PETERSON VIEIRA DE ASSIS

EXPRESSAO DE FAS LIGANTE NOS TESTICULOS IPSILATERAL E
CONTRALATERAL DE RATOS SUBMETIDOS A TORCAO DO COR-
DAO TESTICULAR UNILATERAL

CAMPO GRANDE

2012



PETERSON VIEIRA DE ASSIS

EXPRESSAO DE FAS LIGANTE NOS TESTiCU!_OS IPSILATERAL E
CONTRALATERAL DE RATOS SUBMETIDOS A TORCAO DO COR-
DAO TESTICULAR UNILATERAL

Dissertacdo apresentada a
Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, Programa de Pdés-Graduacéao
em Saude e Desenvolvimento na Re-
gido Centro-Oeste, objetivando a ob-
tencdo do titulo de Mestre.

Area de concentracdo em
Tecnologia e Saude, Carcinogénese
Experimental e Estudos do Céancer na
Regido Centro-Oeste.

Orientador. Prof. Doutor Ricardo Du-
tra Aydos

Co-Orientadora: Profa. Doutora lan-
dara Schettert Silva

CAMPO GRANDE

2012



ASSIS, Peterson Vieira de

Expressdo de Fas ligante nos Testiculos Ipsilateral e Contralateral
de Ratos Submetidos a Torcdo do Cord&o Testicular Unilateral. Campo
Grande — MS, 2012.

50p.

Dissertacdo (Mestrado) — Programa de P6s-Graduagdo em Saude e De-
senvolvimento na Regido Centro-Oeste, Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul.

Expression of Fas ligand in the Ipsilateral and Contralateral Testicles of
Rats Submitted to Unilateral Cord Torsion.

1.Proteina ligante Fas 2. Torcdo do Corddo Esperméatico 3. Estresse Oxidati-
vo 3. Ratos.




PETERSON VIEIRA DE ASSIS

EXPRESSAO DE FAS LIGANTE NOS TESTI'CL~JLOS IPSILATERAL E CON-
TRALATERAL DE RATOS SUBMETIDOS A TORGAO DO CORDAO TESTICU-
LAR UNILATERAL

Dissertacdo apresentada a
Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Programa de
Po6s-Graduacdo em Saude e
Desenvolvimento na Regiao
Centro-Oeste, objetivando o
titulo de Mestre.

Resultado: APROVADO.

Campo Grande (MS), 28 deMarco de_2012.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Doutor Ricardo Dutra Aydos
Instituicdo: UFMS

Prof.Doutor Marcus Vinicius Henriques Brito
Instituicdo: UEPA

Prof. Doutor Marco Antonio Gongalves
Instituicdo: UFMS

Prof. Doutor Danilo Mathias Zanello Guerisoli
Instituicdo: UFMS



Aos meus pais, pelo amor incondicional
e dedicacéo.

A minha esposa, companheira e apoio
em todos 0os momentos.

Aos meus filhos, presentes de Deus e
incentivo em minha caminhada.



A Deus, por tudo o que tenho e néo tenho, e a seu imenso, misericordioso e

infinito amor.



AGRADECIMENTOS

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido
Centro-Oeste, através de seus professores e funcionarios, que possibilitaram a con-
cretizacdo desse grande sonho.

Ao Professor Doutor Ricardo Dutra Aydos, Coordenador do Programa de Pos-
Graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste e meu orienta-
dor, por seus ensinamentos.

A Professora Doutora landara Schettert Silva, Professora Adjunta do Progra-
ma de PoOs-Graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste e mi-
nha co-orientadora, pelo inestimavel apoio na elaboracdo do método desta tese, au-
xiliando diretamente no experimento.

Ao Professor Mestre Luiz Carlos Takita, Professor Assistente da Disciplina de
Anatomopatologia Especial da UFMS, e ao Técnico em Imunopatologia Rodrigo
Avelar pelo apoio incontestavel na realiza¢éo do estudo imuno-histoquimico.

Ao Professor Doutor Guido Marks, Professor Adjunto do Programa de POs-
Graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, pela excelente
sugestdo do tema que originou esta pesquisa.

Ao Professor Doutor Danilo Mathias Zanello Guerisoli, Professor Adjunto do
Programa de Poés-Graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-
Oeste, pelo auxilio, orientacdo e contribuicdo na andlise estatistica.

Ao Professor Mestre Antonio Urt Filho, Professor Adjunto da Disciplina de
Urologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
pelo incentivo e apoio na realizacao desta pesquisa.

Aos médicos residentes do Programa de Residéncia Médica em Urologia do
Servico de Urologia do Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Henrigue Rodrigues Coelho, Guilherme Maffei Lemos e Alexandre
Eustaquio Buzetti de S4, pelo auxilio e colaboracdo no decorrer deste trabalho.

A todos que, direta ou indiretamente, auxiliaram na realizacao deste trabalho,

sem os quais seria impossivel alcangar o objetivo final.



RESUMO

Assis, PV. Expressdo de FAS ligante nos testiculos ipsilateral e contralateral
de ratos submetidos a torcdo do cordao testicular unilateral. Campo Grande,
2012. [Dissertagéo - Programa de Pds-Graduagdo em Saude e Desenvolvimento na
Regido Centro-Oeste, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Obijetivo: Avaliar a expressao da proteina ativadora de apoptose FAS ligante (FASL)
nos testiculos ipsilateral e contralateral de ratos submetidos ao fenébmeno de isque-
mia / reperfusdo. Método: Ratos Wistar (n=21) distribuidos em 3 grupos, apos anes-
tesia e exposicao testicular via escrotal o procedimento variou conforme 0s grupos:
GC, grupo controle (n=5 ) apenas exposi¢cdo de ambos os testiculos seguida de or-
quiectomia bilateral, Gl, grupo isquemia (n=8 ) exposicdo do testiculo esquerdo com
torcdo do seu corddao a 720° por 3 horas seguido de orquiectomia imediata deste
testiculo sem destorcdo e orquiectomia do testiculo contralateral apés 24 horas e
GR, grupo reperfusdo (n=8), exposicao do testiculo esquerdo com tor¢cdo do seu
corddo a 720° por 3 horas seguido de destorcdo e reposicionamento do testiculo no
escroto e orquiectomia bilateral apds 24 horas, subdividindo cada grupo em 2 sub-
grupos conforme o lado do testiculo,sendo E (esquerdo-ipsilateral) e D (direito-
contralateral). Quantificacdo da expressao de FASL foi pela imuno-histoquimica com
utilizacao para leitura das laminas de microscopio acoplado com camera digital com
LAS software version 4.0.0, 2011, com conexao a notebook, selecionando-se 40 tu-
bulos seminiferos por lamina, e processou-se a contagem das células de Sertoli com
imunoexpressao positiva para FASL com objetiva de 40x. Analise estatistica revelou
que o GC e GI sao semelhantes (p>0,05) e que as diferencas detectadas concen-
tram-se no GR (p<0,05), com aumento da imunoexpressao FASL nas células de
Sertoli dos subgrupos GRD (406,8 + 61,5) e GRE (135,3 + 28,9) com predominio
estatisticamente significante para o subgrupo GRD (testiculos contralaterais do GR).
Concluiu-se que a isquemia / reperfusdo aumentou significativamente a expresséo
de FASL nos testiculos contralaterais no GR, em ratos.

