [11].

4. Diagnostico diferencial

A dor aguda escrotal ¢ a apresentacdo consistente de tor¢ado testicular, a qual é ,
por vezes, associada a nausea, vomitos e febre [4].

A TT deve ser diagnosticada rapidamente e cuidadosamente. O atraso no
diagnéstico (e consequente atraso na cirurgia) aumenta o risco de inviabilidade
testicular [5].

O diagnostico diferencial da dor aguda escrotal inclui TT, trauma,
epididimite/orquite, hérnia, varicocele, edema escrotal idiopatico e tor¢ao dos apéndices

testiculares [5] (ver Tabela 1).
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Tabela 1 — Diagnostico diferencial da dor aguda escrotal [17]
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te distria pia, descanso
severa

A examinagao clinica pode ajudar a diferenciar as causas da dor aguda escrotal.
Na epididimite, os primeiros sinais da patologia sdo uma maior sensibilidade e prurido,
podendo avancar para a pele da bolsa escrotal apresentar-se edematosa e similar a uma
“casca de laranja”, contudo esta Gltima caracteristica s6 aparece no ultimo curso da
doenga [5].

Quando existe tor¢do dos apéndices testiculares, um nédulo de 2 a 3 mm de
didmetro pode ser palpavel no testiculo, em que uma coloragdo azul pode ser visivel
nesta area. O edema escrotal desenvolve-se rapidamente, o que dificulta as conclusdes
da observacdo fisica. Finalmente, o epididimo mantem-se na parte posterior € sO 0s
apéndices testiculares estdo torcidos. O testiculo afectado ¢ similar em tamanho ao
testiculo ndo afectado [5].

Em contraste, nos doentes com TT, o epididimo pode estar localizado
medialmente, lateralmente ou anteriormente, dependendo do grau da tor¢do. O
epididimo pode ser colocado posteriormente, com 360° de tor¢do. O corddo espermatico
encurta-se & medida que ¢ torcido, logo o testiculo pode elevar-se na bolsa escrotal.
Sendo este facto muito especifico da TT. Devido a congestdo venosa, o testiculo

afectado pode apresentar-se maior que o testiculo ndo afectado. Para um diagnostico



Identificacdo de alvos farmacolégicos em modelos animais de lesdo testicular | *®

associada a fendmenos de isquémia/reperfusio

mais sensivel, realiza-se o teste do reflexo do musculo cremaster, sendo que a auséncia
de reflexo (quando os testiculos ndo sobem) ¢ uma forte evidéncia de TT [5].

A TT pode ocorrer intermitentemente pois o episdodio de tor¢do do cordio
espermatico pode ter uma resolucdo espontanea, sendo que os doentes que apresentem
dor aguda escrotal seguida de uma ripida resolucdo devem ser tratados com

orquidopexia bilateral para prevenir uma futura torg¢ao [4].

5. Estudos diagnosticos

A imagiologia s6 deve ser utilizada em casos ambiguos e que a suspeita de TT
seja baixa, pois qualquer doente com sintomas suspeitos de tor¢do testicular deve ser

imediatamente sujeito a cirurgia (ver Diagrama 2) [5].
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Diagrama 2 - Algoritmo da avaliacao do doente com dor aguda escrotal [S](adaptado).
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As modalidades mais comuns de diagndstico sdo a ultrassonografia com efeito
Doppler, cintilografia e exploracdo cirtrgica. A aparéncia tipica da ultrassonografia e
cintilografia, em doentes com dor aguda escrotal, sdo expostas na Tabela 2 [5].

Ha que ter em conta que o diagnostico realizado ndo tendo em conta os meios de
diagnostico imagiologicos tém uma taxa de falsos-positivos de 50% [4].

Tabela 2 - Caracteristicas tipicas de imagiologia em doentes com dor aguda escrotal [5].

Aparéncia na
Diagnéstico Aparéncia na cintilografia

ultrassonografia

Ecogenicidade homogénea, ) _
Captacdo simétrica e

Testiculo normal cercada por uma linha fina
) ) homogénea
brilhante (a tanica albuginea)
Auséncia ou diminui¢do do Perfusdo diminuida no lado
Torcéo testicular fluxo sanguineo sintomatico e lesdo aparente

na imagem estatica

Epididimite/orquite Aumento do fluxo sanguineo Aumento da perfusio

Para estimar o fluxo sanguineo intratesticular, a ultrassonografia com efeito
Doppler ¢ muito ttil, de facto, tem 97% de exactidao no diagnostico de TT em doentes
com dor aguda escrotal, quando a detec¢do do fluxo sanguineo intratesticular ¢ o inico

critério utilizado (ver Figura 6) [4].

Figura 6 - Torcao testicular. Ultrassonografia com efeito Doppler de ambos os testiculos de um
doente com trauma escrotal. Verifica-se uma completa auséncia de fluxo sanguineo no testiculo
esquerdo (painel direito), comparando com o testiculo com fluxo sanguineo normal, o testiculo
direito (painel esquerdo) [18].
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A cintilografia tem 100% de sensibilidade para diagnosticar a TT. Os doentes
com TT tém marcadores radioldgicos diminuidos no testiculo isquémico, resultando
numa lesdo passivel de ser observada em imagem. Com a inflamacdo ou infec¢do, ha
um aumento da perfusao [5].

Apesar da cintilografia ser mais sensivel para a TT, a ultrassonografia ¢ mais
rapida, este facto ¢ de consideragdo critica uma vez que a condi¢do depende de um
diagnostico rapido para um tratamento eficiente [5].

A exploragdo cirurgica de urgéncia ¢ mandataria em todos os casos de TT com
menos de 24 horas de duragdo, nos casos sintomaticos com duragao até 48 horas mas
sem tor¢do completa ou ndo intermitente, ou quando hé duvida no diagnostico, de forma

a salvar-se a maior quantidade de tecido possivel [6].

6. Tratamento

Apds o inicio dos sintomas de severa dor aguda escrotal comeca a contagem
decrescente para a lesdo testicular ocorrer [4].

Depois de confirmado o diagnostico de TT, a rdpida restauracdo do fluxo
sanguineo ao testiculo ¢ critica, para evitar a perda do testiculo ipsilateral, contudo,
mesmo com a reparagao da tor¢do, algum dano significativo pode permanecer [4] [5].

A distor¢do manual pode providenciar um rapido e ndo-invasivo tratamento.
Devido ao facto de ser possivel a tor¢do ser mais de 360°, mais de uma rotag@o pode ser
necessaria para distorcer completamente o testiculo. O testiculo afectado deve ser
rodado a partir da linha média, como se se estivesse a abrir um livro [5].

Apesar da distor¢ao ser bem sucedida, a orquidopexia também ¢ recomendada
[5].

A distor¢ao manual ndo deve atrasar a consulta cirurgica, pois sé a exploracao
cirirgica pode providenciar uma resolucdo definitiva no caso da tor¢do estar presente
[5].

De facto, a imediata exploragdo cirurgica e orquidopexia bilateral sdo os
tratamentos de elei¢do na TT aguda, contudo a orquiectomia € necessaria quando existe

enfarte ou necrose testicular [4].
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A orquidopexia consiste num método de fixacdo do testiculo afectado a parede
do escroto, precedendo-se a distor¢do do mesmo. Utiliza-se uma anestesia geral, ¢ feita
a incisdo no escroto, o testiculo ¢ distorcido e ¢ colocada uma sutura absorvivel para
segurar o testiculo e evitar que este rode novamente [19] [6].

No caso de TT neonatal, alguns autores sugerem que a exploragdo cirurgica e a
orquidopexia contralateral concomitante sdao o melhor tratamento. Neste cenario, os
riscos e os beneficios para o neonatal tém que ser ponderados, pois existe o risco da
anestesia por um lado e o risco de perda testicular por outro [4].

Se o testiculo ficar inviavel (devido a necrose), deve ser removido, sabendo-se,
no entanto, que ¢ uma tremenda catastrofe psicoldgica para o doente [19].

Inumeros estudos realizaram-se no sentido de descobrir terapias com alvos
farmacologicos dirigidos aos diversos passos no processo lesivo de I/R, induzido pela

T/D, incluindo a via da apoptose das células germinais.

7. Prognostico

O sucesso do salvamento do testiculo depende da duracdo e grau de torc¢ao
testicular [4].

Entende-se por salvagdo testicular quando o testiculo estd na sua posi¢ao
anatdmica, sem evidéncias de enfarte, contudo ndo quer dizer que os testiculos estdo a
funcionar fisiologicamente normalmente pois varios estudos realizados em modelos
animais mostraram que deficiéncias na fun¢do testicular podem estar presentes mesmo
uma palpag@o normal dos testiculos [4].

A taxa de salvagdo testicular ¢ de 90% se a distor¢ao ocorrer em menos de 6
horas desde o inicio dos sintomas, mas cai para 50% depois de 12 horas, sendo menos
de 10% se passarem 24 horas [5] [11].

Concretamente, mais de 97% dos doentes tratados com orquidopexia bilateral
profilactica tém uma completa resolugdo dos seus sintomas com um grande

envolvimento na preven¢do de um enfarte testicular futuro [4].
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8. Complicacgoes

A complicacdo mais significante da torcao testicular € a perda do testiculo, o que
podera levar a uma fertilidade comprometida. As causas comuns de perda testicular sao
atrasos na examinac¢dao médica (58%), diagnoéstico inicial incorrecto (29%) e atraso no
tratamento hospitalar (13%) [5].

25% dos individuos com historial de TT podem experienciar infertilidade na

vida adulta [4].

9. Tor¢ao de testiculos criptorquidicos

Uma dor aguda na bolsa escrotal esquerda com um hemiescroto vazio aumentam
a suspeita de torcdo nos testiculos criptorquidicos. Em 73% dos casos de tor¢do nos
testiculos criptorquidicos, foram reportados ser no lado esquerdo. Esta condigdo
apresenta-se normalmente com eritema, aumento de sensibilidade e a presenca de uma
massa na area afectada. A ultrassonografia com efeito Doppler ¢ util para confirmar o

diagnéstico [4].

10. Efeitos da tor¢ao ipsilateral no
testiculo contralateral

O envolvimento do testiculo contralateral em casos de tor¢ao testicular unilateral
foi recentemente fundamentado em estudos laboratoriais. Uma examinag¢ao cuidadosa
da lesdo severa no epitélio seminifero apos reparacdo do tor¢do unilateral nunca tinha
sido evidenciada um efeito contralateral na espermatogénese ou em outros parametros.
Estudos especificos no testiculo contralateral humano suportam agora a conclusdo de
que os efeitos contralaterais da torcao ipsilateral sdo na verdade manifestagcdes de lesdes

contralaterais pré-existentes [4].
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11. Fisiopatologia da torcao testicular

Modelos animais de tor¢ao testicular

Experimentalmente, o testiculo pode tornar-se isquémico por dois diferentes
modos. Um dos métodos ¢ a oclusdo da artéria espermatica ou do corddo espermatico e
0 outro método ¢ a tor¢do do corddo espermatico. Ambos os processos tém sido
experimentados em modelos animais, contudo a tor¢do do corddo espermatico ¢ a que
se aproxima mais dos aspectos clinicos relativos a tor¢ao testicular. [4].

Na TT experimental, o grau e duracdo da tor¢do podem ser estabelecidos e o
fluxo sanguineo pode ser monitorizado. E importante garantir que a lesdo tecidular
ocorre devido tanto ao periodo isquémico como a reperfusdo. Se o periodo de isquémia
for longo, a lesdo adicional causada pela reperfusdo serd minima [4].

Os possiveis mecanismos de disfuncdo testicular devido a isquémia incluem o
comprometimento do fornecimento de oxigénio e nutrientes e a acumulagdo de produtos
toxicos. A diminui¢do do conteudo intracelular de ATP e glicogénio e o aumento de
Ca®" dentro da célula também desempenham um papel importante na lesio testicular [4].

O prolongamento da isquémia testicular vai levar ao enfarte testicular, fazendo
com que o tecido testicular tenha que ser removido [4].

A espermatogénese, depois da reparagdo clinica da TT, raramente ¢ avaliada
devido a questdes éticas, porém, testes laboratoriais em animais com testiculos
atrofiados mostram que ndo ha producao de gametas [4].

Usando modelos animais de TT, tem que se garantir que, por um lado, a duragdo
da isquémia ¢ minima, por outro, tem que se seguir a reperfusdo e, finalmente, devem
causar disfuncdo testicular. Para isso realiza-se 720° de torcdo, durante 1 hora, seguida
de reparacdo da tor¢do o que induz uma lesdo de isquémia/reperfusdo (I/R)
suficientemente severa para lesar o epitélio seminifero [4].

A lesdo de I/R ¢ caracterizada por eventos temporais distintos, sendo por si uma
resposta bifasica, comeg¢ando com a isquémia e exacerbando-se durante a reperfusdo. A
producdo de ROS decorre nas duas fases, nos tecidos isquémicos e reperfundidos [14].

A primeira fase ocorre imediatamente apds a reperfusdo, estendendo-se por

algumas horas e ¢ uma situagao tipica de stress oxidativo, reversivel em termos de lesao
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celular. Nesta fase, ocorre um aumento da producdo de ROS pelas mitocondrias, com
disfungdo mitocondrial e faléncia da fosforilagdo oxidativa. O tecido estd apto para
contrariar esta situacdo de stress oxidativo, derivada da rapida geracdo de ROS, através
dos mecanismos de defesa antioxidantes [14].

A segunda fase, estende-se por horas ou dias (dependendo da manuten¢do do
stress oxidativo) e ¢ associada com a activagdo e infiltragdo dos neutrofilos,
recrutamento de macrdéfagos, aumento da regulacdo das citoquinas pro-inflamatodrias e
moléculas de adesdo a células endoteliais (CAMs), aumento da trombogenicidade,
libertacdo massiva de célcio intracelular e formacdo de radicais livres de oxigénio.
Estando, desta vez, relacionada com a aparicio de danos irreversiveis no tecido

testicular [14] [4].

Stress oxidativo

No periodo isquémico , os niveis de hipoxantina, peroxidases lipidicas e acido
lactico aumentam em resultado do insuficiente aporte sanguineo. No periodo de
reperfusdo ha retorno do fluxo sanguineo acompanhado da producdo de anides
superoxido, radicais hidroxilo, perdxido de hidrogénio e 6xido nitrico (NO), levando ao
stress oxidativo no tecido testicular, a apoptose das células germinais e ao
comprometimento da espermatogénese [12].

