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RESUMO

Obijetivo: Estudar o efeito do alopurinol no fendmeno de isquemia-reperfusdo em testiculos de ratos. Métodos: Foram
utilizados 80 ratos Wistar, adultos, distribuidos em 4 grupos: controle sem alopurinol, controle com alopurinol, tor¢do do
cordao espermatico sem alopurinol e tor¢ao do corddo espermatico com alopurinol. Os testiculos foram retirados apds 60
dias do ato operatério e processados para exame histolégico a microscopia Optica, onde os tdbulos seminiferos e as
células espermatogénicas foram objeto de estudo. Resultados: A comparagdo entre os grupos demonstrou que houve
atrofia dos testiculos que foram submetidos a tor¢do, inclusive o grupo que recebeu o alopurinol. Conclusao: O alopurinol
ndo protegeu as gbnadas dos efeitos da isquemia reperfusdo.

Descritores: Torsdo do Cordao Espermatico. Testiculo. Alopurinol. Ratos.

ABSTRACT

Purpose: In this investigation has been studied the effect of the alopurinol on the reperfusion injury phenomenon in
testicles of rats. Methods: Eighty adults Wistar rats were divided in 4 groups: sham without alopurinol, sham with alopurinol,
rigth testicular torsion for one hour without alopurinol and rigth testicular torsion for one hour with alopurinol. Bilateral
orchiectomy was performed 60 days of the experiment and the testis were precessed for optical microscopy, and edamined
to asses the seminiferous ducts and the spermatogenic cells. Results: There was significant atrophy and histological
damage of the rigth testis. Conclusion: Alopurinol did not protected the testis against the effects of the reperfusion injury.
Key words: Spermatic Cord Torsion. Testis. Allopurinol. Rats.

Introducéo

A tor¢do do corddo espermatico (TCE) é uma entidade
clinica freqiiente em jovens, caracterizando uma das
emergéncias mais comuns na cirurgia pediatrica, afetando 1
em cada 160 homens até os 25 anos®. Além de ser uma afec¢do
freqliente, se ndo diagnosticada e tratada precocemente,
leva a graves consequéncias chegando até a orquiectomia
em 50 a 70% dos casos. Trabalhos recentes? tém
demonstrado que ndo so a isquemia do érgdo causa lesdo
celular, mas o restabelecimento do fluxo sanguineo ap6s
uma situagdo de diminuicdo do aporte sanguineo arterial
cria uma situago denominada fenémeno de isquemia-
reperfusdo. Durante o periodo de hipdxia, o catabolismo de
adenosina trifosfato (ATP) leva a um acimulo de metabolito
das purinas, ou seja, as xantinas e as hipoxantinas.Nesse
periodo a xantino desidrogenase é convertida em xantino
oxidase. Com a destor¢do do corddo, ocorre a reperfusdo,
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com grande aporte de oxigénio, que é o substrato requerido
para que ocorra a oxidacao das purinas. Ou seja, a hipoxantina
é transformada em xantina e esta em &cido Urico, e como
subprodutos dessa reacdo, aparecem uratos e superoxido
radical, o qual gera, secundariamente, um radical hidrixil
muito toxico®. Esses radicais livres de oxigénio, a liberacao
de agentes quimiotaxicos e a agregacdo de leucocitos,
induzem & peroxidacéo de lipideos com desintegracao de
membranas e a perda da integridade endotelial, resultando
em aumento da permeabilidade vascular, morte celular e dano
tecidual®. Entdo, na presenca de um fendmeno de isquemia-
reperfusdo, ha algumas estratégias para tentar impedir ou
diminuir o efeito do mesmo. Isso pode ser feito inibindo a
formacdo de radicais livres ou eliminando-os depois que
eles forem formados®. O alopurinol tem uma estrutura analoga
a da hipoxantina e compete com ela inibindo a xantino
oxidase, com subsequente formagao de oxipurinol, o qual
forma um complexo estavel com a xantino oxidase,
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prevenindo futura atividade enzimatica. Dessa forma, o
alopurinol é usado para impedir que os RLO sejam formados,
evitando sua acdo nociva nas células3. Experimentos
realizados com isquemia e reperfusdo em outros 6rgaos,
mostram resultados controversos sobre a capacidade do
alopurinol em proteger as células dos efeitos dos RLO*.
Devido a essa controvérsia de resultados, a intencédo desse
trabalho é examinar o efeito do alopurinol no testiculo
submetido a isquemia reperfuséo. O objetivo deste trabalho
foi a avaliagdo morfoldgica dos testiculos de ratos
submetidos a isquemia e reperfuséo, sob a¢éo do alopurinol.