Palavras-chave: Proteina ligante Fas, torcdo do corddo espermaético, estresse oxida-
tivo, ratos.



ABSTRACT

Assis, PV. Expression of FAS ligand in the ipsilateral and contralateral testicles
of rats submitted to unilateral testicular cord torsion. Campo Grande, 2012. [Es-
say - Graduate Program in Health and Development in the Midwest Region, Federal
University of Mato Grosso do Sul].

Objective: Evaluate the expression of apoptosis-activating protein FAS ligand (FASL)
in the ipsilateral and contralateral testicles of rats submitted to ischemia / reperfusion
phenomenon. Method: Wistar rats (n=21) were distributed in three groups after anes-
thesia and testicular exposure by scrotum way. The procedure was varied according
to the groups: GC= control group (n=5) only exposure of both testicles followed by
bilateral orchiectomy; Gl= ischemia group (n=8) left testicular cord twist at 720 ° for 3
hours followed by immediate orchiectomy of this testicle without detorsion and also
by orchiectomy of the contralateral testicle after 24 hours, and GR= reperfusion
group (n=8), with left testicular cord torsion at 720 ° for 3 hours followed by detorsion
and reposition of the testicles into the scrotum and bilateral orchiectomy after 24
hours, subdividing each group into two subgroups according to the testicles sides,
wich are: E (left-ipsilateral) and D (right-contralateral). The quantification of FASL
expression was made by immunohistochemistry. The slides reading was performed
by using a microscope acoupled to a digital camera with software version 4.0.0 LAS,
2011, connected to a laptop by selecting 40 seminiferous tubules per slide, and
processing the counting of Sertoli cells with positive immunostaining for FAS-L with a
40x objective. Statistical analysis revealed that the GC and Gl are similar (p>0,05)
and that the differences are concentrated in GR (p<0,05), with an increase in FASL
immunoexpression in Sertoli cells of the GRD subgroups (406,8 + 61,5) and GRE
(135,3 £ 28,9) with a statistically significant predominance for subgroup GRD (contra-
lateral testicles of GR). It was concluded that ischemia / reperfusion significantly in-
creased the expression of FASL in the contralateral testicles of the GR in rats.

Key-words: FAS ligand protein, spermatic cord torsion, oxidative stress, rats.
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1 INTRODUCAO

A torcao do cordéo testicular (TCT) é resultante de uma inadequada rotacdo
do testiculo em torno do seu eixo longitudinal. E uma condicdo patologica que torna
o testiculo isquémico, e a intervencdo cirdrgica é geralmente necessaria para
restabelecer o fluxo sanguineo (WILLIAMSON, 1985).

A isquemia decorrente da TCT, no ser humano, é uma emergéncia uroldgica
de incidéncia ndo muito rara em individuos jovens (WILLIAMSON, 1976).

A incidéncia anual é de 1 em cada 4000 homens com menos de 25 anos de
idade (SKOGLUND, MCROBERTS, RAGDE, 1970; ANDERSON, WILLIAMSON,
1986; RINGDAHL, TEAGUE, 2006), representando 40% de todas as causas de
escroto agudo em criancas (RODRIGUEZ, DE LORCA, FERNANDEZ, 2007).

O tratamento consiste de destorcdo cirdrgica e orquidopexia bilateral por
acesso transescrotal, sendo indicada a orquiectomia apenas para testiculos
claramente inviaveis que nao se reperfundem apos a destor¢cdo cirargica, ou com
necrose (JESUS, 2000).

Caso ocorra atraso no diagnostico e no tratamento, os resultados obtidos
podem ser necrose testicular, infertilidade (KRARUP, 1978; BARTSCH et al. 1980;
FERREIRA et al., 1991) e eventuais implicacdes médico-legais (MATTESON et al.,
2001; MANSBACH FORBES, PETERS, 2005; PERROTTI et al.,2006; RINGHDAL,
TEAGUE, 2006), bem como elevar o risco de neoplasia (CHILVERS, PIKE,
PECKHAM, 1987).

A TCT, inicialmente, leva a oclusdo do retorno venoso, edema, ruptura com
hemorragia intersticial e, posteriormente, a oclusdo arterial, com isquemia
generalizada (COSENTINO et al., 1986; GUIMARAES, VASCONCELQOS, 2002).

A extensédo da lesdo, resultado da compressao de veias e artérias, depende
da duracdo e do grau de torcdo. A lesdo testicular, resultante da torcdo e
destorcdo, assemelha-se ao fendbmeno de isquemia / reperfusdo, observado em
outros tecidos e pode, em parte, ser gerada pelo aumento da producéo de espécies
reativas de oxigénio (EROS), assim como por outros agentes oxidantes (TURNER,
1985). A isquemia / reperfusdo induz a lesdo aguda em varios tecidos, como,

coracao, cérebro, rins e testiculos e é frequentemente utilizada como modelo
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experimental de infarto e hiperoxigenagdo. Além disso, o papel da apoptose tem
sido destacado na disfungéo tecidual por isquemia / reperfusdo, sugerindo que a
apoptose pode potencialmente influenciar a extensao da leséo tecidual (TURNER
et al., 1997).

Em termos histologicos, a torcdo parece induzir, no testiculo contralateral,
leséo focal dos tubulos seminiferos, caracterizada por apoptose e descamacéo das
células germinativas, possivelmente mediadas pela resposta imunitaria celular e
humoral (RODRIGUEZ et al., 2006).

Atualmente, tem-se conhecimento que a apoptose é um processo vital para
o desenvolvimento embrionério, manutencdo da homeostase tecidual e para o
funcionamento do sistema imune. Alteracdes no processo apoptoético podem levar
ao aparecimento de diversas condi¢Bes patolégicas, como, doencas autoimunes e
cancer (CORY, ADAMS, 2002; CORY, HUANG, ADAMS, 2003).

A morte celular programada € via comum a multiplas enfermidades. O
estresse oxidativo causado por radicais livres vem sendo implicado na génese de
varias doencas, seja por alteracdes da homeostase do meio externo, bem como
por erros intrinsecos do metabolismo celular, organico e sistémico. O mecanismo
regulador da apoptose € complexo, com multiplas vias de ativacdo, que ndo séo
Unicas nem estéticas. Estudos moleculares vém elucidando mecanismos de
ativacdo, regulacdo e contrarregulacdo da apoptose, identificando proteinas de
superficie celular que funcionam como receptores para agentes capazes de induzir
morte celular (BREDESEN, MEHLEN, RABIZADEH, 2004).