O stress oxidativo ¢ produzido pela peroxidacdo e oxidacdo de varios
componentes celulares como lipidos, proteinas, glicidos e 4cidos nucleicos. E o
resultado de um desequilibrio entre a producao de espécies reactivas de oxigénio (ROS)
e espécies reactivas de azoto (RNS) e a sua remocdo eficaz pelo antioxidantes
disponiveis [12] [14].

Durante a isquémia, o oxigénio ndo esta disponivel, logo ndo terd o papel de
aceitador final de electrdes na cadeia respiratdria mitocondrial. Quando se restaura os
niveis de oxigénio (através da reperfusdo), a mitocondria volta a estar funcional mas
uma produgdo em larga escala de ROS ocorre [14].

As mitocondrias contribuem para a lesdo tecidular através de desordens a nivel
bioquimico e morfoldgico na cadeia respiratoria, envolvendo a xantina oxidase [14].

As ROS sdo altamente reactivas devido ao par de electrdes desemparelhados. As

mais proeminentes ROS sdo o anido superdxido (05 ), o peroxido de hidrogénio (H,0;)



Identificacdo de alvos farmacolégicos em modelos animais de lesdo testicular | *
associada a fendmenos de isquémia/reperfusio

¢ o i3o hidroxilo (OH). As ROS podem ser produzidas em larga escala pelos
macrdéfagos e neutrdfilos, mas também pelos espermatozdides e outras células em
condicdes patoldgicas [12].

O malondialdeido (MDA) ¢ um produto secundario da lesdo de I/R formado
durante a peroxidacado lipidica. Os niveis de MDA aumentam no tecido testicular apds
lesdo testicular, sendo um parametros mais conhecidos na determina¢do do aumento da
formagdo de radicais livres em tecidos pds-isquémicos [20] [21].

Os anides superoxido sdo, em grande parte, gerados como o resultado das
reacgdes de oxidacao-redugdo dentro da mitocondria, mas na maioria das situagdes o
superoxido € rapidamente convertido a perdxido de hidrogénio pela enzima superoxido
dismutase (SOD) (ver Tabela 3) [12].

O per6xido de hidrogénio acarreta reacgdes com metais pesados como o Fe** ou
Cu*" para formar ides Fe'' e Cu3+, respectivamente, e ides hidroxilo ou, por outro lado,
o peroxido de hidrogénio pode ser destoxificado pela glutationa peroxidase (GPX) para
formar 4gua e oxidar a Glutationa. O perdxido de hidrogénio também pode ser reduzido

pela catalase (CAT) para produzir oxigénio e agua (ver Tabela 3) [12].

Tabela 3 — Reac¢des comuns na producio e destoxificacido de ROS [12] (adaptado)
Formacio do ido superéxido e peréxido de hidrogénio:
Xantina Xantina oxidase Hipoxantina Xantina oxidase Acido trico + 0y
+ H,0,
Formacao dos ides hidroxilo, via reac¢io de Fenton:
Fe?* + H,0, —» Fe3*+ OH™ + OH™
Formacio do peroxinitrito e diéxido de azoto:
NO+ O, - ONOOO~
ONOOO™ + CO; - NO; + CO3
Antioxidantes comuns nos mamiferos:
205 + 2H* sob H,0, + 0,
2H,0, catalase 2H,0 + 0,

H,0, + 2GSH 6px GSSH + 2H,0
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Qualquer radical oxidante ¢ um potencial agente de stress oxidativo. Como este
pode ocorrer em vastas moléculas celulares, tanto o nticleo, membranas mitocondrias,
membrana celular, proteinas estruturais e citoplasmaticas, glicidos complexos, ARN e
ADN sdo potenciais vitimas do stress oxidativo [12].

Concretamente, a oxidagdo lipidica, um processo elaborado por radicais livres
na oxidacdo dos lipidos insaturados e do colesterol nas membranas e lipoproteinas, ¢
agora considerado a consequéncia mais deletéria da situacdo de I/R [14].

No tecido testicular, onde coexistem altas taxas de metabolismo e replicacdo
celular, o stress oxidativo pode ser especialmente maléfico, revelando, assim, a extrema
importancia da capacidade antioxidante do tecido [12].

As enzimas antioxidantes mais abundantes nos mamiferos sdo a SOD, CAT e
GPX. Estas enzimas encontram-se expressas nos testiculos [12].

Um certo nimero de factores ndo enzimaticos também tém funcdo de
antioxidantes a nivel testicular, entre eles esta a vitamina C, vitamina E, resveratrol
(antioxidante botanico) e a melatonina. Todos eles provaram ser eficientes na reducao
do stress oxidativo testicular em diferentes circunstancias [12].

O ¢6xido nitrico (NO), um potente vasodilatador e uma molécula sinalizadora
celular, desempenha um importante papel na amplifica¢do da lesdo testicular através da
interac¢do com radicais superdxido para formar peroxinitrito (outro potente agente
oxidante). O peroxinitrito pode modificar proteinas e originar outros radicais livres [12].

O NO ¢ sintetizado pela 6xido nitrico sintase (NOS), a qual existe em 3 formas
conhecidas: NOS endotelial (eNOS), NOS induzivel (iNOS) e NOS neuronal. A NOS
e/ou o NO tém sido regulados em condi¢des experimentais conhecidas por induzir stress

oxidativo testicular, como o criptorquidismo e TT [12].

Consequéncias vasculares da torgao

E sabido, através de varios estudos em ratos, que a perda permanente da
espermatogénese ocorrida apos a reparagdo de 1 hora de 720° de tor¢do ndo se deve ao
facto de os valores médios de fluxo sanguineo voltarem ao normal. Por outro lado, o
padrdo de perfusdo microvascular do testiculo permanece alterado nas horas e dias apds

a reparagdo da tor¢do [4].
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Numa perspectiva temporal, uma tor¢ao unilateral prolongada (mais de 4 horas
de isquémia) ndo tem fluxo sanguineo no testiculo ipsilateral durante as 24 horas apds a
distor¢do. Sendo que a manuten¢do de um fluxo sanguineo constante ¢ essencial para a
fertilidade testicular [14].

No testiculo normal, a variagdo no fluxo sanguineo microvascular deve-se a
vasomocao ou contrac¢do vascular ciclica e relaxamento controlados por uma
regulamentacdo complexa [4].

A vasomogdo ¢ significativamente alterada apds a reparagdo da tor¢do e so
regressa dias mais tarde. A inibicdo da contrac¢do vascular necessdria a vasomogdo €
provavelmente devida aos efeitos relaxantes do NO, o qual aumenta nos testiculos apos
a reparagao da tor¢do [4].

O NO também ¢ activado em outros processos celulares além do relaxamento
vascular e pode ser a chave da sinalizacdo molecular em processos que levem a lesdo
por I/R nos testiculos. Por exemplo, o NO foi estudado como um possivel regulador das
CAMs, que desempenham um importante papel na lesdo por I/R nos testiculos e outros
tecidos, uma vez que sao moduladores chave no recrutamento de leucdcitos, percursores
de muitos mecanismos no processo de I/R [4].

Os tecidos e células sujeitos a hipoxia ou isquémia respondem aumentando a
permeabilidade vascular apds o processo de I/R no testiculo. A associagdo entre este
facto e a diapedese neutroéfila através do endotélio vascular € possivel mas ndo foi, ainda,

explorada [14] [4].

Consequéncias endocrinas da torgao

A funcdo enddcrina do testiculo de rato ap6s a reparacdo de 1 hora de tor¢ao, de
720°, esta significativamente reduzida. Todavia, os niveis de testosterona regressam ao
normal, dias apds a reparacdo da torgao [4].

A deterioragdo severa das células de Sertoli ndo ¢ a particularidade primaria do
processo lesivo de I/R testicular, pelo menos segundo a avaliacdo da sintese e secrecdo
totais de proteinas in vivo. Isto ndo quer dizer que a sintese das proteinas nas células de
Sertoli esteja completamente inalterada apds o evento de I/R, apenas indica que as
células de Sertoli sobrevivem apds a reparagdo da tor¢do e continuam a produzir um

amplo painel de proteinas [4].
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De facto, o factor de transcrigdo NF«B ¢ activado apds a reparagdo da torcao e

localiza-se nas células de Sertoli [4].

Consequéncias apoptoticas da tor¢ao
testicular

As células morrem por necrose ou apoptose. A necrose pode ser causada por
uma variedade de factores extracelulares e resulta no aumento celular, lise e resposta
inflamatoria. Por outro lado, a apoptose ¢ o resultado da activagdo de um mecanismo
intracelular que conduz a morte celular sem indugdo de uma resposta inflamatodria [4].

Existem numerosas vias para ocorréncia de apoptose dependendo do tecido
envolvido, mas existem duas divisdes principais das vias intracelulares, a via intrinseca
ou mitocondrial ¢ a via extrinseca [4].

A via intrinseca ¢ induzida pelo stress celular como radiacdo, exposicdo a
toxinas ou pela agressdo por oxidantes reactivos. O efeito primario deste stress ocorre
na mitocondria, onde associagdes entre membros pro e anti-apoptoticos estabilizam ou
destabilizam a membrana mitocrondrial. A destabilizagdo da membrana leva a
libertagdo do citocromo ¢ mitocondrial no citoplasma, liga-se ao Apaf-1, activando
uma cascata de caspases citoplasmaticas que eventualmente activam a caspase-
activadora ADNse. Esta ADNse degrada o ADN em fragmentos regulares de
aproximadamente 185 bp, caracteristicos da verdadeira apoptose [4].

A via extrinseca ¢ activada por ligandos extracelulares que se ligam a receptores
especificos da membrana. Estes receptores iniciam um processo intracelular que
também leva a activag@o da cascata de caspase [4].

A apoptose, um processo significativo na espermatogénese normal, ¢ muito mais
desregulada em condicdes que interrompam a espermatogénese, incluindo a TT [4]

Um dos principais objectivos sempre foi compreender a via molecular para a
apoptose das células germinativas induzida pela TT e sua reparacdo ou lesdo por um
processo de I/R no testiculo [4].

Foi demonstrado que Bax ¢ a molécula pro-apoptdtica predominante no testiculo
de rato e exibe expressdo aumentada apds a tor¢cdo. Além disso, também foi

comprovado a circulagdo de Bax para a mitocondria ap6s um evento de I/R [4].
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Outros resultados recentes tém revelado, pela primeira vez, a presenca de

caspase-2 no testiculo e a sua activagdo com a apoptose das células germinativas. A

fungdo da caspase-2 na apoptose ainda ndo se encontra bem compreendida, bem como

permanece controverso se esta age com o aumento ou diminui¢do de Bax [4].

Curiosamente, as espermatogonias nos estagios Il e III, nos tubulos seminiferos

de rato, sdo os primeiros alvos celulares nos estados primarios da lesdo testicular [4].

12. Alvos farmacologicos

De seguida, ird mostrar-se a compilagdo de estudos clinicos, publicados desde o

ano 2005 at¢ ao ano de 2011, que utilizaram diversos principios activos que

demonstraram ter alvos farmacolédgicos na patogénese da TT.

Alopurinol

Classificacdo farmacoterapéutica: Medicamento usado para o tratamento da
gota [22]

Propriedades farmacodinamicas: Inibe a ac¢do da enzima xantina-oxidase,
prevenindo a oxidagdo da hipoxantina a xantina e a xantina a acido urico. O
alopurinol previne ou faz diminuir a deposi¢do de uratos, prevenindo desse
modo a ocorréncia e progressao da artrite gotosa e uratonefropatia. Também, as
reducdes das concentracdes de uratos na urina, previnem ou diminuem a

formagao de calculos de oxalato de célcio ou 4cido trico [22] [23].

Indicacdes: Tratamento da hiperuricemia, associada a gota cronica, nefropatia
aguda de 4cido urico e certas desordens enzimaticas, sendo também utilizado em
situacdes de calculos renais causados pela deposi¢cdo de oxalato de célcio, acido
urico e 2,8-dihidroxiadenina [23].

Contra-indicacdes: Hipersensibilidade ao alopurinol ou a qualquer um dos
excipientes [22].

Precaucgdes: Nao deve ser usado para o tratamento de ataque agudo de gota. O

tratamento deve ser cessado em caso de reacc¢des de hipersensibilidade. A dose
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deve ser alterada em casos de IH ou IR. Recomenda-se uma hidrata¢ao adequada
[22] [23].
* Reacgoes adversas: A reaccdo mais frequente € a ruborizagdo [23].

* Interacgdes: Os salicilatos podem diminuir a eficicia do Alopurinol. Pode
ocorrer aumento dos niveis séricos de vidarabina, de ciclosporina e de
clorpropamida, Sendo também que o metabolismo da azatioprina e 6-
mercaptopurina € inibido por este farmaco. Aumentando o efeito de
anticoagulantes orais, antibacterianos  (ex. ampicilina e  amoxicilina),

ciclofosfamida [22] [23].

Efeitos farmacologicos do alopurinol na patogénese da torg¢ao testicular:
Dois estudos foram contemplados, nesta dissertagdo, para analisar a modulagdo
farmacoldgica do alopurinol. Sendo eles:

- Kehinde et al., 2005, investigaram o efeito de cinco antioxidantes na
funcdo exdcrina testicular em coelhos apos 24 horas e 3 meses apos a
tor¢ao experimental;

- Sukhotnik et al., 2008, avaliaram o efeito do aluporinol na
espermatogénese e apoptose das células germinais um ambos os

testiculos isquémico, apds I/R testicular em ratos.

Kehinde et al., 2005

Ja foi demonstrado que ¢ deveras importante avaliar o efeito protector de
compostos antioxidantes, a longo termo, na func¢do testicular endocrina e exocrina.
Assim, Kehinde et al., 2005, propuseram-se a avaliar o efeito de cinco antioxidantes,
dispares, em testiculos in situ sucedidos 3 meses depois da tor¢do experimental em
coelhos. Os antioxidantes estudados foram o acido acetilsalicilico (ASA), o acido
ascorbico, o alopurinol, a quercetina e a superoxido dismutase (SOD).

Fazendo uma extrapolacdo, 3 meses na vida de um coelho de laboratério
correspondem a 6-8 anos na vida de um humano [10].

Em todos as experiéncias, os testiculos direitos serviram como controlo interno e

os esquerdos foram alvo experimental de inducdo da TT [10].
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Foram constituidos trés experimentais: grupo de controlo, grupo sujeito a 60
minutos de isquémia seguida de reperfusdo, grupo sujeito a 60 minutos de isquémia
seguida de orquidopexia ao testiculo esquerdo (sem reperfusdo). Em cinco grupos
adicionais de animais, os coelhos foram expostos a 60 minutos de isquémia mas cada
grupo recebeu unicamente um dos antioxidantes em estudo, dando-se de seguida a
reperfusdo [10].