Métodos

Foram utilizados 80 ratos albinos, machos, da linhagem
WISTAR (Rattus norvergicus albinus), variedade EPM, com
peso médio de 223.5 gramas. Foram estudados quatro grupos
de ratos, com 20 animais em cada grupo:

GI - grupo sham sem alopurinol

GII - grupo sham com alopurinol

GlII - grupo experimento (tor¢ao) sem alopurinol
GIV - grupo experimento (tor¢ao) com alopurinol

Todos os grupos foram examinados com 60 dias de
pos operatorio.

Procedimentos

No momento do experimento os animais foram pesados
e anestesiados com pentobarbital sédico, na dose de 30
miligramas (mg) por quilo (Kg) de peso, injetados na
cavidade peritonial. A via de acesso foi feita por incisdo
transverssa de aproximadamente 1,5 centimetros (cm), em
regido inguinal direita, com abertura por planos até a
exposicdo do testiculo direito, que era exteriorizado. A
seguir, o procedimento variou conforme cada grupo:

Gl - o testiculo direito era exteriorizado e colocado em
recipiente com solugao salinaa 0,9% , em temperatura
ambiente por um periodo de 1 hora. ApGs esse
periodo o testiculo era reposicionado no escroto, e a
incisdo suturada com poliamida 4-0 de forma
continua, em plano Unico.

Gl -0 mesmo procedimento feito em Gl foi aplicado nesse
grupo, porém, quinze minutos antes de reposicionar
o testiculo era feito alopurinol, na dose de 100mg/kg
de peso, via intraperitonial.

Gl - o testiculo direito era exteriorizado e o corddo
espermatico eratorcido a 720°, e mantido dessa forma
em recipiente com solucdo salina a 0,9%, em
temperatura ambiente, pelo periodo de 1 hora, quando
o cordao era destorcido e o testiculo reposicionado
no escroto. A incisao era suturada em plano Gnico,
de forma continua com poliamida 4-0.

GIV -0 mesmo procedimento feito no Gl1I foi aplicado nesse
grupo, porém, quinze minutos antes de destorcer o
corddo espermaético e reposicionar o testiculo, era
injetado intraperitonealmente, 100mg/Kg de peso de
alopurinol.

Apbs cada experimento os animais eram marcados e
recolocados nas gaiolas, em grupos de seis ratos, com agua
e racdo a vontade. Apds 60 dias do experimento, 0s animais
foram novamente anestesiados com pentobarbital sédico
na dose de 30mg/Kg, por via intraperitonial. Procedia-se
entdo a incisdo inguinal primeiramente a direita, com
exteriorizagdo do respectivo testiculo e exérese do mesmo.
Logo a seguir, procedia-se da mesma forma a orquiectomia
esquerda. Os testiculos retirados eram imediatamente
pesados e identificados, e armazenados individualmente em
recipiente com formalina a 10%. Essas pegas foram
submetidas a processamento histoldgico e coradas pelo
método de Hematoxilina e Eosina (HE). Apds a retirada de
ambos os testiculos, os animais eram submetidos a
eutanasia com uma superdosagem de pentobarbital sédico.

Estudo histoldgico

Cada lamina foi observada a microscopia 6ptica,
inicialmente no aumento de 25 vezes, e posteriormente no
aumento de 100 vezes. Dez campos foram observados em
cada l&mina, onde se procurava saber se havia lesdo nos
tibulos seminiferos e/ou no seu contedo, ou seja, nas
células espermatogénicas, células de Sertoli e membrana
basal dos tubulos. Foi observado também se havia dano as
células intersticiais ou de Leydig. Foi considerado presenga
de leséo quando nos 10 campos observados, a maioria dos
tlbulos, ou seja mais de 50%, tinha alteraces histologicas.
Alteragdes isoladas ndo foram consideradas.