A apoptose das células germinativas testiculares ocorre normal e
continuamente ao longo da vida, e quando o ambiente testicular ndo pode suportar
a espermatogénese, como, por exemplo, durante alterac6es do suporte hormonal,
exposicdo ao calor, radiacdo ou exposicdo a compostos ambientais e
quimioterapéuticos (HIKIM, SWERDLOFF, 1999).

Essas descobertas indicam que a apoptose pode ser uma via comum na
inducdo de morte de células germinativas em testiculo normal, bem como em
testiculo submetido a agressdo. Todavia, 0 conhecimento dos mecanismos
moleculares subjacentes a inducdo de apoptose em células germinativas € ainda
um tanto limitado.

A proteina FAS ligante (FASL) é um ativador da apoptose por via extrinseca
que pode ser quantificado por imuno-histoquimica. Determinar o comportamento de

FASL, em modelo experimental, frente ao estresse oxidativo, € importante na
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compreensdo da via de ativagdo da apoptose nos testiculos submetidos ao

fendmeno de isquemia / reperfusao.



19

2 REVISAO DA LITERATURA

A leséo testicular contralateral resultante da torcdo do cordao testicular é
controversa. Alguns autores mostraram que a torcdo testicular unilateral causa
leséo testicular contralateral (SABA et al., 1997; MOGILNER et al., 2006), enquanto
outros mostraram que ndo ha lesdo contralateral (TURNER, 1985; TURNER,
BROWN, 1993; BECKER, PRILLAMAN, TURNER 1997; NGUYEN et al., 1999;
BOZLU et al., 2004; KOC et al., 2005; SALMASI et al., 2005).

Varias teorias tém sido propostas, na tentativa de explicar o possivel dano
ao testiculo contralateral, incluindo reacdo autoimune, episédios subclinicos de
torcdo testicular contralateral, liberacdo de enzimas acrossémicas, reflexo
vasomotor, resposta neuroenddcrina, defeito subjacente na espermatogénese e
anormalidade gonadal intrinseca (NGUYEN et al., 1999; VISSER, HEYNS, 2003).

Cosentino et al. (1985) estudaram ratos pré-puberes expostos a tor¢do de
720° do cordéo testicular unilateral de 0, 1 ,3, 5, 9 ou 12 horas de duragédo. Ao
término desse tempo, os testiculos danificados foram removidos ou destorcidos e
recolocados no lugar. Os animais, ao atingirem 77 dias de idade, tiveram o0s
testiculos contralaterais examinados por 12 parametros histolégicos e pontuados
de acordo com o grau de patologia observado em cada um. As alteracdes
patolégicas no testiculo contralateral foram dependentes da duracédo da torcdo do
corddo espermético, mas foram menos graves no grupo orquiectomizado. Assim, a
retirada do 6rgdo minimizou os danos em longo prazo para o testiculo contralateral.

Estudos mostraram que a perfusao testicular, em ratos, submetidos a TCT
de 720°, apresentou resultados de fluxo sanguineo residual, variando de 8% a
38,3%, utilizando técnica de dopplerfluxometria a laser que permite mensurar
continuamente o fluxo sanguineo microvascular (BECKER et al., 1997; PALMER,
PLZAK, CROMIE 1997).

Estudando o estresse oxidativo induzido por tor¢cdo do cordao testicular, em
ratos jovens, concluiram que a TCT de 720°, por 3 horas, seguida de destorcéo,
induz a peroxidagéo lipidica significativa e reducao de glutationa dos testiculos e &,
por conseguinte, um modelo valido para estudar os efeitos do estresse oxidativo da

les&o de isquemia / reperfusdo, em ratos (GUIMARAES et al., 2007).
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A FAS ligante € uma glicoproteina que foi isolada em 1994 (SUDA,
NAGATA, 1994). Apresenta atividade indutora de apoptose em células portadoras
da apolipoproteina FAS, em sua membrana celular, iniciando uma série de eventos
que culminardo em apoptose (BREDESEN, MEHLEN, RABIZADEH, 2004),
exercendo efeitos antitumorais, assim como regulando autoimunidade. Varios
achados, no entanto, mostram que a sinalizacdo FAS — FAS ligante, em situacdes
especificas, esta implicada em ativacao celular, diferenciacdo e proliferacdo em via
contraria a apoptose, fornecendo privilégios imunoloégicos ao tumor. Estudos
experimentais tém sido utilizados para desvendar tais eventos, demonstrando alta
complexidade no mecanismo envolvido (STRASSER, JOST, NAGATA, 2009).

A apoptose é um tipo de morte celular com morfologia relativamente
uniforme, muito embora ocorra em diferentes situacfes, desde resposta a injuria,
renovacgao tecidual fisiolégica ou frente a mutagdes celulares. O termo “morte
celular programada” foi sugerido pela primeira vez por Lockshin e Williams, em
1964, a partir da observacdo da morte regular de células de insetos. Em 1972, o
termo “apoptose” (do grego Apo= fora e ptosis= cair) foi utilizado pela primeira vez,
por Kerr, para descrever o processo (BREDESEN, MEHLEN, RABIZADEH, 2004).

E caracterizada por alteracdes morfologicas distintas no nucleo e no
citoplasma, clivagem da cromatina em locais regularmente espagados e clivagem
endonucleolitica do DNA gendmico em sitios internucleossémicos. Esse modo de
morte celular serve como equilibrio para a mitose no controle do tamanho dos
tecidos animais e mediacdo dos problemas associados ao crescimento tumoral
(GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 2007).

Diversos sédo os fatores que podem desencadear a apoptose, entre eles:
ligacdo de moléculas a receptores de membrana, agentes quimioterapicos,
radiacdo ionizante, danos no DNA, choque térmico, deprivacdo de fatores de
crescimento, baixa quantidade de nutrientes e niveis aumentados de EROS
(HENGARTNER, 2000). A ativacdo da apoptose pode ser iniciada de duas
maneiras diferentes: pela via intrinseca (mitocondrial) e pela via extrinseca
(citoplasmatica). A via extrinseca € iniciada pela ativacdo dos receptores de
membrana da superfamilia TNF (Tumor Necrosis Factor), como, por exemplo, FAS.
Quando ativadas, geralmente pela acdo de ligantes especificos, como FASL,
ocorre a trimerizagao do receptor (também chamados de “receptores de morte”), o
que, por sua vez, possibilita a ligagdo de uma molécula de FADD (“‘FAS
ASSOCIATED DEATH DOMAIN”) na regido citoplasmatica desse receptor, FADD,
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entdo, recruta a procaspase-8, através dos dominios e fatores de morte homologos
entre essas proteinas. A proximidade dos zimégenos promove sua dimerizagédo e
subsequente autocatalise, levando a ativacdo da caspase 8 (BOATRIGHT et al.,
2003). A caspase-8 ativada ira levar a ativacado das caspases efetuadoras 7 e 10
que irdo desmontar a estrutura celular. Mais que isso, a caspase-8 pode também
ativar as proteinas pro-apoptéticas da familia Bcl2, em especial, Bid e Bim,
levando, assim, a ocorréncia de MOMP (“Mitocondrial Outer Membrane
Permeabilization”) e, consequentemente, a liberagdo de proteinas pro-apoptoticas
pela mitocondria. Devido a isso, a via extrinseca € também chamada de via de
amplificac@o de sinal, ja que contribui para a ativagdo da via mitocondrial de morte
(ADAMS, 2003).