As doses dos antioxidantes, a via e modelo de administragao usados foram os
seguintes: ASA 50 mg/kg intravenoso (I.V.), 10 minutos antes da reperfusdo; acido
ascorbico 2 mmol/kg intraperitoneal (I.P.), 30 minutos antes da reperfusdo; alopurinol
200 mg/kg 1.P., 30 minutos antes da reperfusdo; quercetina 30 mg/kg I.P., 50 minutos
antes da reperfusao; SOD 3 mg/kg [.V., 50 minutos antes da reperfusao [10].

O grau de peroxidagdo lipidica, uma medida da lesdo por radicais livres, foi
avaliado pelos niveis de MDA. Conjuntamente a pontuagdo de Johnsen (JS) foi usada
para avaliar o dano morfoldgico passadas 24 horas e, também, 3 meses depois da TT
[10].

Os dados obtidos pelo estudo confirmaram o efeito benéfico dos antioxidantes
ASA, 4cido ascorbico, alopurinol e quercetina na reducdo do maleficio causado pelos
radicais livres, apos 24 horas de se iniciar a reperfusdo testicular nos animais escolhidos
para o experimento (ver Tabela 4) [10].

Sendo que o alopurinol foi associado a descida mais acentuada dos niveis de
MDA, pelo contrario, a SOD nao foi efectiva na proteccao dos testiculos torcidos contra
os maleficios dos radicais livres [10].

A avaliacdo a longo termo (3 meses) dos efeitos do tratamento antioxidante
revelou que os coelhos tratados com alopurinol tiveram niveis de MDA
significativamente mais baixos em ambos os testiculos que os coelhos usados como
controlo ou aos quais foi administrado outro antioxidante (ver Tabela 4) [10].

Morfologicamente, os testiculos dos coelhos tratados com alopurinol, depois de
3 meses, revelaram uma boa avaliacdo a nivel da bidpsia, enquanto que os coelhos
tratados com outros antioxidantes ndo tiveram um resultado tdo bom. Possiveis
explicagdes para este fato sdo, entre elas, que em diferentes tecidos, diferentes
antioxidantes sdo eficazes na protec¢do contra os radicais livres. Por exemplo, o ASA
promove uma melhor proteccdo no enfarte do miocardio, o 4cido ascorbico ¢ mais

eficaz na prevencdo da lesdo por isquémia no intestino, a SOD e a quercetina
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manifestaram proteger do dano por radicais livres nos transplantes hepaticos e o
alopurinol demonstrou prevenir a lesdo de I/R no coragdo, no c6lon e nos testiculos [10].

Em conclusdo, os testiculos torcidos vidveis tratados por orquidopexia contém
altos niveis de radicais livres, pelo menos, durante 3 meses. Dos antioxidantes
estudados, s6 a administragdo de alopurinol, antes da reperfusdo, teve um efeito
benéfico a longo termo. Este composto reduziu significativamente os niveis de MDA
em 3 meses, contribuindo para a manutencao de uma boa avaliac¢do histoldgica [10].

Todavia, o ASA, o 4cido ascorbico, a quercetina e a SOD ndo exibiram efeitos
significativos a longo termo a nivel dos radicais livres, apesar de a curto prazo, todos
estes antioxidantes, com excep¢do da SOD, estiveram associados a diminui¢do dos
niveis de MDA testicular [10].

O sucesso do tratamento da TT pode ser potenciado pelo uso profilactico de
antioxidantes eficazes como o alopurinol. E de referir que, por experiéncia no
tratamento de patologias como a hiperuricemia, uma dose entre 100 e 300 mg (3 vezes
ao dia) promove um nivel sérico do fAirmaco que permite exercer efeitos antioxidantes,
sem se tornar toxico para os humanos [10].

Concluiu-se, no estudo referido, que o alopurinol inibiu a xantina oxidase e,
deste modo, inibiu a morte programada das células germinais e exerceu um efeito

protector a nivel da fertilidade masculina, em relagdo a I/R testicular [24].
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Tabela 4 — Niveis de MDA testiculares e avaliacio da biopsia segundo Johnsen, tendo em
conta um especo de tempo curto (24 horas) e a longo prazo (3 meses) [10](adaptado).

Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
B C D1 D2 D3 D4 D5

Resultados

NIVEIS TESTICULARES DE MDA, nmol/mg proteina

* Curto termo (24 horas)

Testiculo
25+1,1 29+09 24+21 41+22 23+12 25+39 1,0+06 24+1,1
direito
Testiculo 10,0 + 10,5 +
1,6 £0,2 82+44 77+74 53+33 47+43 6,7+£5,5
esquerdo 3,1 6,7

* Longo termo (3 meses)

Testiculo
20+09 57+28 40+£0,6 7,790 20+1,8 2,116 13+13 44+1,9
direito
Testiculo 11,0 31,6 £ 10,2 + 10,9 +
3,0£272 4,0+45 85+69 4,6+1,8
esquerdo 1,1 7,0 11,9 7,0

AVALIACAO HISTOLOGICA DA BIOPSIA TESTICULAR (segundo Johnsen)

*  Curto termo (24 horas)

Testiculo

95+0,9 97+0,6 9,7+0,3 100 97+0,6 93+1,2 93+1,2 9,7+£0,6
direito
Testiculo

95+0,5 93+0,6 95+0 940 941 8+2,6 92+1,0 92+1,0
esquerdo

* Longo termo (3 meses)

Testiculo

10+0 10£0 98+0,3 93+0,6 96+03 10+0 95+0,5 98+0,3
direito
Testiculo

9,1+1 7,7+2,5 97+06 65+23 33+15 7,642 53+25 73+3,1
esquerdo

Legenda: Grupo A: grupo de controlo; Grupo B: grupo sujeito a 60 minutos de isquémia
seguida de reperfusdo; Grupo C: grupo sujeito a 60 minutos de isquémia seguida de
orquidopexia ao testiculo esquerdo (sem reperfusdo); Grupo D1: administragao de ASA; Grupo
D2: administragdo de acido ascorbico; Grupo D3: administracdo de alopurinol; Grupo D4:

administragdo de quercetina; Grupo D5: administracdo de SOD.
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Sukhotnik et al., 2008

Neste estudo, o modelo animal escolhido e o objectivo pretendido foram
dispares relativamente ao estudo anterior, utilizaram o rato e quiseram avaliar o efeito
do alopurinol na espermatogénese e apoptose das células germinais um ambos os
testiculos isquémico, apds I/R testicular em ratos.

O alopurinol, um antioxidante que previne o dano causado pela reperfusdo e
oxigenagao apos a isquémia, nunca tinha sido estudado, até aqui, o seu papel a nivel da
apoptose neste tipo de lesdo [24].

Foram constituidos quatro grupos experimentais: Grupo A, grupo sujeito a
simula¢do de operacdo (obtencdo de valores basais normais); Grupo B, grupo sujeito
também a simulagdo da opera¢do mas em que foi administrado alopurinol oralmente
(per os), numa dose de 200 mg/kg, uma vez ao dia, imediatamente antes e 24 horas apos
da operagdo; Grupo C, grupo sujeito a I/R, 90 minutos de isquémia e 48 horas de
reperfusdo e o Grupo D, grupo sujeito a I/R, 90 minutos de isquémia e 48 horas de
reperfusdo mas tratados com alopurinol, da mesma forma que ao Grupo B [24].

Os resultados destes investigadores demonstraram que o inibidor da xantina
oxidase, alopurinol, produz um potente efeito inibitério da morte programada das
células germinais. Logo, o seu uso pode ser benéfico na preservagdo das células

germinais e na prevencao da fertilidade apos I/R testicular (ver Tabela 5) [24].

Tabela 5 - Efeito da I/R testicular e do tratamento com alopurinol na
espermatogénese(tendo em conta a avaliacio histologica segundo Johnsen e as camadas de
células germinativas) no testiculo isquémico [24].

Testiculo ipsilateral

GRUPOS Avaliacio histolégica Nimero de camadas de
segundo Johnsen células germinais

Grupo A 9,5+0,2 5,3+0,2

Grupo B 9,1+0,1 5,3+0,3

Grupo C 5,6 0,5 3,4+0,3

Grupo D 7,3+0,5 3,8+0,3
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Ciclosporina e tacrolimus

Ciclosporina

* Classificacao farmacoterapéutica: Imunomodulador [22]

* Propriedades farmacodinamicas: Forma um complexo com a proteina
receptora ciclofilina, este complexo estabelece ligagdo e inibe a activacdo da
calcineurina, resultando na depressdo da resposta imune mediada por células
[23].

* Indicagdes: Usada, usualmente em conjunto com corticosteroides, na
transplantacdo de o6rgdos e tecidos na profilaxia da rejeicdo do transplante.
Também ¢ utilizada em formas severas de dermatite atdpica, psoriase, uveite
endogena e artrite reumatoide, quando a terapia convencional ndo é eficaz. E
usada também no sindrome nefrotico. A ciclosporina foi experimentada em
outras patologias que tém componente autoimune (ex. asma, anemia aplasica,

esclerose multipla, entre outras...) [22] [23].

* Contra-indicacdes: Hipersensibilidade a ciclosporina ou a algum dos
componentes da formulacdo. Nao deverdo ser utilizados produtos ou extractos
vegetais contendo hipericdo (Hypericum perforatum) em associagdo com a
ciclosporina [22].

° Precaucdes: E necessaria monitorizagio da fungio renal e hepatica, assim como
da pressdo sanguinea e dos niveis plasmaticos de potassio, magnésio e de lipidos.
Nos doentes transplantados ¢ obrigatdria a monitorizacdo da concentragdo
plasmatica de ciclosporina. Ndo ser usada em casos de hipertensdo nao
controlada, persistentes niveis elevados de creatinina, infecgdes ndo controladas
ou malignidade. A ciclosporina predispde os doentes para o desenvolvimento de
infecgOes bacterianas, fingicas, parasitrias ou virais, sendo que devem ser
adoptadas estratégias terapéuticas efectivas particularmente nos doentes sujeitos
a terapéutica imunossupressora de longa duracdo. Podera reduzir a resposta a

vacinas [22] [23].

* Reacgoes adversas: Nefrotoxicidade ¢ efeito adverso mais frequente. Os outros

efeitos adversos incluem hipertensdo, disturbios gastrointestinais, fadiga,
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hepatotoxicidade,  hipertricose,  tremores, cefaleias, hiperlipidemias,
hipercalemia, hipomagnesemia, hiperuricemia, paraestesia e mialgia [23].

° Interac¢des: Carbamazepina, Nevirapina, Fenitoina, Fenobarbital, Rifampicina,
Hipericina diminiuem as concentracdes plasmaticas de Ciclosporina, pelo
contrario, alguns antifungicos, antibidticos macrolidos, inibidores da protease
VIH, Delavirdina, alguns bloqueadores dos canais de calcio, hormonas sexuais,

corticosteroides e sumo de uva aumentam os seus niveis plasmaticos [23].

Tacrolimus

* Classificacao farmacoterapéutica: Imunomodulador [22]

® Propriedades farmacodinimicas: Liga-se a proteina intracelular FKBP-12,
formando um complexo que inibe a actividade da calcineurina, resultando na

imunossupressao [23].

* Indicacgdes: Prevenir a rejeicdo em doentes que recebem orgaos ou tecidos
transplantados. Também ¢ usado topicamente no tratamento da forma moderada

a severa de eczema atopico [23].

* Reacgoes adversas: Dos efeitos secundarios mais frequentes salienta-se
hiperglicemia, incluindo diabetes mellitus, hipercalemia, tremores, cefaleias,
parestesias, nduseas, vomitos, diarreia, hipertensdo, insénia € comprometimento
da fungdo renal. Sdo também comuns casos de hiperlipidemias,
hipercolesterolemia e  hipertrigliceridemia. =~ Anemia, leucopenia e
trombocitopenia sdo eventos que também podem ocorrer. A resposta a vacinas

pode ficar comprometida [23].

® Precaugdes: O seu uso deve ser evitado em caso de hipersensibilidade a
macrolidos. A sua dose de ser reduzida em caso de IH e IR. E recomendada a

monitorizagao das concentragdes séricas de tacroélimus [23].

* Interac¢des: Devido ao aumento da nefrotoxicidade, ndo pode ser tomado com

ciclosporina [23].
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Efeitos farmacologicos do da ciclosporina e do tacrolimus na patogénese da tor¢ao
testicular:

A ciclosporina e o tacrolimus sdo agentes ligantes das imunofilinas, que
revolucionaram a transplantologia pelas suas capacidades de bloquear a activacdao de
linfocitos e células do sistema imunitério, sendo utilizados rotineiramente para impedir
a rejeicao dos enxertos em transplantes de 6rgdos e medula 6ssea. Outras capacidades
destes farmacos tém sido descobertas, a maioria delas dizem respeito ao potente efeito
protector contra a lesdo das células sujeitas a isquémia e stress oxidativo [25].

O conhecido mecanismo classico de ac¢@o destes compostos nas células, baseia-
se na ligacdo de proteinas intracelulares especificas designadas por imunofilinas que
regulam a actividade da enzima calcineurina [25].

O grupo de investigadores Nezami et al., 2009, tiveram como objectivo do seu
estudo investigar as propriedades anti-isquémicas da administragdo, apds isquémia, dos
ligantes das imunofilinas (ciclosporina e tacrolimus) na I/R testicular estimuladora da
apoptose das células germinais em rato.

Estabeleceram-se cinco grupos experimentais: Grupo A, grupo de controlo para
obtencdo de valores basais normais; Grupo B, grupo sujeito a simulacdo da operagao;
Grupo C, grupo sujeito a T/D, ndo tratado; Grupo D, grupo sujeito a T/D tratado com
ciclosporina, 5 mg/kg, 1.V., no momento da distor¢ao e Grupo E, grupo sujeito a T/D
tratado com tacrolimus, 3,5 mg/kg, [.V., no momento da distor¢ao [25].

Estes autores foram os primeiros a revelar as capacidades protectoras da
ciclosporina e do tacrolimus contra a lesdo de I/R em testiculos de ratos [25].

Segundo Nezami et al., 2009, a TT de 1 hora de 720° leva a uma diminui¢ao nos
niveis de enzimas antioxidantes (CAT, GPX e SOD) assim como a um aumento nos
niveis de MDA quando comparados com os ratos do grupo de controlo (ndo sujeitos a
tor¢do). Adicionalmente, verificou-se que a apoptose das células germinais aumentou
significativamente quando avaliados os testiculos 24 horas ap6s distor¢ao (ver Tabela 6)
[25].