Resultados
N&o houve diferenca significativa no peso dos animais

comparando os quatro grupos, e a amostra foi considerada
homogénea no que diz respeito ao peso (Tabela 1).

TABELA 1 - Valores referentes ao peso dos animais nos
diversos grupos.

€] Gll Glll GV
231 234 234 239
222 238 238 236
221 264 264 226
212 234 234 206
221 236 236 223
232 202 202 198
200 216 216 245
202 238 238 240
202 228 228 197
202 234 234 198
204 250 250 200
222 194 194 222
221 195 195 210
221 226 226 195
222 222 222 195
222 219 219 230
198 224 224 200
212 200 200 218
190 212 212 222
240 205 205 254
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Quando se estudou a presenca ou ndo de lesdo em
cada grupo e em ambos os testiculos, ndo houve diferenca
significtiva entre os grupos estudo, ou seja onde foi reali-
zado torgéo, com e sem droga. Porém, houve diferenga sig-
nificativa entre os testiculos direito, os quais foram subme-
tidos a torgdo, e os testiculos esquerdos, que ndo sofreram
tor¢do (Tabela 2).

TABELA 2 - Presenca ou ndo de leséo nos testiculos do
divessos grupos.

Com droga Sem droga
Com Sem Com Sem
lesdo  lesdo lesdo lesdo
Controle 0 20 0 2
Estudo 7 13 9 1n
Total 7 33 9 31

1. Estudo da presenca de lesdo nos grupos Glll e GIV
Teste do Qui quadrado
X2=0.417 x2 = (1gl;5%) = 3.841

2. Estudo da presenca de lesdo nos grupos Gll e GIV
Teste de Fisher
P =0.004158

3. Estudo da presenca ou ndo de leséo nos grupos Gl e GllI
Teste de Fisher
P =0.000614

Quando se estudou o0 nimero de 6bitos que ocorreram
nos diversos grupos, observou-se que em Gll e GIV, ou seja
nos grupos onde se usou o alopurinol , 0 nimero de 6bitos
foi significantemente superior (Tabela 3).

TABELA 3 - Namero de 6bitos observados nos grupos
estudados.

Obitos com alopurinol

Obitos sem alopurinol

Sim ndo Sim N&o
Controle 1 2 1 2
Estudo 18 20 0 2
Total 2 40 1 40

Comparacdo do numero de 6bitos entre os grupos sem uso do
alopurinol (Gl e GlII)

Teste de Fisher

P = 0.5121952.