O sistema FAS era originalmente caracterizado como sendo um mecanismo
chave para inducdo de apoptose em células imunes (KRAMMER et al., 1991). O
testiculo é um 6rgdo imune privilegiado, que expressa FAS, e sabe-se que, na
morte de células espermatogénicas, geralmente ocorre uma interacdo direta entre
células de Sertoli que expressam FASL e células germinativas que expressam
FAS, levando assim a eliminacdo das células germinativas feridas, por apoptose
(XU et al, 1999).

A sinalizacdo do sistema FAS ocorre através da interacdo da proteina FAS
(CD95, APO-1) e FAS ligante (FASL, CD95L, APO-1L) (KRAMMER et al., 1991).
No testiculo, o sistema FAS desempenha um papel na apoptose de células
germinativas, apos isquemia / reperfusdo, estresse e exposi¢do do testiculo a
agentes toxicos (KOJI, HISHIKAWA, 2003; BOEKELHEIDE, 2005).

Em um estudo, em ratos, utilizando substancias toxicas que alvejam
seletivamente as células de Sertoli, mono-2-etilhexilftalato (MEHP) e 2,5
hexanodiona (2,5 HD), para estudar a apoptose em células germinativas
testiculares, demonstrou-se inicialmente que a expressdo FASL se localiza nas
células de Sertoli e a expressdao FAS nas células germinativas, e que apos
exposicao foi identificado um aumento da regulacdo FASL em ambos os modelos
toxicos, sugerindo uma ativacdo endogena da via mediada por FAS, resultante a
partir de células de Sertoli feridas, concluindo que, em estado normal, as células de
Sertoli expressam FASL sinalizando parte das células germinativas FAS positiva,
limitando o tamanho da producéo de células germinativas que pode suportar. Apos

les&o, as células de Sertoli aumentam a expressdo FASL para chegar a um novo
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estado de equilibrio, que corresponde a capacidade reduzida de suporte das
células de Sertoli disfuncionais com menos células germinativas (LEE et al, 1997).

Em um estudo envolvendo o FAS e FAS ligante na apoptose de células
germinativas testiculares por zearalenona (ZEA), em ratos, os autores concluiram
gue a exposicado aguda de uma micotoxina estrogénica néo esteroide (ZEA) induziu
a apoptose em células germinativas de ratos machos e que essa toxicidade é
parcialmente mediada através da modulacédo do sistema FAS e FASL. No entanto,
enguanto um namero maximo de células apoptoéticas e um pico na expressao FAS
foram observados as 12 horas, 0s niveis da expressdo FASL aumentaram de forma
tempo dependente (JEE et al, 2010).

Em um estudo analisando o possivel envolvimento do FAS e FASL, na
inducdo de apoptose de células germinativas em testiculos normais e isquemia /
reperfusdo por clampeamento da artéria e veia testicular do testiculo esquerdo,
com pinga vascular por 60 minutos e apos reperfusao por pontos de tempo (0, 12,
24 e 48 horas) em camundongos adultos machos pesando 30-40g, a apoptose foi
avaliada pelo método de Tunel e pela eletroforese, em gel de DNA, e as proteinas
FAS e FASL foram analisadas por Western blotting e imuno-histoquimica. A
apoptose de células germinativas foi identificada no testiculo normal,
especialmente em torno dos estagios Xl e Xll, enquanto a expressdo de FAS e
FASL foi largamente confinada as células de Leydig e Sertoli, respectivamente. No
entanto, nos testiculos reperfundidos, apos lhora de isquemia, um elevado namero
de células Tunel positivas foram identificadas, em paralelo com o aumento de FAS
positiva, em células germinativas (com pico as 24 horas), enquanto a expressao
FASL, em células de Sertoli, foi quase constante, independente do avanco da
reperfusdo, parecendo estar ligeiramente elevada, em 24 horas. Além disso, a
injecdo de anticorpo anti-FAS, que bloqueia a interacdo entre FAS e FASL, inibiu a
apoptose, como indicado pelo nimero reduzido de células tunel positivas, com
excecdo da apoptose em estagios Xl e XIl, indicando que o sistema FAS / FASL
medeia a apoptose de células espermatogénicas nos testiculos feridos, mas nédo a
apoptose espontanea, no testiculo normal (KOJI et al., 2001).

Em um estudo para quantificar a expressdo FASL, utilizando azoximetano
gue induz estresse oxidativo em mucosa gastrica de ratos Wistar, a proteina FASL
foi analisada por método imuno-histoquimico, evidenciando aumento de sua

expressédo, 3h apos a administracdo do azoximetano (KANOMATA, 2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Jee%2BY%5bauth%5d
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3 OBJETIVO

Avaliar a expressdo imuno-histoquimica de FAS ligante em testiculos
ipsilateral e contralateral de ratos submetidos a isquemia / reperfusédo, por torcéo

do cordao testicular unilateral.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Aprovacéo

O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pela Comissdo de ética, no
uso de animais, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), sob
protocolo numero 317/2011, de acordo com 0s principios éticos adotados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal, com a legislacéo
vigente e demais disposicbes da Etica em Investigacdo que envolve diretamente os

animais (certificado no anexo).

4.2 Amostra

Foram utilizados 21 ratos (Rattus norvegicus albinus), da linhagem Wistar,
machos, com peso médio de 280 + 20 gramas, com idade de 70 dias, oriundos do
Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Os animais foram alojados em salas exclusivas com ambiente adaptado as
necessidades da espécie e o0s procedimentos experimentais realizados no
laboratério de Cirurgia Experimental do Programa de Pds-Graduagcédo em Saude e
Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste.

Os animais foram mantidos no biotério de experimentacdo por sete dias
prévios aos procedimentos, para observacao e adaptacao e, durante esse periodo,
receberam racdo balanceada prépria para a espécie, 4gua a vontade, tendo ainda
permanecido alojados em gaiolas de polipropileno com tampa em arame perfilado
zincado (malha 0,7 cm), com medidas de 41x31x16 cm, com o maximo de cinco
animais por gaiola, em condi¢des de iluminagao controlada (323 lumens por metro
quadrado), com luz, das 6 as 18 horas, e escuriddo, das 18 as 6 horas, além de
temperatura estavel (24 + 1°C), mantida por ar condicionado, com umidade relativa
do ar entre 50 e 70%, controlada por termo-higrémetro, higienizacdo diéria e ruidos

controlados.
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4.3 Distribuicao dos Grupos

Aleatoriamente, os animais foram distribuidos em: Grupo C (n=5), Grupo |
(n=8) e Grupo R (n=8), segundo o tipo de procedimento experimental (figura 1).