Ditosamente, a administra¢do intravenosa de ciclosporina e tacrolimus no
momento da distor¢do aparenta normalizar os niveis de enzimas antioxidantes e de
reduzir os niveis de MDA e, consequentemente, a taxa de apoptose das células

germinais (ver Tabela 7) [25].
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Para os autores o possivel mecanismo pelo qual a ciclosporina e o tacrolimus
protegem o testiculo da lesdo de I/R reside no facto de modularem o célcio intracelular,
interrompendo a interac¢do entre as imunifilinas e os receptores das canais de célcio.
Note-se que o célcio opera como mensageiro intracelular na sinalizagdo da traducdo
[25].

Epilogando, foi demonstrado que estes ligantes de imunofilinas tém
propriedades anti-isquémicas mesmo se administrados em doses Unicas e baixas,
embora sejam necessarios mais estudos [25].

Os imunossupressores ciclosporina e tacrolimus reduzem significativamente a
lesdo de reperfusdo testicular possivelmente por atenuarem a acumulagdo de neutrofilos
[25].

Tabela 6 — Niveis de MDA, CAT, SOD e GPX no testiculo ipsilateral [25](adaptado).

MDA (nmol/ CAT (UV/ SOD (Ul/ GPX (UV/
GRUPOS (nmolg (Ulig {0l (VU
tecido) tecido) tecido) tecido)
+
A 117,666 + 19,633 366,006 + 35,595 BRI 712,000 + 80,729
129,588
+
B 123,550 +£ 20,615 349,056 + 34,705 1892,382 709,177 +£ 48,975
126,996
C 187,666 + 26,089 237,602 38,902  1547,447 + 83,299 582,545 + 88,082
+
D 142,666 + 15,161 319,480 +£ 41,527 1851,646 683,232 + 88,082
147,753
+
E 136,333 £ 13,170 342,480 + 43,575 1717136’88%99 625,697 + 83,272

Tabela 7 — Indices de apoptose das células germinais no testiculo ipsilateral [25](adaptado).

Numero médio de nucleos

GRUPOS apoptéticos/tibulo Tubulos apoptéticos (%)
A 0,56 £ 0,28 15,05 + 3,89
B 0,71 £ 0,29 16,71 £ 2,61
C 10,1 £0,91 54,72 £ 591
D 329+ 1,02 3492 +491

E 4,03+ 1,77 41,26+ 5,15



Identificacdo de alvos farmacolégicos em modelos animais de lesdo testicular | *
associada a fendmenos de isquémia/reperfusio

Ibuprofeno

* Classificagdo farmacoterapéutica: Anti-inflamatorio ndo esterdide, derivado

do 4cido propiodnico [22]

® Propriedades farmacodinamicas: Propriedades analgésicas, antipiréticas e
anti-inflamatorias, sendo que estas ultimas podem ser mais fracas que outros
anti-inflamatdrios ndo esteroides. Farmaco inibidor da enzima ciclo-oxigenase
(COX), portanto, inibe directamente a biossintese de prostaglandinas e

tromboxanos provenientes do 4cido araquidénico [23].

* Indicagdes: Dor ligeira a moderada e inflamagdo em situagcdes como
dismenorreia, cefaleia incluindo enxaqueca, dor pos-operatéria, dor dentéria.
Também ¢ utilizado na dor e inflamagdo em doengas reumaticas e outras

afec¢des musculo-esqueléticas. Pode reduzir também a febre [23].

* Reacgoes adversas: O Ibuprofeno pode ser melhor tolerado que outros anti-
inflamatorios ndo esteroides, contudo os disturbios gastrointestinais (nduseas,
dispepsia, diarreia) sdo frequentes. Podendo também causar hemorragias
gastrointestinais e ulceras pépticas. Foram reportados casos de toxicidade renal

e hepatica assim como de hipersensibilidade [23].

* Contra-indicacdes e precaucgdes: Porfiria; doenca inflamatoria intestinal;

ulcera activa; gravidez e aleitamento [23].

* Interac¢des: Pode aumentar as concentragdes plasmaticas de litio, da digoxina e
do metotrexato e pemetrexedo. Pode aumentar a concentragdo plasmatica de
ciprofibrato e baclofeno. Podem interferir com o efeito dos diuréticos e anti-

hipertensores [23].

Efeitos farmacologicos do ibuprofeno na patogénese da torcao testicular:

O ibuprofeno actua tanto como inibidor da enzima COX como agonista do
receptor activado pelos proliferadores peroxissomais (PPAR), fazendo com que diminua
a produ¢do de NO e de citoquinas pro-inflamatorias. Adicionalmente, este composto

tem efeitos antiradicalares e antioxidantes e captura as ROS. Protege os lipidos das
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membranas bioldgicas da oxidagdo e, consequentemente, inibe a acumulacdo de
produtos consequentes da peroxidagao lipidica, como o MDA [20].

Virios estudos mostraram também que o ibuprofeno pode capturar radicais
hidroxil e superoxido obtendo, assim, efeitos radioprotectores e quimiopreventivos na
terapéutica anticancerigena. Este farmaco tem igualmente efeitos neuroprotectores em
condigdes como a doenga de Alzheimer [20].

Recentemente, o ibuprofeno foi usado com sucesso para reduzir a lesdo de I/R
num sistema multiplo de 6rgdos, incluindo a retina, o figado, o coracdo, o musculo
esquelético e o cérebro [20].

Devido ao sucesso do resultado obtido com o uso do ibuprofeno, em diferentes
sistemas de orgdos, os investigadores Dokmeci et al., 2007, quiseram, pela primeira vez,
estudar o fArmaco no tratamento de modelos experimentais de torcdo testicular.

Um dos referidos investigadores (Dikmen Dokmeci) ja tinha analisado
minuciosamente o ibuprofeno na doenga de Alzheimer (2004) e as suas propriedades
radioprotectoras contra o aumento de reac¢des oxidativas devido a irradiacdo, tendo tido
resultados bastante satisfatorios. Desta vez, o corpo de investigadores propds-se a
investigar o efeito protector do ibuprofeno, um agente anti-inflamatoério e antioxidante,
nas modificagdes bioquimicas e histopatolégicas na lesdo de I/R testicular,
experimentalmente induzida através de T/D.

Foram constituidos 6 grupos de animais: Grupo 1: de controlo sujeito a
orquiectomia precoce; Grupo 2: sujeito a I/R testicular e orquiectomia precoce; Grupo
3: sujeito a I/R testicular, administra¢do de ibuprofeno e orquiectomia precoce; Grupo
4: de controlo sujeito a orquiectomia tardia; Grupo 5: sujeito a I/R testicular e
orquiectomia tardia; Grupo 6: sujeito a I/R testicular, administragdo de ibuprofeno e
orquiectomia tardia. Assim, resumidamente, estudou-se dois modelos distintos, modelo
de orquiectomia precoce e modelo de orquiectomia tardia. Nos grupos sujeitos a
orquiectomia precoce e quando se administrava ibuprofeno, a sua dose era de 70 mg/kg,
per os, dose unica, 40 minutos antes da distor¢cdo. Nos grupos sujeitos a orquiectomia
tardia e quando se administrava ibuprofeno, a sua dose era de 70 mg/kg, per os, 40
minutos antes da distor¢do, uma vez ao dia, durante 7 dias [20].

No seu estudo, os niveis de MDA foram os mais elevados nos grupos de ratos
sujeitos a distorcdo (I/R) quando comparados com os grupos ndo sujeitos.

Prosperamente, o pré-tratamento com ibuprofeno preveniu a peroxidacdo lipidica, nos



Identificacdo de alvos farmacolégicos em modelos animais de lesdo testicular | *
associada a fendmenos de isquémia/reperfusio

ratos sujeitos a I/R, resultando num decréscimo da acumulagdo de MDA (ver Tabela 8)
[20].

Apo6s a I/R, a imunorreactividade da enzima 6xido nitrico sintetase endotelial
(eNOS) aumenta nos tecidos testiculares. O tratamento com ibuprofeno diminui essa
imunorreactividade nas células germinais dos tibulos do testiculo contralateral mas uma
intensa imunorreactividade da eNOS foi revelada nos testiculos ipsilaterais nos ratos
sujeitos a orquiectomia tardia [20].

A espermatogénese ¢ o didmetro médio dos tubulos seminiferos (MSTD)
estavam significativamente diminuidos no testiculo ipsilateral e contralateral, quando
ambos os grupos sujeitos a orquiectomia precoce e tardia foram comparados a grupos
controlo. Mesmo assim, o ibuprofeno demonstrou efectuar melhorias na aparéncia
histologica em todos os ratos sujeitos a TT. Sendo que o pré-tratamento com fdrmaco
foi particularmente eficaz na preven¢do da degeneragdo mitocondrial nas células de
Sertoli e espermatides na orquiectomia tardia [20].

Em conclusdo, os resultados obtidos providenciaram a primeira evidéncia do
papel do ibuprofeno na patogénese da lesdo de I/R testicular. Satisfatoriamente,
constactou-se que o fAirmaco possui efectivamente uma actividade protectora na lesdo
mencionada e que este estudo estd de acordo com os ensaios realizados noutros 6rgaos
[20].

Similarmente, o efeito protector observado do farmaco em estudo pode ser
mediado pelas suas bem conhecidas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias.
Naturalmente, o ibuprofeno podera constituir uma nova aproximag¢ado na terapia para a
TT. Sendo, no entanto, requisitados mais estudos para elucidar o mecanismo pelo qual o
ibuprofeno oferece estas fungdes protectoras [20].

Tabela 8 — Niveis de MSTD, MTBS, MDA e imunorreactividade a eNOS, no testiculo ipsilateral, em
todos os grupos experimentais [20](adaptado).

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
MSTD 276,3 + 269,8 £
214,1+£7,1 | 238,8+7,3 186,3+4,1 | 188,2+5,6
(pm) 10,5 10,7
MTBS 9,2+ 0,6 5,7+0,1 6,6 +0,2 9,4+0,5 45+0,1 4,4 +0,1
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MDA

(nmol/g 992+7,6 | 2629+13 | 232,2+13 99,1 +9,3 3162+ 15 | 312,1+16

tecido)

eNOS + o+ ++ + e+ e+

Inibidores da fosfodiesterase tipo 5

O sildenafil e o vardenafil, frequentemente usados na disfungdo eréctil, sdo
inibidores da fosfodiesterase tipo 5 (PDE-5), o que possibilita o0 aumento da guanosina
monofosfato ciclica (¢cGMP) e do 6xido nitrico (NO) e consequente relaxamento do
musculo liso no pénis, vasodilatagdo, aumentando o fluxo sanguineo e possibilitando a
ereccdo. Apesar destes farmacos terem sido usados para a disfuncdo eréctil, t€m agora
também outras indica¢des medicinais [26] [27].

Foi reportado que o sildenafil e o vardenafil induzem poderosos efeitos
cardioprotectores contra a lesdo de I/R pela abertura de canais mitocondriais de potdssio
sensiveis a0 ATP (Karp) no coragio [28].

Onze familias de fosfodiesterases foram identificadas nos tecidos dos mamiferos,
tendo sido demonstrada a expressdao de PDE-5 no musculo liso e nas plaquetas [27] [28].

Tendo em conta que a isquémia leva a apoptose e a necrose, 0 que promove a
libertacdo de ¢cGMP intracelular, o efeito protector da inibicdo de PDE-5 reside no
aumento dos niveis intracelulares cGMP da activacao dos canais mitocondriais de Katp,
tanto directa ou indirectamente através de uma variedade de vias de sinalizagdo, como a
activacdo da proteina cinase C. A abertura destes canais pode prevenir a apoptose,
presumivelmente pela inibi¢do da acumula¢do mitocondrial de Ca®" durante a isquémia

[28].

Sildenafil

* Classificacao farmacoterapéutica: Medicamento usado na disfun¢do eréctil
[22].
* Propriedades farmacodinimicas: Inibidor da fosfodiesterase tipo 5 [23].

* Indicacdes: Disfun¢do eréctil e hipertensao arterial pulmonar [23].
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* Reacgdes adversas: As mais frequentes sdo cefaleias, rubefaccdo e dispepsia.
Também sdo comuns disturbios visuais, aumento da pressdo intra-ocular,
tonturas, insonia, ansiedade, vertigens, congestdo nasal, diarreia e vomitos.

Priapismo pode ocorrer [23].

* Contra-indicacdes e precaucdes: E necessirio cuidado em pacientes com
deformagdes anatémicas do pénis ou desordens hematologicas que possam
predispor para o priapismo. E fundamental o ajuste da dose em doentes

insuficientes hepaticos ou renais [23].

° Interac¢des: Potencia o efeito hipotensor dos nitratos organicos e bloqueadores
adrenérgicos alfa, com risco de causar hipotensdo aguda. Os firmacos que
interferem com a isoforma CYP3A4 do citocromo P450 (assim como a
cimetidina, delavirdina, eritromicina, itraconazol e cetoconazol) podem reduzir a
depuragdo do sildenafil. A elevacdo dos niveis plasmaticos deste inibidor da
fosfodiesterase tipo 5 também pode ocorrer pela administracdo concomitante de
inibidores da protease VIH (ex. ritonavir) e sumo de uva. Pelo contrario, a

rifampicina e o bosentano reduzem os niveis plasmaticos de sildenafil [23].

Efeitos farmacologicos do sildenafil na patogénese da tor¢ao testicular:

Até a presente data, o sildenafil ¢ um dos principios activos mais estudados
empiricamente na condicdo de tor¢do testicular, representando uma potencial
aproximagao a terapéutica da lesdo de isquemia/reperfusdo testicular induzida por TT.

Foram publicados varios estudos indicando que o sildenafil pode exercer um
poderoso efeito protector contra a lesdo de I/R em testiculos de modelos animais (rato)
[29].

Este efeito protector so ¢ efectivo se a administragdo for efectuada sistemicamente,
pois s6 assim € que o composto terd concentragdes terapéuticas no tecido testicular,
contrariamente a administracdo oral, que ndo permite que se atinja concentragdes para
efectuarem uma acgao protectora [29].

Tendo sido registado igualmente que o sildenafil possui um bom efeito
cardioprotector contra a lesdo de I/R [27].

Este efeito cardioprotector pode ser explicado por, a administragdo do principio
activo durante a reperfusdo depois da isquémia, diminuir a gravidade do enfarte do

miocardio pela abertura dos canais de Karp mitocondriais no coragdo. Esta abertura
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pode prevenir a apoptose pela inibi¢io da acumulagdo de Ca** mitocondrial durante a
isquémia [29].

Este principio activo ¢ usado também em patologias como na hipertensdo pulmonar,
na lesdo da medula espinal e na diabetes tipo II. Além disso, foi mostrado que a
administracdo de sildenafil pode também ser util contra a lesdo isquémica em 6rgaos
como figado, colon e cérebro [29].