Discussao

O tema isquemia testicular tem sido amplamente
estudado sob diversos aspectos, como o efeito da prdpria
isquemia sobre 0 parénquima testicular submetido a hipoxia,
o0 dano no testiculo contralateral, os efeitos do fendémeno
isquemia-reperfusdo e 0s meios de evitar ou diminuir esses
efeitos. Os trabalhos revisados na literatura mostram uma
metodologia bastante variada, o que teve como
consequéncia, resultados diversos e conflitantes. Fatores
como o tipo e a espécie do animal, a sua idade, o modo de se
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produzir a isquemia, o tempo de duracdo da isquemia e 0s
tipos de avaliagGes, dificultam a analise e comparacéo dos
trabalhos®. O modelo animal mais utilizado é o rato adulto®.
Outros autores”® mostraram que os ratos de até 35 dias de
vida poderiam ser comparados a fase pré-puberal humana.
Hoffman, citado por Harrison e Oettlé®, observou que a
espermatogénese dos ratos sO se inicia quando eles
alcancam cerca de 130 gramas de peso. Baseados nas
pesquisas da maioria dos autores que trabalharam com
isquemia testicular'®* como, que utilizaram ratos adultos, e
pelo fato de pretendermos estudar apenas as alteracfes da
espermatogénese causadas pelo fenbmeno isquemia-
reperfusdo, realizamos o experimento em animais adultos
jovens. O modo de se promover a isquemia no testiculo é
também muito diverso e vai desde a ligadura da artéria
espermatica a varios graus de torcdo do cordédo
espermatico'?®3, demonstraram que, no rato, cordéo
espermatico torcido a 720° por uma ou duas horas, causa
lesdo testicular que ndo melhora apés 60 dias, apesar
doretorno do fluxo sanguineo. Becker e col.’4, também
mostraram que ap6s uma hora de torgdo do cordao a 720°, ja
existe dano testicular. Cosentino e col.!® estabeleceram que
a torgdo do corddo a 720°, por 5 horas é suficiente para
causar dano testicular irreversivel. Dessa forma, adotamos
a tor¢do do cordédo espermatico a 720°. O tempo em que 0
testiculo fica submetido a isquemia é muito importante. O
fendmeno de isquemia-reperfusdo foi estudado’®, com
periodos de 3 e 6 horas, e ndo encontraram diferencas entre
0s grupos. Isso pode ser explicado pelo fato de a hipdxia ter
sido téo intensa a ponto de levar a um desaparecimento
permanente da espermatogénese. A isquemia tem que ser
suficiente para induzir o dano tecidual. Turner e Brown'’
mostraram que 0 tempo para se iniciar uma terapéutica
antioxidante fica em torno de 1 hora, que é o tempo minimo
para se induzir o dano tecidual. Uma ampla pesquisa com
antioxidante e isquemia testicular, e tiveram resultados
favoraveis nos grupos com apenas uma hora de isquemia,
enquanto o mesmo ndo se observou nos grupos
submetidos a mais de uma hora de hipoxia®. Diante dessas
evidéncias, foi adotado o tempo de uma hora de isquemia.
Becker e col.® observaram que a hipdxia do ducto deferene
leva a imobilidade dos espermatozoides, e isso pode dar
uma aparente elevacdo da quantidade de espermatozoides.
Sessenta dias ap0s a torgdo, esses espermatozéides
imobilizados sdo degradados completamente. Por essa
razdo, 0 nosso tempo de observagdo foi de 60 dias. O mais
utilizado método de avaliacdo da isquemia testicular é a
histologia com o uso da microscopia dptica, adotada em
quase todos os trabalhos. Por meio dela, podemos estudar
com facilidade e clareza os tibulos seminiferos, assim como
as células espermatogénicas, de Sertoli, e também as células
de Leydig. Outro método de avaliagdo testicular, é a
passagem dos testiculos, que serve como parametro de
atrofia da gbnada, alguns autores'*!® demonstraram em seus
estudos, uma alta porcentagem de atrofia dos testiculos
submetidos a ligadura da artéria e tor¢do por uma hora ou
mais, respectivamente. Quando os testiculos foram
retirados, no 60° dia de p6s operatério, procurou-se observar
macroscopicamente se havia alteragdo de volume dos
testiculos direito e esquerdo e se havia diferenca entre
eles. Amaioria dos testiculos cujo cordao foi torcido (grupos
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Il e 1V), apresentou-se com diminuigdo do volume em
relacdo ao contralateral. Estudo com isquemia-reperfuséo
em diversos 6rgaos tém sido feitos. Reylly e col.® definiram
que o dano pela isquemia-reperfusdo é uma combinacéo do
componente isquémico e do componente reperfusdo. Em
orgdos intolerantes a isquemia global o dano devido ao
préprio componente isquémico pode ser tdo grande que
torna sem efeito o dano pela reperfusdo. Os mecanismos
anti radicais livres de oxigénio sdo eficientes quando a
porg¢do principal do dano é causada pela reperfuséo e ndo
pela isquemia. Estudaram-se o dano por reperfuséo e
mecanismos antioxidantes no miocérdio canino, avaliaram
o efeito da superdxido dismutase®, um antioxidante, em
retalhos de pele. Ambos demonstraram resultados positivos
com o uso de antioxidantes nesses tecidos submetidos a
reperfusdo. Foi estudado o efeito do alopurinol na isquemia
mesentérica em ratas. Concluiram que essa droga é capaz
de proteger o mesentério dos efeitos da reperfusdo. Os
orgdos variam na tolerancia com a isquemia. Em érgaos
como o coracgdo e a pele os mecanismos anti radicais livres
séo efetivos prevenindo o dano de reperfusdo apés uma
isquemia global. Tentou-se prevenir o dano de reperfuséo
em testiculos depois de 60 ou 100 minutos de ligadura da
artéria espermatica, e observaram que os inibidores de
radicais livres ndo protegeram o érgdo do dano de
reperfusdo’®. Para esses autores, a resposta do testiculo
para a isquemia-reperfusdo pode ser diferente de outros
orgdos. O efeito da superdxido dismutase na isquemia-
reperfuséo de testiculos de ratos, foi observado por meio
da ligadura da artéria testicular, por 60 minutos, e ndo se
obteve efeito protetor dos antioxidantes no fendmeno de
reperfusdo. A isquemia-reperfusdo em testiculos de ratos
por meio de torcdo do corddo espermatico foi avaliada®, e
observou-se que com uma a duas horas de tor¢do e em
seguida, ao desfazer a tor¢do, ocorrem os efeitos da
reperfusdo, enquanto nos animais com periodos maiores
de isquemia, ndo observou-se os efeitos da reperfusdo, mas
s6 da isquemia. Avaliarando-se o polietilenoglicol e a
superoxido dismutase como antioxidantes na torcdo do
corddo espermatico de ratos com duracdo de 3 horas, ndo
se encontrou diferenca significativa entre o grupo controle
e 0 grupo experimento. Estudos demontram o efeito do
alopurinol em isquemia-reperfusdo testicular, sendo que a
isquemia foi produzida por pingamento (com clampes
vasculares) do corddo espermatico por uma hora. O
alopurinol foi administrado por via oral, durante os trés
dias que antecederam o experimento, na dose de 50mg/kg/
dia. Concluiu-se que o alopurinol ndo foi capaz de proteger
o testiculo do rato contra os efeitos da reperfusao. Trabalho
com torgdo do corddo espermatico por 1, 3 e 5 horas?, a
720°, e alopurinol via intraperitonial, na dose de 100mg/kg,
feitos 30 minutos antes de desfazer a torcdo demonstrou
que o pré-tratamento com alopurinol previne o dano pela
isquemia-reperfusdo e esse achado ndo coincide com o
resultado do presente trabalho. Esses autores, utilizaram
método bioquimico para determinar a concentragao do acido
tiobarbitdrico reativo, que é um produto da peroxidacédo
dos lipideos. Prillaman e col.* estudaram a torgéo do corddo
espermatico em ratos, com grupos de 1 e 2 horas de torcéo,
a720°, e testaram algumas drogas antioxidantes, quais sejam:
superoxido dismutase, catalase, alopurinol e verapamil.