Grupo C (n=5) - animais submetidos a orquiectomia bilateral sem isquemia.

Grupo | (n=8) - animais submetidos a isquemia testicular esquerda seguida
de orquiectomia imediata deste testiculo e orquiectomia do testiculo contralateral,
apos 24 horas.

Grupo R(n=8) — animais submetidos a isquemia e reperfusdo do testiculo
esquerdo e orquiectomia bilateral, ap6s 24 horas.

Os grupos foram subdivididos em subgrupos, conforme o lado do testiculo:

D — direito (contralateral);

E — esquerdo (ipsilateral).

Ratos
(n=21)
| |
Grupo Cln=5) Grupol (n=8) Grupo R{n=8)
anestesia + Isquemia=3horas Isguemia=3horas
orquiectomia bilateral sfreperfusac reperfusdo=24 horas
subgrupo subgrupo subgrupo subgrupo subgrupo subgrupo
CD (n=59) CE (n=3) D {n=8) IE (n=8) RD (n=8) RE (n=8)
controle controle contralateral isguermia contralateral Isgquemia +
testiculos testiculos tEF'T"F'-'":'S testiculos testiculos reperfusdo
direitos esguerdos direitos Bsquerdos direitos testiculos
esguerdos

Figura 1 - Esquema de distribuicdo dos animais nos diferentes grupos e subgrupos.
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4.4 Procedimentos

4.4.1 Anestesia e analgesia

Os animais foram identificados mediante marcacdo na cauda, conforme
cada grupo. Foram, entdo, pesados em balanca e anestesiados com injecéo
intramuscular de cloridrato de quetamina, na dose de 0,5 mg por 100 g de peso, e
cloridrato de xilazina, na dose de 0,2 mg por 100 g de peso. Apos ter sido
constatada a perda da reacéo por estimulos mecanicos, com a perda dos reflexos
de endireitamento e perda de reflexo corneo-palpebral, foi realizado o
procedimento operatorio.

Foi administrado sulfato de morfina, na dose de 0,5 mg / animal, por via

subcutanea, para analgesia.

4.4.2 Procedimento operatdério

Os animais foram submetidos a raspagem dos pelos e posicionados em
decubito dorsal horizontal com exposicdo do escroto. Em seguida, procedeu-se a
antissepsia da regido escrotal, em solucdo de polivinilpirrolidona-iodo a 10%, e
colocacdo de campo operatério fenestrado esterilizado. Utilizando-se material de
pequena cirurgia, realizou-se incisdo escrotal longitudinal mediana de 20 mm de
extensdo, com bisturi lamina 15 e o procedimento foi realizado conforme o grupo
sorteado.

Grupo C (controle): realizada abertura da tunica vaginal esquerda e direita,
com exposicdo de ambos os testiculos (sem tor¢cdo), seguida de orquiectomia
bilateral.

Grupo | (isquemia): realizada abertura da tunica vaginal esquerda, com
exposicdo do testiculo esquerdo, sendo o seu corddo torcido por duas voltas
completas (720°), com rotagdo do testiculo em sentido horario. O corddo do
testiculo esquerdo foi mantido torcido, com o testiculo envolvido em gaze
umedecida em solug¢do salina isotdnica a 0,9%, por um periodo de 3 horas. A
seguir, foi realizada a orquiectomia esquerda, sem a destor¢cdo do corddo, com

clampeamento do seu cordao testicular com duas pin¢cas hemostéticas e seccéo,
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entre pincas, com lamina de bisturi 15; o coto proximal do corddo foi ligado e o
escroto suturado em plano Unico com pontos simples de fio mononylon 4.0.

Grupo R (reperfusdo): realizada abertura da tunica vaginal esquerda com
exposicao do testiculo esquerdo, sendo o seu corddo torcido por duas voltas
completas (720°), com rotacdo do testiculo em sentido horario. O corddo do
testiculo esquerdo foi mantido torcido com o testiculo envolvido em gaze
umedecida em solucao salina isotbnica a 0,9%, por periodo de 3 horas. A seguir,
foi realizada a destorcdo completa do cordao testicular no sentido anti-horario,
aguardada a melhora da coloragdo testicular (viavel), sendo esse cordado
reposicionado na bolsa testicular, em sua posicao anatébmica habitual, e o escroto

suturado em plano unico, com pontos simples de fio mononylon 4.0 (Figura 2).

Figura 2 - A) Exposicao do testiculo esquerdo; B) Tor¢éo do cordéo testicular esquerdo a 720°; C)
Destorcéo do cordéo testicular esquerdo; D) Sutura do escroto.
Fonte: O autor (2012).
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4.4.3 Observacao pos-operatoria

Os animais do grupo | e R, ap0s recuperacdo anestésica, foram alojados
individualmente em gaiolas de polipropileno e permaneceram em observacao
clinica, por 24 horas, com livre acesso a racdo e agua, em salas exclusivas, no
biotério.

Concluidas as 24 horas de observagcdo, os animais dos dois grupos
receberam anestesia similar a do ato operatorio, a sutura escrotal foi desfeita e a

ablacao cirargica dos testiculos remanescentes realizada (Figura 3).

Figura 3 - A) Testiculo esquerdo (ipsilateral) 24 h (GR); B) Exposicao dos testiculos (24h) GR.
Fonte: O autor (2012).

A eutanasia dos animais foi obtida pela injecdo intraperitoneal de tiopental
sédico, na dose de 10 mg por 100 gramas de peso corporal.

Todas as pecas anatbmicas (testiculos) deste estudo, logo apdés serem
retiradas, receberam uma incisdo na tunica albuginea, na borda anterior,
estendendo-se da extremidade superior a inferior, com exposi¢do do parénquima e
foram imersas em frascos individuais, com formol tamponado a 10%, identificadas
por grupo e subgrupo, e encaminhadas ao laboratério de anatomopatologia

Screenlab®, para processamento histotécnico, até o dia seguinte.

4.4.4 Preparo de blocos e laminas
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Recebidas em formalina e, apos 12 horas de fixagdo, as pecas cirargicas
foram processadas no processador de tecidos modelo PT mono 2000, marca Lupe,
em alcool, xileno e parafina, sucessivamente, por 12 horas, e, posteriormente,
emblocadas em parafina para serem submetidas a cortes histolégicos.

Os blocos de parafina foram submetidos a diérese, com micrétomo rotativo
tipo Minot, marca Microm, modelo HM 315, em corte interessando o maior eixo,
com 3 micrometros de espessura. Os cortes histologicos foram afixados em

laminas de vidro, com carga eletrostatica, para imuno-histoquimica.