Existem também outros dados que indicam que o sildenafil e outros inibidores da
PDE-5 poderdo ter propriedades anti-inflamatorias por inibi¢do das ROS e das
citoquinas inflamatorias produzidas [27].

Recentemente, foi reportado que o sildenafil é um potente inibidor da formacdo de
superoxido nas células endoteliais e do musculo liso através da redugdo da actividade e

da expressao da NADPH oxidase [27].

Trés estudos foram contemplados, nesta dissertacdo, para analisar a modulagdo
farmacoldgica do sildenafil. Sendo eles:

- Ustiin et al., 2008, investigaram o efeito dos inibidores da PDE-5,
sildenafil e vardenafil, na sintese de 6xido nitrico e apoptose na
tor¢ao testicular;

- Beheshtian et al., 2008, tiveram como objectivo investigar as
propriedades anti-isquémicas do sildenafil quando administrado apods
isquémia em ratos sujeitos a T/D testicular;

- Yildiz et al., 2011, propuseram-se a investigar o efeito protector do
sildenafil contra a lesdo testicular contralateral depois de T/D

testicular unilateral.

Beheshtian et al., 2008

Pela primeira vez, registaram que o sildenafil podia induzir efeitos protectores
contra a lesdao de I/R nos testiculos de rato [27].

Foram constituidos quatro grupos experimentais: Grupo A, grupo de controlo,
para obtencdo de valores basais normais; Grupo B, grupo sujeito a simulacdo de
operacao; Grupo C, grupo sujeito a T/D, com 1 hora de TT, ndo tratada e Grupo D,
grupo sujeito a T/D (1 hora de tor¢do) tratado com 0,7 mg/kg de sildenafil, I.P., 30

minutos antes da distor¢ao [27].
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Os dados fornecidos mostram que uma TT de 720° de 1 hora, leva a uma
diminui¢do dos niveis de enzimas antioxidantes bem como a um aumento dos niveis de
MDA, sendo este valores comparados com os niveis em ratos ndo sujeitos a T/D. E
também de referir que a apoptose das células germinais ¢ muito superior nos ratos
sujeitos a T/D (ver Tabela 9) [27].

Os niveis baixos de actividade de enzimas antioxidantes nos ratos sujeitos a T/D,
comparativamente aos ndo sujeitos, parecem estar relacionados com uma defesa
enzimadtica antioxidante descompensada no tecido testicular [27].

No entanto, a administracdo intravenosa de sildenafil 30 minutos antes da
distor¢ao pode normalizar os niveis de enzimas antioxidantes e MDA [27].

Os resultados, deste grupo de investigadores, demonstraram ainda que o
tratamento com sildenafil reduziu significativamente o indice de apoptose das células
germinais quando comparado com o de ratos sujeitos a T/D ndo tratados com este
principio activo.

Conjuntamente, este composto parece induzir a vasodilatacao arterial periférica,
aumentando a disfun¢do endotelial e inibindo a agregacdo plaquetdria em modelos de
isquémia cardiovascular. Este facto podera ser a explicacdo simples do efeito protector
do sildenafil na salvagao dos testiculos da lesdao de I/R [27].

Concluindo, demonstrou-se que a administracdo sistémica de sildenafil, 30
minutos antes de se proceder a distor¢cdo, pode induzir efeitos anti-isquémicos em
modelos de TT em rato. Estes efeitos foram evidenciados pelo aumento dos niveis de
enzimas antioxidantes e pela diminui¢do dos niveis de MDA e dos indices de apoptose
das células germinais. Contudo, ¢ de notar que sd@o necessarios mais procedimentos
experimentais em outros modelos que possam provar a sua utilidade na terapéutica

adjuvante a cirurgia de repara¢do em casos de TT em humanos [27].
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Tabela 9 — Indice apoptoético das células germinais e niveis de MDA, CAT, SOD e GPX no
testiculo ipsilateral [27].

MDA Valor médio de
CAT (Ul/g SOD (Ul/g GPX (Ul/g i
GRUPOS (nmol/g . . . nucleos
. tecido) tecido) tecido) . .
tecido) apoptéticos/tiibulo
+
A 124,54 + 13,46 353,53 +31,76 1916195’253 691,88 + 77,91 0,81 £0,61
1948,21 +
B 126,64 + 13,71 346,44 + 28,71 126.61 673,46 £ 92,83 0,82 +£0,74
+
C 169,69 + 14,66 235,85 + 24,09 151(21’542 578,17 + 96,53 9,25+ 3,26
+
D 148,81+ 17,97 299,46 + 37,11 1719276’30‘; 658,30 + 70,49 4,83 +2,96
Yildiz et al., 2011

T/D provocou um aumento significativo na desorganiza¢do, degeneracdo e
descamacdo nas células germinais, edema intersticial e congestdo capilar, hemorragia
no testiculo contralateral e também reduziu pardmetros histolégicos como valores
médios do didmetro dos tubulos seminiferos (MSTD), espessura da camada de células
germinais (GCLT) e pontuacdo de Johnsen para a biopsia testicular (MTBS) [29].

Uma administragdo intraperitoneal de uma dose baixa de sildenafil (0,7 mg/kg),
antes da fase de distor¢ao (1 hora antes e I.P.), reduziu os niveis de NO ¢ MDA no
testiculo contralateral produzidos pela tor¢do, pelo contrario, aumentou os niveis de
CAT, GSH e GPX. Contudo, a administragdo do dobro da dose do principio activo ndo
induziu melhoramentos dos parametros, isto ¢, ndo houveram progressos a nivel
bioquimico [29].

Conjuntamente, a administracdo de uma dose baixa de sildenafil causa uma
melhoria significativa em termos de histologia testicular depois de se induzir T/D e a
consequente lesdo de I/R, mais concretamente houve melhoria dos parametros

histologicos como MSTD, GCLT e MTBS (ver tabela 10) [29].
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Tabela 10 — MSTD, GCLT e MTBS nos testiculos de todos os grupos experimentais,
excepto o grupo 4 [29] (adaptado).

Parametros Grupol (n=7) Grupo2 (n=10) Grupo 3 (n=10)

MSTD (um) 294,00 + 6,79 256,00 + 4,31 283,83 + 5,44
GCLT (pm) 6,13 +0,12 5,50+0,15 6,18 +0,16
MTBS 10,00 = 0,00 9,50+ 0,22 9,66 + 0,21

Legenda: Grupo 1: grupo de controlo; Grupo 2: ratos sujeitos a T/D, ndo tratados; Grupo 3:
ratos sujeitos a T/D, tratados com 0,7 mg/kg de sildenafil.

No entanto, embora doses elevadas de sildenafil (1,4 mg/kg, I.P., 1 hora antes da
distorcdo) melhoraram o parametro histologico MSTD, os restantes parametros

permaneceram afectados pela T/D, sem sucesso terapéutico (ver Tabela 11) [29].

Tabela 11 — MSTD, GCLT e MTBS nos testiculos de todos os grupos experimentais,
excepto o grupo 3 [29] (adaptado).

Parametros Grupol (n=7) Grupo2 (n=10) Grupo4 (n=10)

MSTD (um) 294,00 + 6,79 256,00 + 4,31 267,50 + 6,32
GCLT (pm) 6,13 +0,12 5,50+0,15 4,87+ 0,34
MTBS 10,00 £ 0,00 9,50+ 0,22 >9,00 £ 0,25

Legenda: Grupo 1: grupo de controlo; Grupo 2: ratos sujeitos a T/D, ndo tratados; Grupo 4:
ratos sujeitos a T/D, tratados com 1,4 mg/kg de sildenafil.

Concluindo, a lesdo de I/R pode ocorrer no testiculo contralateral depois de 2
horas depois do procedimento de T/D. O tratamento intraperitoneal com uma dose baixa
de sildenafil diminui a formagao de radicais livres e aumenta os niveis de enzimas
antioxidantes, atenuando o dano histologico nos testiculos depois de T/D. Contudo, uma
dose elevada de sildenafil ndo tem efeito terapéutico. Podendo-se extrapolar que uma
baixa dose de sildenafil poderd ser segura em humanos e ser usada na prevengdo da

lesdo testicular contralateral, antes da cirurgia reparadora [29].
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Vardenafil

* Classificacdo farmacoterapéutica: Medicamento usado na disfungdo eréctil
[22]

* Propriedades farmacodindmicas: Inibidor da fosfodiesterase tipo 5 [23].

* Indicacdes: Disfun¢do eréctil e hipertensao arterial pulmonar [23].

* Reaccdes adversas: Semelhantes as do Sildenafil. Também foi reportada

fotossensibilidade. Este firmaco também pode prolongar o intervalo QT [23].

* Contra-indicacdes e precaucdes: Semelhantes as do Sildenafil. Evitar o seu
uso em pacientes com hipocalemia, prolonga¢do congenital do intervalo QT ou
que estejam a usar antiarritmicos da classe Ia ou III. E necesséario o ajuste da

dose em doentes insuficientes renais ou hepaticos [23].

* Interac¢des: As mesmas do Sildenafil. O inicio do efeito pode atrasar-se se for

tomado com dieta rica em gorduras [23].

Efeitos farmacologicos do vardenafil na patogénese da torcao testicular:

Virios estudos indicam que o vardenafil poderd exercer um poderoso efeito
cardioprotector contra a lesdo de I/R em modelos animais [28].

O vardenafil ¢ um inibidor selectivo da PDE-5, que demonstrou in vitro inibir a
enzima PDE-5 dez vezes e forma mais potente e mais rdpida que o sildenafil. O
vardenafil tem um tempo de ac¢do similar ao sildenafil mas ¢ bioquimicamente mais
selectivo e foi provado em ensaios clinicos que tem um perfil de alta eficacia e baixas
reacgoes adversas [28].

Devido as novas indicagdes e ao perfil farmacologico do vardenafil, o grupo de
investigadores Erol et al., 2009, quiseram pesquisar sobre a eficicia deste composto na
lesdao de I/R testicular. Especificamente, propuseram-se a investigar as propriedades
anti-isquémicas da administragdo intraperitoneal de vardenafil (1 mg/kg), apos 30
minutos da tor¢do, em ratos sujeitos a T/D testicular.

Constituiram trés grupos: um grupo de controlo foi designado para obtengao de
valores basais para os parametros bioquimicos e histopatoldgicos; um grupo de animais
sujeito a T/D, que sofreu TT durante uma 1 hora; e um grupo sujeito a T/D que foi

tratado com vardenafil, no periodo isquémico [28].
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No seu estudo, confirmou-se que os niveis de MDA e do indice de apoptose das
células germinais no grupo sujeito a T/D foram significativamente superiores aos dos
grupo controlo, contrariamente, houveram diminui¢des significativas nas enzimas
antioxidantes totais em comparag¢do com o grupo de controlo (ver Tabela 12) [28].

Os baixos niveis das enzimas antioxidantes nos ratos sujeitos a T/D testicular
podem dever-se a uma regulagdo insuficiente da defesa antioxidante enzimdtica do
tecido testicular [28].

Prosperamente, os niveis de MDA e de apoptose das células germinais foram
significativamente diminuidos nos ratos sujeitos a tratamento com o farmaco,
evidenciando a ac¢do protectora do vardenafil face as espécies reactivas de oxigénio
(ROS) [28].

O grupo se cientistas Erol et al., referiram que a administragdo de vardenafil
reduz a necrose testicular, apds lesdo de I/R induzida por T/D, pelo mesmo mecanismo
j& indicado como o responsavel pelo efeito cardioprotector do sildenafil e vardenafil
contra o enfarte do miocardio, ou seja, pela activagdo dos canais mitocondriais de Katp,
que impede a acumulagdo de Ca®" durante a isquémia. Esta teoria podera explicar os
baixos niveis de anticorpos de factor apoptotico 1 activador de proteases (APAF-1) no
grupo sujeito a tratamento com vardenafil [28].

A equipa encontrou ainda uma elevagdo significativa nos niveis de iNOS e
eNOS no tecido do testiculo ipsilateral apos a lesdo de I/R, mas a administragdo de
vardenafil diminuiu significativamente esses niveis de iINOS e eNOS quando
comparados com os niveis nos ratos sujeitos a T/D, ndo tratados [28].

No estudo presente, o tempo de tor¢do foi menor que trés horas (foi,
efectivamente de 1 hora), sendo este tempo insuficiente para estimular o mecanismo
autoimune envolvido na lesdo do testiculo contralateral. Nao se observou, por isso,
qualquer alteracdo histopatoldgica nestes testiculos quando comparados com os do
grupo de controlo. No entanto, os niveis de MDA e enzimas antioxidantes totais foram
significativamente diferentes entre os testiculos contralaterais dos ratos ndo tratados e os
ratos ndo sujeitos a T/D, pelo que se pode admitir que os resultados dependem de um
efeito precoce de I/R mais acentuado nos pardmetros bioquimicos do que nos
parametros histopatologicos [28].

Em conclusdo, foi demonstrado que a administragdo intraperitoneal de

vardenafil exerceu um efeito anti-isquémico no modelo de TT induzida em ratos, como
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se verificou pelo aumento do nivei total de enzimas antioxidantes e pela diminui¢do dos
niveis de MDA, indice de apoptose das células germinais e niveis de eNOS e iNOS [28].
Mais estudos sdo necessarios para explicar a potencial utilidade do vardenafil e

outros inibidores da PDE-5 na protecc¢do testicular [28].

Tabela 12 — Niveis de MDA, enzimas totais, eNOS, iINOS e APAF-1 em todos os grupos
experimentais [28].

MDA TAS
Grupo (nmol/g (mmol/g eNOS iNOS APAF-1
proteina) proteina)
Controlo
0,33 + 0,06 0,48 £0,16 1,29 + 0,49 1,28 +£ 0,95 12,19 £ 1,55
(n=7)
T/D, nao
tratado 2,06 0,39 0,2+0,22 6,90 £ 3,17 6,04 +3,28 28,83 +7,49
(n=7)
T/D, tratado
com
0,47 +0,2 0,43 £0,12 4,43 + 1,81 3,14 £ 1,06 23,29 £ 6,29
vardenafil
(n=7)

Consideracdes acerca do estudo de Ustiin e7 al., 2008

O objectivo deste estudo foi investigar os efeitos do sildenafil e vardenafil na
apoptose das células germinais testiculares e, também, observar as expressdes de eNOS
e iNOS nos testiculos bilaterais ap6s tor¢ao unilateral num modelo animal de rato [26].