Todas as drogas foram administradas pela via intravenosa,
15 minutos antes de desfazer a tor¢do. O alopurinol foi
utilizado na dose de 25mg/ml, sendo 0,8ml por hora de
infusdo, durante 75 minutos, ou seja, 15 minutos antes de
desfazer a torgdo do cordéo e até 60 minutos ap6s, no periodo
de reperfusdo. Concluiram que o uso de antioxidantes no
fendmeno de reperfusdo tem um efeito benéfico apenas nos
casos em que o periodo de torgdo durou apenas uma hora.
Estes pesquisadores utilizaram em seu estudo além do peso
dos testiculos, a medida da producdo diaria de
espermatozoides e a medida da concentracdo venosa de
testosterona, no 60° dia de pds operatorio. Neste
experimento, foi usado a tor¢do do corddo espermatico, a
7200, pelo periodo de uma hora, e o alopurinol foi usado por
via intraperitonial, na dose de 100mg/kg de peso, 15 minutos
antes de se desfazer a torcdo. Na avaliagdo histoldgica
realizada ndo foi encontrada diferenca entre o grupo controle
e 0 grupo tratado com alopurinol, apesar de se ter usado,
como sugere a maioria dos trabalhos, um tempo de tor¢éo
apenas o suficiente para induzir o dano tecidual. Um dano
muito importante que surgiu na evolugdo do experimento, é
que houve uma significativa mortalidade nos grupos
tratados com alopurinol, quando comparados com 0s
grupos sem a droga, indicando uma possivel toxicidade da
mesma. Os resultados das pesquisas com isquemia-
reperfusdo e antioxidantes, tém apresentado resultados
diferentes e conflitantes. Dessa forma esse assunto ainda
necessita de uma ampla investigacdo, pelo fato de que seus
resultados, poderao ter aplicagdo clinica para um importante
e frequente problema da clinica pediatrica.

Concluséo

O alopurinol ndo apresentou efeito protetor sobre o
testiculo do rato submetido a isquemia, pela torcdo do
corddo espermatico, seguida de reperfuséo.
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