4.4.5 Imuno-histoguimica

O processamento imuno-histoquimico (técnica avidin-biotin complex, ABC)
foi realizado no laboratério Screenlab®, com a utilizacao de anticorpo primario anti-
FAS ligante (epitopo terminacdo — N20, Santa Cruz®, produto SC834, lote A1812,
diluicdo 1:100), anticorpo secundario Dako LSAB® (produto K0609, lote 10055833)
e revelador de cor DAB (diamino + benzidina) Dako® (produto K3468, lote
10029914, diluicdo 1:10), com imunopositividade da expressdo do biomarcador
anti-FAS ligante, na coloragdo marrom.

As figuras a seguir representam as diferencas na expressdo de FASL nas

células de Sertoli encontradas no experimento:

Figura 4 — Fotomicrografia de tdbulos seminiferos, aumento de 400x, mostrando células de
Sertoli com expressédo fortemente positiva de FASL, na coloracdo marrom.



Figura 5 — Fotomicrografia de tdbulos seminiferos, aumento de 400x, mostrando células de Sertoli
com expressédo fracamente positiva de FASL (GC).

4.4.6 Captura de imagem da microscopia

Foi utilizado, para leitura das laminas, o microscépio LEICA, modelo DM
500, com dupla cabeca, acoplado com camera digital LEICA ICC 50 HD, com LAS
software version 4.0.0, 2011, com conex&o ao notebook Dell XPS/M13 GHz, 3582
MB Ram e sistema operacional Microsoft Windows Vista® Ultimate.

4.4.7 Quantificacdo da imuno-histoquimica

Foram selecionados 40 tubulos seminiferos, por lamina, previamente
marcados com o software, para evitar dupla contagem. Processou-se a contagem
das células de Sertoli com objetiva de 40x, identificando-se aquelas com

imunoexpressao fortemente positiva para o FAS ligante (Figura 4).

4.4.8 Andlise estatistica e metodologia
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Os resultados obtidos foram analisados, preliminarmente, de forma
descritiva, obtendo-se média, desvio-padréo e intervalo de confianca de 95%, para
cada um dos grupos experimentais.

O tipo de distribuicdo amostral dos dados foi, entdo, determinado pelo teste
de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, para que fosse possivel decidir qual o
teste estatistico mais adequado a cada analise.

Em seguida, os lados esquerdo e direito foram comparados para cada grupo
experimental, utilizando-se o teste “t” de Student bicaudal, com dados pareados.

As comparagbes entre os diferentes procedimentos (controle, isquemia e
reperfusdo), para um mesmo lado, foram realizadas pela analise de variancia com
um fator (one-way ANOVA). Para determinacdo de quais grupos, apresentavam
diferencas, a andlise de variancia foi complementada com o teste de Tukey.

Os calculos foram realizados com o auxilio do programa GraphPad Prism
versdo 5.0. Todos os testes estatisticos foram realizados com nivel de significancia
(o) de 5%.

As diferencas significantes foram assinaladas com um asterisco.

O desvio padrao foi informado apenas como ilustrativo.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos no experimento sdo apresentados nas Tabelas de

ndimero 1 a 4.

Tabelal - Contagem de células de Sertoli que expressaram FAS ligante no Grupo
C (controle) - 2012

Animal Esquerdo Direito

1 44 41

2 43 79

3 82 40

4 47 118

5 85 41
Média 60,2 63,8
Desvio-padrao 21,4 34,6
Intervalo de confianca de 95% 33,7a86,7 20,9 a 106,7

Tabela 2 - Contagem de células de Sertoli que expressaram FAS ligante no Grupo |

(isquemia) - 2012

Animal Esquerdo Direito
1 123 42
2 45 43
3 43 121
4 125 47
5 84 82
6 124 123
7 81 45
8 85 47
Média 88,8 68,8
Desvio-padréao 33,5 35,3

Intervalo de confianca de 95% 60,8 a2 116,7 39,2a98,3
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Tabela 3 - Contagem de células de Sertoli que expressaram FAS ligante no Grupo R
(reperfuséo) - 2012

Animal Esquerdo Direito
1 83 364
2 124 371
3 159 391
4 121 331
5 163 383
6 168 444
7 119 445
8 145 525
Média 135,3 406,8
Desvio-padrao 28,9 61,5
Intervalo de confianga de 95% 111,1 a 159,4 366,3 a 458,2

Tabela 4 — Contagem média de células de Sertoli que expressaram FAS ligante nos
grupos controle, isquemia e reperfusao — 2012

Testiculos
Grupo
Ipsilateral Contralateral P
Controle 60,2 + 21,42 63,8 + 34,6° 0,880
Isquemia 88,8 + 33,5 68,8 + 35,3 0,305
Reperfuséo 135,3 + 28,9° 406,8 + 61,5 <0,0001*

p referente a comparacgao da expressdo de FASL entre os testiculos ipsilateral e contralateral;
a p>0,05 em relagdo ao grupo isquemia;

b p<0,05 em relacdo aos grupos controle e isquemia;

¢ p>0,05 em relacdo ao grupo isquemia,

d p<0,0001 em relag&o aos grupos controle e isquemia

Ipsilateral =C, | >R p = 0,0008 (ANOVA)
Contralateral =C, | >R p < 0,0001 (ANOVA)
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A Figura 6 apresenta a média e desvio-padrdo dos resultados.

3 Lado esquerdo
Lado direito

Numero de células

1k
100 ey _A_]:_ T
~ \
I\ N\

Controle Isquemia Reperfusdo

Grupos experimentais

Figura 6 - Contagem média de células de Sertoli que expressaram
FAS ligante, de acordo com cada lado e grupo
experimental.

O teste de normalidade indicou uma distribuicdo gaussiana (paramétrica) do

universo amostral, o que autorizava 0 uso de testes estatisticos paramétricos.

5.1 Comparacdao entre lados esquerdo e direito

O grupo controle apresentou igualdade estatistica (p=0,880) entre a
contagem celular dos lados esquerdo (60,2 + 21,4) e direito (63,8 = 34,6). O
mesmo foi observado no grupo no qual foi realizada a isquemia tecidual (p=0,305),
com lados esquerdos e direito estatisticamente semelhantes (88,8 + 33,5 e 68,8 +
35,3, respectivamente).

No grupo em que ocorreu reperfusdo, entretanto, houve diferenca
significante entre os lados (p<0,0001), com menor nimero de células de Sertoli que
expressaram FAS ligante no lado esquerdo (135,3 + 28,9) do que no direito (406,8
+61,5).

5.2 Comparacao entre procedimentos no lado esquerdo

A Figura 7 apresenta a média e desvio-padrao dos resultados obtidos para a
contagem média de células de Sertoli, que expressaram FAS ligante, no testiculo

esquerdo dos diferentes grupos experimentais.
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Figura 7 - Contagem média de células de Sertoli que expressaram FAS
ligante no testiculo esquerdo dos diferentes grupos.

O resultado da analise estatistica acusou a presenca de diferencas
significantes entre os procedimentos testados (p=0,0008).