Para isso dividiram-se os animais de estudo em 4 grupos: um grupo de controlo
(para obtencdo de valores basais); um grupo sujeito a TT, sem tratamento; um terceiro
grupo sujeito a T/D, tratado com sildenafil (1 mg/dia, per 0s); e um quarto grupo sujeito
a T/D, tratado com vardenafil (0,5 mg/dia, per os) [26].

Os resultados deste estudo foram antagoénicos aos restantes estudos realizados
com os inibidores da PDE-5, isto é, a administracdo de sildenafil e vardenafil nao
reduziu o nivel de apoptose das células germinais testiculares, mais concretamente

houve um aumento acentuado nos niveis de NO o que, na opinido dos autores,
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exacerbou a lesdo derivada da reperfusdo. Tendo-se concluido que o sildenafil e o
vardenafil ndo tiveram efeito protector contra a lesdo de I/R testicular.

Esta contraposi¢do reside no modo de administracdo dos fairmacos. Como ja foi
referido, no estudo de Ustiin et al., 2008, os compostos foram administrados oralmente
enquanto que nos estudos de Beheshtian et al., 2008, Yildiz ef al., 2011 e Erol et al.,
2009, a administragdo efectuou-se parentalmente. E este facto fez toda a diferenca, uma
vez que sO a administragdo parental possibilitou uma concentragdo terapéutica dos
farmacos no tecido testicular e, consequentemente, puderam efectuar os devidos efeitos

protectores contra a lesdo de I/R testicular.

Montelucaste

* Classifica¢ido farmacoterapéutica: Antagonista dos leucotrienos [22]

* Propriedades farmacodindmicas: Antagonista selectivo dos receptores dos
leucotrienos Ca, D4 € E4, interferindo com a circulagdo de leucotrinenos que tém
um papel muito importante na patogénese da asma. Suprime a broncoconstri¢ao
[23].

* Indicagdes: Tratamento da asma crénica, rinite alérgica e profilaxia dos

sintomas de asma que sdo despoletados pelo exercicio fisico [23].

* Reacgoes adversas: Edema, agitacdo, alergia, dor peitoral, tremores, boca seca,

vertigens. Outros efeitos incluem sedagdo, palpita¢des e sudagdo [23].

* Contra-indicacdes e precaucoes: Alergia (hipersensibilidade) ao montelucaste
[23].

° Interaccdes: E necessario cuidado com indutores do citocrome P450 (ex.

fenitoina, fenobarbital, rifampicina, ...) [23].

Efeitos farmacologicos da montelucaste na patogénese da torc¢io testicular:

Os compostos antagonistas do leucotrienos tém mostrado ser eficazes na
proteccdo contra a lesdo em varios modelos inflamatérios em ratos, como o alcool na
inducdo da deterioracdo da mucosa géstrica, colite, sépsis induzida na lesdo de 6rgaos

multiplos e na lesdo de I/R renal [30].
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Tendo em conta estes factos, Ozturk et al., (2010) examinaram o efeito protector
de um antagonista selectivo dos receptores dos leucotrienos, o montelucaste, no dano
histolégico induzido pela I/R testicular em ratos.

Constituiram-se trés grupos experimentais: Grupo 1: grupo de controlo para
obtencdo de valores basais normais; Grupo 2: grupo sujeito a T/D (6 horas de TT
unilateral), ndo tratado; Grupo 3: grupo sujeito a T/D (6 horas de TT unilateral), tratado
com montelucaste (10 mg/kg I.P., 30 minutos antes da reperfusao) [30].

Os niveis de MDA no tecido testicular apresentaram-se significativamente
aumentados no grupo de ratos sujeitos a I/R, ndo tratados. O aumento dos niveis de
MDA indica a presenca de nocividade oxidativa causada pela lesdo de I/R nos testiculos
ispsilaterais. Nao obstante, a actividade do MDA foi preservada com o tratamento com
montelucaste (ver Figura 7a) [30].

A glutationa ¢ componente chave no crescimento, diferencia¢do e protecgao
celular. A lesdo celular estd relacionada com o efluxo de precursorres de glutationa e
diminuicdo da biossintese da mesma. A glutationa e outros antioxidantes interpretam
um papel essencial no limitar da propagagdo de reacgdes com radicais livres, as quais
podem resultar na extensa peroxidag¢ao lipidica [30].

Neste estudo, revelou-se que a concentrag¢do de glutationa diminuiu no grupo de
ratos sujeitos a T/D testicular ndo tratados, comparativamente ao grupo controlo (ndo
sujeito a T/D). A diminuicdo no tecido testicular da actividade de glutationa podera ter
ocorrido como resultado do consumo de enzimas pelo severo stress oxidativo. No
entanto, o tratamento com montelucaste potenciou a melhoria na capacidade
antioxidante devido a concentragcdo de glutationa no tecido testicular ser
significativamente superior nos ratos sujeitos a tratamento com o farmaco, quando
comparada com as concentracdes observadas nos ratos sujeitos a T/D ndo tratados (ver
Figura 7b) [30].

A infiltragdo de leucdcitos polimorfonucleares no tecido ¢ caracteristica da
inflamacdo aguda e indica a ac¢do colectiva de mediadores quimiostaticos [30].

O conteudo testicular de neutrofilos foi determinado, neste estudo, pelo ensaio
de determinagdo de mieloperoxidases. As mieloperoxidases sdo enzimas armazenadas
nos granulos dos neutréfilos e a sua actividade enzimatica funciona como medida da
acumulacdo de neutrdfilos. Observou-se uma expressiva diminui¢do da actividade das

enzimas mieloperoxidases depois da administragdo com montelucaste. Estes dados
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sugerem que os efeitos anti-inflamatdrios do montelucaste contribuem para o seu efeito
protector na TT (ver Figura 7c) [30].

O dano histologico aumentou significativamente no grupo sujeito a T/D, ndo
tratado, comparativamente ao grupo de controlo e ao grupo sujeito a T/D, tratado com
vardenafil (ver Figura 7d) [30].

Apesar destes resultados serem promissores, existem varias limitagdes, uma vez
que ndo foram estudadas diferentes doses ou mesmo um numero diferente de
administracoes de montelucaste no tratamento da lesdo de I/R testicular. Sdo, assim,
necessarios mais estudos para examinar estes factores no efeito do firmaco em questao
[30].

O conjunto dos dados obtidos suportam que a lesdo de I/R testicular causa uma
resposta oxidativa evidenciada pelas alteragcdes dos niveis das mieloperoxidases, do
MDA e da glutationa [30].

Prosperamente, o montelucaste atenua a lesdo de I/R testicular através do
mecanismo que envolve a ac¢do inibitdria da infiltragdo de neutrdfilos nos tecidos, da
libertacdo de espécies reactivas de oxigénio e activag¢do de citoquinas inflamatorias [30].

Estes factos podem providenciar uma potencial aproximacdo a terapéutica da
lesdo testicular pos-isquémia, contudo mais estudos poderdo vir clarificar o papel do
composto na diminui¢do das sequelas, a longo prazo, responsaveis pela subfertilidade

[30].
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Figura 7 — a: Niveis de MDA; b: Niveis de glutationa; c: Niveis de mieloperoxidades; d: Dano
histolégico, no tecido testicular de todos os grupos experimentais [30] (adaptado).

Morfina

Classificacido farmacoterapéutica: Analgésico estupefaciente [22]

Propriedades farmacodinamicas: Agonista dos receptores opidides p e,
possivelmente, também dos receptores x e 9. E, essencialmente, um depressor do

sistema nervoso central [23].

Indicagoes: Alivio da dor moderada a severa, especialmente associada a cancro,
enfarte do miocardio e cirurgia. Tratamento da ansiedade e privagdo do sono

associadas a dor severa. Também tem aplica¢do no edema pulmonar agudo [23].
Reaccoes adversas: Nas doses usuais, as reac¢des mais comuns Sao nauseas,
vomitos, confusdo, sudacdo e sedacdo. Sendo também caracteristica a
dependéncia fisica. Nao se deve esquecer o risco de depressao respiratoria [23].

Contra-indicagdes e precaucdes: Hipersensibilidade a morfina, doentes com

historia prévia de utilizagdo de opidceos, funcdo respiratdria comprometida,
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hipotiroidismo, mixedema, doenca de Addison, IR ou IH grave e doentes com

lesdes do sistema nervoso central [23].

° Interac¢des: Barbitliricos, benzodiazepinas, neurolépticos, gases halogenados e
outros depressores do sistema nervoso central ndo selectivos (ex. alcool) podem

potenciar a depressao respiratoria [23].

Efeitos farmacologicos da morfina na patogénese da torg¢ao testicular:

Virios estudos tém evidenciado os efeitos protectores dos opidides contra as
lesdes de I/R no coracdo e outros 6rgdos [31].

A administragdo de morfina diminui as altera¢des lesivas decorrentes do
processo de I/R no coragdo de rato e protege o rim de coelho contra o stress oxidativo
resultado da mesma degeneragao isquémica [31].

Alguns dados revelaram que a morfina atenua a activagdo dos neutro6filos e das
células endotelias em doentes com enfarte agudo do miocérdio e reduz a quantidade de
moléculas que aderem a veia cava em ratos. Estes resultados sugerem que a morfina
podera exercer um efeito cardioprotector na redu¢do da lesdo de reperfusdo [31].

O grupo de investigadores Salmasi et al., 2005, desenhou um estudo para avaliar
o efeito da morfina na lesdo de reperfusao devido a T/D testicular em ratos.

Seis grupos experimentais foram constituidos: Grupo base, grupo de controlo
para obtencdo de valores basais normais; Grupo controlo, grupo sujeito a simulacdo da
operacdo (outro grupo de controlo); Grupo T/D, grupo sujeito a T/D (1 hora de TT e 4
horas de distor¢@o), ndo tratado; Grupo morfina, grupo sujeito a T/D (1 hora de TT e 4
horas de distor¢do), tratado com morfina (10 mg/kg 1.V., imediatamente antes da
distor¢do); Grupo N/M, grupo sujeito a T/D (1 hora de TT e 4 horas de distor¢do),
tratado com morfina (10 mg/kg [.V., imediatamente antes da distor¢do) e naltrexona (20
mg/kg 1.V., 15 minutos antes da distor¢do) e Grupo naltrexona, grupo sujeito a T/D (1
hora de TT e 4 horas de distor¢do), tratado com naltrexona (20 mg/kg I.V., 15 minutos
antes da distor¢ao) [31].

O aumento do stress oxidativo durante a reperfusdo apds isquémia, que foi
apontado pelos elevados niveis de peroxidacdo lipidica, foi acompanhado pela descida
dos niveis de enzimas antioxidantes, como a catalase (CAT), a superdxido dismutase

(SOD) e a glutationa peroxidase (GPX) (ver Tabela 13) [31].
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No estudo de Salmasi et al., os niveis de MDA no grupo de ratos sujeitos a T/D
foram significativamente maiores que os do grupo de controlo (ndo sujeitos a T/D).
Descidas significativas nas actividades das enzimas CAT e SOD, foram também
reveladas nos animais sujeitos a T/D comparativamente aos ndo sujeitos ao processo,
revelando o poder antioxidante descompensador do tecido testicular. Contudo, a
injeccdo sistémica de morfina imediatamente antes da distor¢do tornou possivel
normalizar as modificagdes que se deveu a diminui¢do da lesdo oxidativa apds o
tratamento.

Estes dados sugerem que o efeito da morfina foi mediado pelos receptores
opidides, uma vez que a naltrexona, um antagonista opiodide, aboliu o seu efeito [31].

Apbs isquémia, o anido superoxido € produzido durante a fase de reperfusao.
Este anido reage rapidamente com NO e forma o peroxinitrito, metabolito que inicia
reacgOes oxidativas toxicas [31].

Verificou-se que a morfina exerce um efeito benéfico na diminui¢ao da apoptose
das células germinais através da ac¢do destoxificante sobre o peroxinitrito [31].

A examinagdo histopatologica do testiculo ipsilateral demonstrou ainda que a
administracdo de morfina aumentou os marcadores antioxidantes no grupo de animais
tratados com o farmaco, comparativamente aos animais sujeitos a T/D nao tratados.
Assim hd a evidéncia que a morfina contribui beneficamente na diminui¢do da apoptose
das células germinais, depois de TT [31].

O efeito da torcao unilateral no testiculo contralateral é controverso, foi
demonstrado que apesar de ter ocorrido 1 hora de tor¢ao seguida de 4 horas de distor¢ao
e terem havido modificagdes significativas a nivel histologico e bioquimico no testiculo
ipsilateral, os resultados nao revelaram qualquer alteracdo no testiculo contralateral [31].

Em conclusdo, a morfina aumenta, no testiculo ipsilateral, os marcadores
antioxidantes intratesticulares durante a fase de reperfusdo apdés a TT unilateral,
originando eventualmente em baixos niveis de MDA testiculares [31].

O efeito observado da morfina pode ter sido resultado do seu impacto nos
neutrofilos e da sua ac¢do directa na destoxificagdo de peroxinitrito. Estudos adicionais
sdo necessarios para avaliar os efeitos da morfina na apoptose das células germinais, a
qual estd implicita na perda permanente da espermatogénese apos TT. Similarmente
também deveriam ser efectuados estudos para investigar o papel dos receptores opiodides

especificos no efeito da morfina contra a lesdo de I/R [31].
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Tabela 13 — Niveis de MDA, CAT, SOD e GPX no testiculo ipsilateral de todos os grupos

experimentais [31].

gropos VDRSSO e et tecidoy

Base 117,666 = 19,633 366,006 + 35,595 1931,002 % 712,000 + 80,729
129,588
Controlo 123,550 £ 20,615 349.056 + 34,705 1819226’392;26i 709,177 £ 48,975
T/D 187,666 + 26,089 237,602 + 38,902 1547,447 £ 83,299 582,545 + 75,729
Morfina 142,666 + 15,161 319,480 £ 41,527 181117’67‘;63i 683,232 + 88,082
N/M 176,333 £ 13,170 242,480 + 43,575 1517136’2;%99i 625,697 + 83,272
Naltrexona 183,333 £16,415 243,572 + 38,872 151%%’37231 = 611,313 £ 83,747
Sinvastatina

* Classificacdo farmacoterapéutica: Antidislipidémico [22]

Propriedades farmacodinamicas: Inibidor da hidroximetilglutaril coenzima A
[23].
Indicacdes: Esta estatina pertence a um grupo de farmacos usados no tratamento

da hipercolesterolemia, dislipidemia mista e prevencao cardiovascular [23]

Reaccoes adversas: As mais frequentes sdo distirbios gastrointestinais. Outros
efeitos reportados incluem cefaleias, ruborizagdo, tonturas e insonia. A funcao
do figado deve ser monitorizada pois pode ocorrer aumento no nivel de
aminotransferase no soro. Casos de hepatite, pancreatite e reaccdes de
hipersensibilidade foram reportados. Foram também descritos casos de
miopatias, caracterizados por mialgia e fraqueza muscular. Embora mais raro,

rabdomiolise pode acontecer [23].