O teste complementar de Tukey revelou que os grupos “controle” e
‘isquemia” eram semelhantes (p>0,05), sendo que as diferengcas detectadas

concentravam-se no grupo “reperfusdo” (p<0,05).

5.3 Comparacgéo entre procedimentos no lado direito

A Figura 8 apresenta a média e desvio-padréo dos resultados obtidos para a
contagem média de células de Sertoli que expressaram FAS ligante no testiculo

direito dos diferentes grupos experimentais.
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Figura 8 - Contagem média de células de Sertoli que expressaram FAS ligante
no testiculo direito dos diferentes grupos.

Procedimento similar foi adotado no lado direito, no qual foram detectadas
diferencas entre os tratamentos experimentais (p<0,0001).

O teste complementar de Tukey revelou que os grupos “controle” e
‘isquemia” eram semelhantes (p>0,05), sendo que as diferengcas detectadas

concentravam-se no grupo “reperfusdo” (p<0,0001).
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6 DISCUSSAO

O assunto torcdo do cordado testicular vem sendo largamente pesquisado
sob diversas perspectivas como o efeito da isquemia sobre o parénquima testicular,
e o fendmeno de isquemia / reperfusdo (TURNER, 1985), ativacdo da apoptose
como potencial influéncia na extensdo da lesdo tecidual (TURNER et al., 1997),
envolvimento do sistema FAS, na inducdo da apoptose em células germinativas
(KOJI et al., 2001), o dano sobre o testiculo contralateral (COSENTINO et al.,1985)
e 0s meios de se evitar ou diminuir os efeitos da torcdo. A metodologia diversa dos
estudos tem como consequéncia resultados variados e divergentes.

Neste estudo, foi escolhido, como modelo animal, o rato da linhagem Wistar,
por ser uma das mais utilizadas em experimentos de TCT, sendo considerado um
animal décil, com baixo custo, de facil manipulacdo e condi¢cdes de alojamento e
por sua disponibilidade no biotério da UFMS.

Foram utilizados ratos com idade de 70 dias e peso de 280 + 20 gramas,
devido a espermatogénese normal ocorrer apenas em ratos com mais de 45 dias
ou 130 gramas de peso (BECKER; PRILLAMAN; TURNER, 1997) e existirem
diferencas hormonais, metabdlicas e vasomotoras (SABA et al., 1997) relacionadas
com a idade e o peso do rato, que podem ser, em parte, responsaveis pelos
resultados conflitantes descritos na literatura.

A abordagem testicular foi por incisdo escrotal (COSENTINO et al., 1986;
BECKER, PRILLAMAN, TURNER, 1997; ERGUR et al., 2008), devido se tratar de
acesso rapido para o conteudo escrotal e menor risco de morbidade e por manter
integra a cavidade peritoneal. Turner et al. (1985) utilizaram incisdo abdominal
mediana baixa e Saba et al. (1997) utilizaram incisdo paramediana.

Baseado na literatura que apresenta os seguintes modelos de oclusado do
corddo testicular: torcdo de 720°, clampeamento transversal e ligadura dos
elementos do corddo, optou-se, neste estudo, por TCT de 720° pois simula,
experimentalmente, a fisiologia da torcdo do corddo em humanos, com ocluséo
inicial do retorno venoso, edema, ruptura com hemorragia intersticial e posterior
oclusdo arterial e com isquemia finalmente (COSENTINO et al., 1986;
GUIMARAES et al., 2002; PALMER, PLZAK, CROMIE, 1997) e, também, devido a
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um estudo utilizando ratos submetidos a TCT de 720°, por 3 horas, seguida de
destorcao, induzir estresse oxidativo (GUIMARAES et al., 2007).

Em relacdo ao grau de TCT que pode levar a lesdo testicular, existem
estudos que mostraram que, ap6s a torcdo de 720°, ocorreu fluxo sanguineo
residual, variando entre 0% (TURNER, 1985), 8,8% (BECKER et al., 1997) e 38,3%
(PALMER, PLZAK, CROMIE, 1997) e atingindo, apés a destorcdo, valores
estatisticamente semelhantes ao fluxo sanguineo pré-tor¢cédo, variando de 24 horas
(TURNER, 1985) e, apdés 30 dias (BECKER et al., 1997; PALMER, PLZAK,
CROMIE,1997), fato esse que pode tentar explicar a lesdo no testiculo
contralateral.

A maioria dos trabalhos mostrou leséo testicular ipsilateral, com periodo de
torcdo, variando entre uma e quatro horas (TURNER et al., 1993; GUIMARAES et
al., 2002; PRILLAMAN, TURMER, 1997; BOZLU et al., 2004; ERGUR et al., 2008;
COSENTINO et al., 1985; PALMER, PLZAK, CROMIE, 1997). Alteracbes
patolégicas no testiculo contralateral foram dependentes da duracédo (0, 1, 3,5,9 e
12 h) da torcao do cordéo testicular (COSENTINO et al., 1985).

Empregou-se, neste estudo, periodo de isquemia de 3 horas, conforme
estudo, utilizando azoximetano que induz a estresse oxidativo em ratos,
demonstrar aumento da expressdo de FAS ligante apdés 3 horas de sua
administracdo (KANOMATA, 2011).

No presente estudo, os animais foram submetidos a eutanasia 24 horas
apos o término da isquemia, ou seja, 24 horas de reperfusdo no GR, devido a
estudos demonstrarem aumento dos niveis de FASL, nesse periodo (KOJI et al.,
2001; JEE et al., 2010).

Confirmou-se, neste estudo, que a expressdo de FASL se localiza nas
células de Sertoli, ocorrendo em testiculos de ratos adultos normais (GC) e
submetidos a estresse oxidativo (Gl) e (GR), estando de acordo com estudos
anteriores (XU et al., 1999; LEE et al., 1997; KOJI et al., 2001; JEE et al., 2010).

A maioria dos trabalhos revisados, na literatura, que estudaram a expressao
de FASL em ratos, utiliza substancias toxicas, como, MEHP e 2,5HD (LEE et al.,
1997), zearalenona (JEE et al.,, 2010) e azoximetano (KANOMATA, 2011),
diferentemente deste trabalho no qual se estudou a expressao de FASL, através da
inducéo do fendmeno de isquemia / reperfusdo por tor¢cdo / destor¢cdo do cordao

testicular, em ratos. Observou-se que tanto o estresse oxidativo provocado por
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substancias toxicas como o método utilizado neste estudo induziram ao aumento
da expresséo de FASL.

Kanomata (2011) evidenciou aumento da expressdo de FASL em mucosa
gastrica de ratos Wistar, 3 horas apds a administracdo de azoximetano (estresse
oxidativo), fato esse nao identificado no presente estud, que utilizou 3 horas de
isquemia exclusiva (Gl), demonstrando que a isquemia por si s6, provavelmente,
nao tem a capacidade de induzir ao estresse oxidativo e, como consequéncia,
aumentar a expressao de FASL em testiculos de ratos, podendo os motivos para
tais resultados serem tanto a utilizag&do de tecidos-alvo diferentes, que respondem
de maneira diversa a agressfes, quanto ao método variado de indugéo de estresse
oxidativo, utilizado em ambos os estudos.