Contra-indicacdes e precaucdes: Hipersensibilidade a Sinvastatina. Este

farmaco nao deve ser administrado em pacientes com doenga hepatica activa ou
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com elevagdo persistente das transaminases, sendo que a funcdo hepdatica deve

ser monitorizada. Deve ser evitado na gravidez e aleitamento [22].

* Interac¢des: O seu nivel plasmatico pode ser aumentado com a administracao

concomitante de ciclosporina, inibidores da protease VIH e gemfibrozil [23].

Efeitos farmacologicos da morfina na patogénese da torg¢ao testicular:

A sinvastatina ¢ uma potente inibidora da HMG-CoA (3-hidroxil-3metilglutaril-
coenzima A), sendo usualmente utilizada no tratamento de condi¢des hiperlipidémicas e
doengas corondrias [32].

Além desta capacidade anti-dislipidemiante, a sinvastatina tem uma capacidade
antioxidante muito eficiente, exercendo efeitos protectores contra a lesdo de I/R em
varios orgaos/tecidos, incluindo o coragdo, pulmdes, rins, intestino e tecidos nervosos,
etc... [32].

Apesar destes efeitos benéficos, até aqui, nunca tinha sido estudado o papel da
sinvastatina na patogénese de T/D testicular. Portanto, o grupo de investigadores Yang
et al., 2010, partindo da hipdtese de que a sinvastatina atenua a lesdo testicular resultado
da T/D, quiserem investigar as suas propriedades antioxidantes em testiculos de rato.

Para atingirem o objectivo proposto, constituiram cinco grupos experimentais:
Grupo sujeito a simulagdo da operacdo, ndo tratado; Grupo sujeito a simulagdo da
operagdo mas tratado com sinvastatina (5 mg/kg I.P., imediatamente apds a distor¢ao
testicular); Grupo sujeito a T/D (torcdo de 720° durante 4 horas), ndo tratado; Grupo
sujeito a T/D (tor¢ao de 720°, durante 4 horas), tratado com sinvastatina (1 mg/kg I.P.,
imediatamente apo6s a distorg¢do testicular) e Grupo sujeito a T/D (tor¢dao de 720°,
durante 4 horas), tratado com sinvastatina (5 mg/kg I.P., imediatamente apos a distor¢ao
testicular) [32].

A analise histologica revelou danos severos e moderados no testiculo ipsilateral
torcido dos ratos sujeitos a T/D (ndo tratados) e dos ratos sujeitos a T/D tratados com 5
mg/kg de sinvastatina, respectivamente. Mostrando o efeito protector da sinvastatina

(ver Figura 8) [32].
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Figura 8 — Avaliacao histologica da lesao testicular em todos os grupos experimentais [32].
Também se analisou a actividade da mieloperoxidase e niveis de NO e MDA,

sugerindo um efeito protector da sinvastatina contra a lesdo testicular derivada de T/D,

confirmando a sua capacidade antioxidante e a hipdtese de que a sinvastatina podera ser

a terapéutica adjuvante a distor¢do cirurgica (ver Figuras 9, 10 e 11) [32].
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Figura 9 - Actividade da MPO em todos os grupos experimentais [32].
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Figura 10 - Nivel de NO em todos os grupos testiculares [32].
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Figura 11 - Nivel de MDA em todos os grupos experimentais [32].

Como ja foi mencionado, a T/D ¢ uma lesdo tipica de I/R e a expressao do factor
de transcricdo NF«kB ¢ activada (sendo uma resposta ao stress oxidativo), sendo também
relacionada com o processo de apoptose das células germinais testiculares [32].

Os resultados demonstraram que a sinvastatina atenuou a expressao do factor de

transcricdo NFkB e consequentemente, o recrutamento de neutréfilos (ver Figura 12).
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Figura 12 - Expressao do factor de transcricio NFkB em todos os grupos experimentais [32].
Legenda para todas as figuras deste estudo: Sham, grupo sujeito a simulagdo da operacao, nao
tratado; Sham-S: grupo sujeito a simulacdo da operacdo mas tratado com sinvastatina; T/D:
grupo sujeito a T/D, ndo tratado; T/D-S(1): grupo sujeito a T/D, tratado com sinvastatina (1
mg/kg); T/D-S(5): grupo sujeito a T/D, tratado com sinvastatina (5 mg/kg). As barras cinza
mais claro referem-se ao testiculo contralateral e as barras cinzento mais escuro ao testiculo
ipsilateral.

Também houve a confirmacdo dos resultados de estudos anteriores que o
testiculo contralateral ¢ sujeito a influéncia da T/D. O decrescimento do fluxo sanguineo
e a consequente hipoxia contribuem para a lesdo testicular contralateral apos T/D [32].

A sinvastatina numa dose de 5 mas ndo de 1 mg/kg protegeu o tecido testicular
contra os maleficios da T/D, curiosamente, esta dose mais baixa mostrou, em estudos
anteriores, ser terapéutica contra a lesdo de I/R no rim de rato. Isto significa que os
testiculos e os rins tém diferentes susceptibilidades e/ou sensibilidade a influéncia da
I/R e da terapéutica com sinvastatina [32].

Concluindo, a sinvastatina protege o testiculo da lesdo resultante de T/D num
modelo dependente da dose. O seu mecanismo de efeito benéfico podera passar pela
atenuacao da activacao do factor de transcricdo NFkB e diminuindo o stress oxidativo
induzido pela T/D [32].

Contudo, mais estudos sdo requisitados para, especialmente, focar a seguranca
da administracdo de uma dose elevada de sinvastatina, antes da aplicacdo clinica ser

considerada [32].
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Trimetazidina

* Classificagdo farmacoterapéutica: Antianginoso [22]
* Propriedades farmacodinimicas: Vasodilatador antianginoso [23].

° Indicacdes: E usada no tratamento da angina de peito e na isquemia dos tecidos

neurosensoriais na doenca de Méniere [23].
* Reacgoes adversas: Parkinsionismo [23].
* Contra-indicacdes e precaugdes: Desconhecidas [23].

* Interacgdes: Desconhecidas [23].

Efeitos farmacologicos da trimetazidina na patogénese da torc¢ao testicular:

A trimetazidina (TMZ) é um composto metabolico bem conhecido por ter
propriedades anti-isquémicas sem interferir nos pardmetros hemodinamicos [31].

A sua ac¢do mais conhecida ¢ a inibi¢do da via de beta-oxidacdo no
metabolismo dos acidos gordos, adicionalmente, a TMZ previne a excessiva libertagao
de radicais livres. Este farmaco tem agora sido usado para prevenir uma variedade de
lesdes resultantes do processo de I/R decorrido em vérios modelos animais incluindo o
coragdo, rim, pulmao, retina e coluna vertebral [31].

Apesar disto, o papel da TMZ no decurso da I/R testicular ndo tinha sido, até
aqui, estudado detalhadamente. Entdo a equipa de cientistas Pekcetin et al., 2007,
dedicaram-se a investigar as propriedades da trimetazidina, agente antioxidante, na TT
indutora de modificagdes bioquimicas e histopatologicas na I/R testicular experimental
em ratos.

Estes investigadores tiveram como objectivo primordial revelar o efeito
preventivo da TMZ relativamente as células germinais, depois de ocorrida a TT.
Examinaram parametros associados ao stress oxidativo, peroxidagdo lipidica, actividade
enzimdtica da GPX e, como j4 foi referido, o indice de apoptose das células germinais.

Foram divididos os animais em cinco grupos: um grupo de controlo para se
obterem valores basais; um grupo sujeito a uma simulacdo da operagdo de tor¢ao, mas
que de facto esta ndo aconteceu (tendo servido também como, em certa medida, como

grupo de controlo); um grupo que foi sujeito a isquémia; outro grupo que foi sujeito a
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isquémia seguida e reperfusdo; e um ultimo grupo que foi sujeito a I/R mas tratado com
TMZ (5 mg/kg per os, por dia, durante 7 dias antes da isquémia) [31].

O estudo confirmou o j4 conhecimento adquirido que a isquémica e a isquémia
seguida de reperfusdo testicular levam ao aumento dos niveis de MDA e do indice de
apoptose das células germinais, pelo contrario, diminuem a actividade enzimatica da
enzima GPX, o que contribui uma destoxificag@o ineficiente sobre as ROS. Tendo estes
factos em conta, foi oportuno constactar que o tratamento com TMZ preveniu o
aumento dos niveis de MDA e aumentou a actividade enzimatica de GPX apos a TT,
resultando numa significativa diminuicdo da apoptose das células germinais nos

testiculos isquémicos (ver Figuras 13, 14 e 15) [21].
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Figura 13 - Efeito da isquémia/reperfusio e tratamento com TMZ nos niveis de MDA dos
testiculos dos ratos [31].

64 Sham = Grupo sujeito a

O

Cleontrol [@sham [J1 WIR SIR+TMZ

simula¢do da operacdo de
inducdo da TT.

_

Figura 14 - Efeito da isquémia/reperfusdo e tratamento com TMZ na actividade enzimatica da
GPX nos testiculos dos ratos [31].
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Figura 15 - Efeito da isquémia/reperfusio e tratamento com TMZ no indice de apoptose das
células germinais dos testiculos dos ratos [31] (adaptado).

Estes autores também comprovaram que ocorrem modificagdes morfologicas
nos testiculos ipsilaterais quando ha a ocorréncia de T/D testicular unilateral. Entdo foi
oportuno verificar que a nivel histopatolégico, os valores médios do didmetro dos
tubulos seminiferos (MSTD) e a pontuacdo segundo o critério de Johnsen sofreram
também um melhoramento nos ratos sujeitos a tratamento com TMZ quando

comparados aos sujeitos a I/R ndo tratados (ver Figuras 16 e 17) [21].

350 o
300 Sham = Grupo sujeito a

250 X simula¢do da operacdo de
200 inducdo da TT.

MSTD (micro meters)
@
1=}

o8 8

Ccontrol Msham )1 EMIR  SIVR+TMZ

Figura 16 - Efeito da isquémia/reperfusao e tratamento com TMZ em MSTD dos testiculos dos
ratos [31]
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Figura 17 — Avaliacio de Johnsen da histologia testicular dos ratos, para todos os grupos
experimentais, incluindo os sujeitos a I/R e tratados também com TMZ [31].

Epilogando, apesar dos varios compostos antioxidantes usados para proteger os
testiculos contra a lesdo de I/R, estes investigadores foram os primeiros a elucidar o
papel da TMZ na TT. Trouxeram a primeira evidéncia dos que os efeitos protectores da
TMZ na prevengao da lesdo induzida por I/R testicular e revelaram que estes efeitos
podem estar relacionados com o potencial antioxidante do fArmaco.

A trimetazidina podera ser, assim, uma nova aproximacao na prevencao da lesao
testicular decorrente da reperfusdo apds T/D testicular. Porém, sdo necessarios mais
estudos para avaliar o mecanismo pelo qual o firmaco detém as suas propriedades

protectoras [31].

Outros farmacos

Curcumina

A curcumina ¢ um pigmento amarelo bioactivo que faz parte do acafrdo-da-
India , mais concretamente, do p6 de rizomas secos da planta Curcuma longa Linn., ¢ é
utilizado como um corante natural para alimentos [33].

Numerosas actividades farmacologicas foram associadas a este farmaco
polifendlico, incluindo efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios. A curcumina ¢ uma
potente captadora de ROS como o anido superoxido, radicais hidroxilo e NO [34]

Uma das actividades terapéuticas ¢ a reducdo da lesdo de I/R em vérios tecidos

(coracdo, figado, rins, cérebro, entre outros). Um dos estudos comprovou que este a
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curcumina reduziu substancialmente a expressdo de citoquinas pro-inflamatérias no
tecido cerebral, envolvidas na resposta pds-isquémica e na activagao neutréfila [33] [34].

Até aqui, nenhum estudo tinha sido realizado para investigar os efeitos da
curcumina na lesdo de I/R testicular, assim, o grupo de investigadores Wei ef al., 2009,
propuseram-se a investigar os mesmos. Mais precisamente, pretenderam avaliar o efeito
da curcumina na espermatogénese num modelo animal de I/R testicular de rato.

Para cumprir os objetivos estabelecidos, constituiram trés grupos experimentais:
Grupo de controlo, grupo sujeito a simulagdo da operagdo de tor¢do testicular, mas que,
de facto, esta ndo se realizou, servindo como grupo base para obtencao de valores basais
normais; Grupo T/D, grupo em que o testiculo esquerdo sofreu uma tor¢do de 720°,
durante 1 hora, e depois procedeu-se a sua distor¢do para a posicao testicular normal,
sendo que o testiculo permaneceu vidvel para a restauragdo do fluxo sanguineo; e um
Grupo de tratamento, grupo que sofreu a mesma operacdo cirirgica que o grupo T/D,
mas que foi tratado com curcumina (200 mg/kg 1.V., no momento da distor¢ao). A dose
de 200 mg/kg foi a escolhida devido ao sucesso de estudos com a mesma dose na I/R no
cérebro, figado, coracdo e rins [34].

No seu estudo, foi verificado que a T/D testicular unilateral provocou um
aumento no nivel de MDA no testiculo ipsilateral no grupo T/D, indicando o aumento
do stress oxidativo, causando, assim, uma diminuicdo significativa da espermatogénese.
Afortunadamente, o tratamento com curcumina demonstrou reduzir significativamente o
niveis de MDA (ver Figura 18) e aumentar a espermatogénese no testiculo ipsilateral,
comparativamente ao grupo T/D. Assim sendo, a curcumina ¢ uma sugestdo razoavel
como uma nova aproximacdo terapéutica da TT, como adicional a distor¢ao

convencional [34].
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Figura 18 — Niveis de MDA nos testiculos de rato, em todos os grupos experimentais [34]
(adaptado).

Adicionalmente, a actividade da xantina oxidase também aumentou no testiculo
ipsilateral no grupo T/D, este aumento demonstra a geragcdo em grande escala de ROS
no tecido testicular. A administracdo de curcumina reduziu a actividade da xantina
oxidase (ver Figura 19), sendo que a explicagdo possivel do efeito inibitério deste
farmaco na produ¢do de ROS seja a inibicdo da xantina oxidase. Com este resultado,
acredita-se que a curcumina poderd ter um efeito protectivo adicional ao diminuir a

geracdo de ROS [34].

Barras as riscas: testiculo ipsilateral;

Barras brancas: testiculo contralateral.

Controlo  T/D  Tratamento

Figura 19 — Actividade da xantina oxidase nos testiculos de rato, em todos os grupos experimentais
[34](adaptado).

Como ja foi anteriormente referido, a TT ¢ um processo isquémico para o
testiculo, em que o sangue nao pode fluir no testiculo durante a tor¢do. Se a curcumina
fosse injectada na veia caudal do rato no momento da tor¢do (antes das distor¢do), o
farmaco ndo fluiria para o testiculo para efectuar os seus efeitos benéficos. A distor¢ao

testicular ¢ um processo de reperfusdo de sangue, consequentemente, injectando a
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curcumina no momento da distor¢ao, o farmaco ira produzir os seus efeitos terapéuticos
[34].

A nivel da avaliacdo dos parametros MSTD, niimero de camadas de células
germinais e avaliagdo da biopsia testicular, a T/D diminuiu-a, comparativamente ao
grupo de controlo. Contudo, o grupo de tratamento demonstrou uma melhoria neste
parametros comparativamente do grupo T/D (ver Figuras 20, 21 e 22) [34].

Nenhum deste parametros tiveram diferengas significativas, nos trés grupos

experimentais, no testiculo contralateral [34].
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Figura 20 — Parametro MSTD nos testiculos de rato, em todos os grupos experimentais
[34](adaptado).
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Figura 21 - Numeros de camadas de células germinais nos testiculos de ratos, em todos os grupos
experimentais [34](adaptado).
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Figura 22 — Avaliacao histolégica da biopsia testicular, em todos os grupos experimentais
[34](adaptado).

Nesta investigagdo, apesar da TT unilateral ter resultado em alteragdes
significativas no testiculo ipsilateral, as mesmas ndo se observaram no testiculo
contralateral [34].

Concluindo, foi demonstrado o efeito protector da curcumina na lesdo de I/R
testicular, pela primeira vez, logo a curcumina poderd ser uma nova aproximacao da
terapéutica a utilizar na patogénese da T/D testicular, uma vez que leva a protec¢do da
espermatogénese (embora esta ndo tenha atingido os valores admitidos como
“normais”). Contudo, ndo se investigou o efeito da curcumina a diferentes doses e
tempos de administragdo. Devido a estes factores poderem afectar o efeito da curcumina,
mais estudos sdo necessarios para que este farmaco efectue um efeito terapéutico

optimo [34].

Ginseng

O composto ginseng ¢ usado desde centenas de anos, na Asia, devido ao seu
amplo espectro de efeitos medicinais, como sendo um agente anti-idade, potenciador do
sistema imunitario, anti-stress € com actividade anticancerigena [35].

Foi demonstrado que o ginseng tem propriedades protectoras pela sua ac¢do de
destoxificacdo dos radicais livres, em que foi provado que este composto tem a
capacidade de captar os radicais hidroxilo e superdxido [35].

A sua administracdo, em ratos, mostrou prevenir a lesdo de I/R do miocardio
[35].

Também foi reportado o seu envolvimento benéfico contra o stress oxidativo

hepatico e do musculo esquelético induzido pelo exercicio violento, sendo mesmo que
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foi mostrado que o ginseng tem a capacidade de proteger as proteinas do tecido cerebral
do referido stress oxidativo, in vitro [35]. Didatica.

Apesar do ginseng ter sido estudado para estes multiplos propositos, ainda ndo
tinha sido estudado o seu efeito na lesdo de I/R testicular, pelo que o grupo de
investigadores Kim et al., 2010, propuseram-se a investigar se o ginseng poderia actuar
contra a disfungdo e stress oxidativo induzidos pela T/D, nos testiculos de ratos.

Foram estabelecidos quatro grupos de animais para experimentagdo: grupo C,
grupo de controlo; grupo K, grupo que ndo foi sujeito a T/D mas que foi tratado com
ginseng (100 mg/kg per os, por dia, durante 4 semanas depois da cirurgia); grupo T,
grupo sujeito a 2 horas de tor¢do seguida de distor¢do testicular; grupo T + K, grupo
sujeito a 2 horas de torcdo seguida de distor¢do testicular e tratados com ginseng (100
mg/kg per os, por dia, durante 4 semanas depois da cirurgia) [35].

Em termos de avaliagdo histologica, pode-se verificar que a T/D causa
modificacdes degenerativas no tecido testicular, enquanto que o grupo de controlo,
grupo nao sujeito a T/D tratado com ginseng aparentaram epitélio germinais testiculares
normais e no caso do grupo sujeito a T/D tratado com ginseng, os epitélios eram quase
normais [35].

Os niveis de superdxido foram significativamente superiores no grupo sujeito a
T/D, ndo tratado, pelo contrario e os valores sdo baixos nos grupos nao sujeitos a T/D,
sendo que, comparativamente ao grupo sujeito a T/D ndo tratado, os niveis de
superoxido decresceram significativamente no grupo sujeito a T/D com tratamento com
ginseng (ver Figura 23) [35].

No presente estudo, ha uma forte correlagdo entre os marcadores de stress
oxidativo e a proteina C reactiva, o aumento dos marcadores de stress oxidativo indica
um processo inflamatorio. Como ja ¢ sabido, a I/R testicular leva ao aumento do stress
oxidativo, mas o tratamento com ginseng teve um efeito protector contra a oxidagdo
lipidica e processo inflamatorio (ver Figura 24) [35].

Epilogando, o ginseng ¢ um potente agente antioxidante que protege contra o
dano oxidativo no tecido testicular, sendo que a sua administracdo previne a disfungao
testicular por via da diminui¢do da produ¢do de NADPH oxidase ( principal fonte do
radical superoxido).

Baseados nestes resultados, o ginseng poderd ter um importante papel na

proteccdo da lesdo oxidativa de I/R nos testiculos de rato. Contudo sdo necessdrio mais
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estudos para determinar a funcdo exacta que o composto desempenha na proteccdo dos

testiculos contra a referida lesao testicular [35].
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Figura 23 — Niveis de NADPH em todos os grupos experimentais [35].
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Figura 24 — Niveis de marcadores do stress oxidativo, pelo teste de radicais livres de oxigénio
(FOR), em todos os grupos experimentais [35].

Ternatina

A ternatina (TTN) ¢ um bioflavonoide isolado da planta medicinal brasileira
Egletes viscosa L. Em varias partes do Brasil, o cha ¢ preparado das suas flores secas e
¢ um tratamento popular para problemas digestivos e intestinais [36].

Estudos reportaram as suas propriedades anti-inflamatdrias, antitromboticas e
antihepatotoxicas em modelos animais de inflamag¢doo e hepatotoxicidade. A TTN

também mostrou possuir propriedades contra lceras e anti-diarreicas [36].
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Os flavonoides tém conhecidas propriedades benéficas contra os radicais livres
que induzem peroxidacdo lipidica nas células. Estas propriedades sdo devidas a
capacidade dos flavonoides de captar ROS, radicais hidroxilo e peroxil e por serem um
agente quelante dos ides ferro [37].

A TTN, como ja foi referido, ¢ conhecida por ter efeitos protectores contra
danos hepaticos oxidativos induzidos pela aflatoxina B1, um metabolito do fungo
Aspergillus flavus e um potente hepatotoxico [37].

Devido a estas qualidades antioxidantes, os investigadores Guimardes et al.,
2011, quiseram investigar o possivel papel protector do bioflavonoide TTN, quando
administrado antes da inducao da lesao de I/R nos testiculos de ratos.

Para isso foram constituidos trés grupos de animais: Grupo 1, tratado com uma
solugdo salina (2 mL, I.P.) 21, 9 e 1 hora antes da isquémia; Grupo 2, tratado composto
que serviu como veiculo (3%, [.P.) — o dimetilsulfoxido (DMSO) - 21, 9 e 1 hora antes
da isquémia; Grupo 3, tratado com TTN (12 mg/kg, I.P.) 21, 9 e 1 hora antes da
isquémia [37].

Verificou-se uma diminui¢ao nas concentragcdes de MDA nos ratos tratados com
ternatina quando comparadas com os ratos tratados com o meio veiculo ou a solugdo

salina (ver Figura 25) [37].

[JSalina
E3Veiculo
ERTTN

Pontos temporais

Figura 25 - Niveis de MDA em todos os grupos experimentais [37].

Houve um aumento na concentragdo de GSH no grupo tratado com TTN, o que
sugere que este flavonoide poderd atenuar o stress oxidativo induzido pela I/R
imediatamente depois da distor¢do. Esta proteccao ¢ de curta duracdo e o seu efeito nao

esta presente depois de 3 horas decorridas (ver Figura 26) [37].
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Figura 26 — Niveis de GSH em todos os grupos experimentais [37].

O uso de TTN nao alterou as concentragdes de enzimas antioxidantes totais, o
que indica que a TTN ndo exerce um efeito sistémico antioxidante nos ratos submetidos

a T/D no cordao espermatico (ver Figura 27) [37].

[1Salina
E3Veiculc
BTN

Pontos temporais

Figura 27 — Niveis de enzimas antioxidantes totais em todos os grupos experimentais [37].

Concluindo, estes dados permitem averiguar que a TTN exerce efeitos
antiperoxidativos e antioxidantes nos testiculos torcidos. Estes efeitos foram
potenciados pelo efeito antioxidante do veiculo, o DMSO [37].

Os resultados deste presente estudo vieram mostrar que a TTN pode exercer um
efeito protector contra a lesdo de peroxidacdo lipidica no tecido testicular e contra o
stress oxidativo causado pela I/R nos ratos submetidos a T/D do corddo espermatico

[37].
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Capitulo IlI

Conclusao
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C. Conclusao

No fim deste trabalho pode-se concluir que a tor¢do testicular pode contribuir
para o comprometimento da fertilidade masculina, sendo uma emergéncia cirirgica que
tem dois picos de incidéncia ao longo da vida do homem, um deles relacionado com o
periodo apds o nascimento e o outro com o periodo peripuberal.

Foi referido com algum énfase que o factor critico no sucesso da recuperagdo da
funcdo testicular, associada a tor¢do testicular e consequente isquémia, e preservagao da
fertilidade do homem assenta na rapidez de um correcto diagndstico e do respectivo
tratamento.

Modelos experimentais de animais foram concebidos para tentar reproduzir as
alteragdes patologicas caracteristicas da torcdo testicular, sendo o mecanismo utilizado
para mimetizar a referida tor¢do testicular, a tor¢do do corddo espermatico. Sendo que o
outro mecanismo disponivel seria a oclusdo da artéria ou cordao espermatico.

Foi demonstrado que a tor¢ao testicular tem uma grande componente oxidativa,
havendo inicialmente oclusdo do fluxo sanguineo, a isquémia e a consequente produ¢do
de ROS, responsaveis por inimeros distarbios bioquimicos e morfoldgicos, entre eles o
aumento da apoptose das células germinais e a necrose. E o comprometimento da
fertilidade masculina assenta exactamente deste facto, os primeiros alvos da lesdo
testicular por I/R sdo as células germinativas que vao dar origem ao espermatozdides.

Para contrariar o efeito exercido pelo stress oxidativo, a administragdo de
agentes antioxidantes exerce, de facto, a prevencdo ou diminuicdo das lesdes
testiculares associadas a tor¢do, facto que foi demonstrado com os principios activos
analisados nesta dissertacdo. Sendo curioso constactar que todos estas substincias
antioxidantes sdo, na sua maioria, diferentes entre si e nos seus alvos farmacologicos.

Também ¢ importante referir que ndo importa s6 a escolha do principio activo
administrado como também a sua dose e frequéncia de administragdo, sendo que muitas
vezes uma dose menor ¢ mais eficaz que uma superior como, por exemplo, no caso do
sildenafil.

Pode-se concluir que a investigacdo em novas terapéuticas mais eficazes contra
a lesdo de isquémia/reperfusdo induzida pela tor¢ao/distor¢do testicular tem tido cada

vez mais destaque. No entanto, mais estudos sdo necessarios para uma melhor
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compreensdo dos mecanismos celulares responsaveis pelas propriedades benéficas dos
principios activos em analise.

Porém, foi aqui demonstrado a eficicia inequivoca de certas substancias,
avistando-se um futuro promissor no que respeita a terapéutica preventiva na tor¢ao

testicular associada a fendmenos de isquémia/reperfusdo.
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Anexo 1 - Perspectiva cronoldgica dos
estudos experimentais abordados

Ano

2005

2005

2007

2007

2008

2008

2008

2009

2009

2009

2010

2010

2010

2011

2011

Autores
Salmasi et al.
Kehinde et al.
Dokmeci et al.
Pekcetin et al.

Beheshtian et al.
Ustiin et al.
Sukhotnik et al.
Erol et al.
Nezami et al.
Wei et al.
Ozturk et al.
Kim et al.
Yang et al.
Guimaraes ef al.

Yildiz et al.

Farmacos estudados
Morfina
Alopurinol
Ibuprofeno
Trimetazidina
Sildenafil
Sildenafil e vardenafil
Alopurinol
Vardenafil
Ciclosporina e tacrolimus
Curcumina
Montelucaste
Ginseng
Sinvastatina
Ternatina

Sildenafil
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Anexo 2 - Avalia¢ao da biopsia testicular
segundo o método de Johnsen

Avaliacao d
Pontuacio vallacdo ¢a

Histologia

Diversos espermatozoides organizados
a volta do limen

Virios espermatozéides mas o epitélio
germinal aparenta-se desorganizado

S6 estdo alguns espermatozoides
presentes (<5-10)/tibulo

Auséncia de espermatozoides mas
estdo presentes muitas espermatides
imaturas

Auséncia de espermatozoides mas
estdo presentes algumas espermatides
imaturas (<5-10)/tubulo

Auséncia de espermatozoides e de
espermatides, mas estdo presentes
varios espermatocitos primarios

S¢é estdo presentes alguns
espermatocitos primarios (<5-
10)/tbulo

S6 estdo presentes espermatogonias

S6 estdo presentes células de Sertoli

Células de Sertoli degeneradas,
auséncia de células na secgao tubular

espermatogénese

Espermatogénese normal

Espermatogénese reduzida
(hipoespermatogénese)

Espermatogénese reduzida
(hipoespermatogénese)

Auséncia de espermatogénese

(Azoospermia)

Auséncia de espermatogénese

(Azoospermia)

Auséncia de espermatogénese

(Azoospermia)

Auséncia de espermatogénese
(Azoospermia)
Auséncia de espermatogénese
(Azoospermia)
Auséncia de espermatogénese
(Azoospermia)
Auséncia de espermatogénese

(Azoospermia)

Meétodo de avaliagdo qualitativa da espermatogénese segundo Johnsen [10] (adaptado).