Jee et al. (2010) estudaram a expressao de FASL em testiculos de ratos, por
pontos de tempo (3, 6, 12, 24 e 48 horas), apés administracdo de zearalenona, e
identificaram aumento estavel da expresséo de FASL até 48 horas.

Koji et al. (2001), em um estudo com ratos utilizando clampeamento da
artéria e veia testiculares por grampos vasculares por 60 minutos e reperfusdo por
pontos de tempo (0, 12, 24 e 48 horas), identificaram células de Sertoli positivas
para FASL em qualquer ponto de tempo, com ligeira elevacdo as 24 horas de
reperfuséo.

Diferentemente dos estudos citados acima, que utilizaram varios pontos de
tempo apds a agressao testicular, substancias toxicas e periodo de isquemia de
apenas 1 hora por clampeamento, seguida de reperfusdo para avaliar a expressao
de FASL, o presente estudo utilizou torcdo do cordao testicular de 720°, por 3
horas, conforme Guimarées et al. (2007), e a quantificacdo da expressao de FASL
ocorreu apenas em dois pontos de tempo: 3 horas de isquemia exclusiva (GIE) e
24 horas nos demais subgrupos, identificando um aumento significante da
expressao de FASL, apenas com 24 horas de reperfusdo (GR), levando-se a crer
gue se poderia ter utilizado no presente estudo varios pontos de tempo para obter
uma melhor avaliagcdo do comportamento da expressao de FASL, ao longo do
tempo de reperfusdo, e sabendo, ainda, que se necessitaria de um maior nimero
de animais e que o periodo de 3 horas de isquemia exclusiva néo foi capaz de
aumentar a expressao de FASL, mas que apdés o periodo de reperfusado (24 horas)
ocorreu um aumento significante da expressao FASL, pelas células de Sertoli, e
que esse periodo de isquemia de 3 horas, seguida de reperfusdo, parece ser mais

eficaz na inducdo de um estresse oxidativo capaz de aumentar significativamente a
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expressdo de FASL, que o estudo de Koji et al. (2001), tendo conhecimento de
antemao que quanto maior o periodo de isquemia maior seréd a extenséo da lesédo
testicular (TURNER et al.,1985) e que essa agressao podera ser intensificada pela
reperfusdo e apoptose mediada pela FASL (TURNER et al., 1997; LEE et al.,1997).

Desses trabalhos, apenas o de Lee et al (1997), utilizando MEHP e 2,5 HD,
que sdo agentes toxicos para as células de Sertoli, identificou aumento significante
da expressdo de FASL, apOs exposicdo, demonstrando que, provavelmente, as
células de Sertoli disfuncionais aumentaram a expressao de FASL para facilitar a
eliminacdo das células germinativas que ela ndo tem capacidade de suportar,
levando, assim, a um novo estado de equilibrio, conclusdo essa que pode sugerir
que a TCT de 720° por 3 horas, seguida de destorcdo de 24 horas, método
utilizado no presente estudo, pode também induzir & agresséo as células de Sertoli.

Em relacdo ao método de inducédo do fendmeno isquemia / reperfusdo, Koji
et al. (2001) utilizaram clampeamento dos elementos do corddo; no entanto;
Cosentino et al. (1986), Palmer, Plzak e Cromie (1997) mostraram que TCT e o seu
clampeamento produzem efeitos fisiolégicos distintos, devido ao fluxo sanguineo
residual ser maior na TCT, podendo ser também uma das explicacdes da diferenca
nos resultados encontrados.

O interessante foi que comparando testiculos esquerdo e direito do mesmo
grupo, utilizando o teste “t” de student bicaudal com dados pareados, observou-se
igualdade estatistica no GC e Gl; contudo, no GR, houve aumento estatisticamente
significante da expresséo de FASL, no GRD, mostrando que a reperfusédo agrava o
dano tecidual no GR e que a orquiectomia pode proteger o testiculo contralateral
no Gl, conforme descrito por Cosentino et al. (1985), fato esse néo observado por
Koji et al. (2001), que utilizaram o testiculo contralateral apenas como controle e
nao utilizaram grupo isquemia exclusiva.

O esperado era que houvesse maior numero de células de Sertoli que
expressam FASL, nos testiculos ipsilaterais do GR; no entanto, este trabalho
experimental demonstrou importante aumento do namero de células de Sertoli que
expressam FASL, nos testiculos contralaterais do GR, alertando-nos da
possibilidade da reperfusdo em conjunto com o aumento da expressao de FASL
ser a causa do dano nesses testiculos, mas necessitamos de mais pesquisas para
confirmar e justificar esses resultados. Confirmando esses resultados em outros
estudos, esta pode vir a ser mais uma teoria para explicar a lesdo no testiculo

contralateral.
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Mais estudos sé@o necessérios para elucidar qual o momento certo para se
intervir, mantendo ou ndo o testiculo que sofreu a torcdo de seu cordao,
protegendo, assim, a espermatogénese do paciente e, com isso, sua capacidade

reprodutiva.
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7 CONCLUSAO

A expressdo de FAS ligante aumentou nos testiculos ipsilateral e
contralateral do grupo reperfusdo, apés 3 horas de isquemia e 24 horas de

reperfusdo, sendo mais significante nos testiculos contralaterais.
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9 APENDICE
Lamina células
expressao de Fas L/ 40 tabulos seminiferos

GC1D 41
GC2D 79
GC3D 40
GC4D 118
GC5D 41
GC1E 44
GC2E 43
GC3E 82
GC4E 47
GCS5E 85
GID1 42
GID2 43
GID3 121
GID4 47
GID5 82
GID6 123
GID7 45
GID8 47
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GIE1 123
GIE2 45
GIE3 43
GIE4 125
GIES 84
GIE6 124
GIE7 81
GIE8 85
GRD1 364
GRD2 371
GRD3 391
GRD4 331
GRD5 383
GRD6 444
GRD7 445
GRDS8 525
GRE1 83
GRE2 123
GRE3 159
GRE4 121
GRES 163
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GRE®6 168
GRE7 119
GRES8 145
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10 ANEXO

MINISTERIC DA EDUCACAC
UNRERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 317 do Pesquisador Peterson
Vieira de Assis, referente ao projeto de pesquisa “Alteracoes
histolégicas, moleculares e de apoptose celular nos testiculos
ipsilateral e contralateral do rato em resposta a torcao testicular
unilateral seguido por destor¢cdo”, esta de acordo com os principios
éticos adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacao Animal (CONCEA), com a legislacdo vigente e
demais disposicbes da ética em investigacdo que envolvem
diretamente os animais e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO

USO DE ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunido de 20 de junho de 2011.

Campo Grande (MS),20 de junho de 2011.
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Coordenadora da CEUA
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