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RESUMO

EFEITOS DO TRATAMENTO COM L-ALANIL-GLUTAMINA SOBRE O ESTRESSE
OXIDATIVO EM RATOS JOVENS SUBMETIDOS A TOR(;AO DO CORDAO
ESPERMATICO. JOAO PAULO DE VASCONCELOS LEITAO. Dissertacdo
(Mestrado). Programa de Pdés-Graduagédo Stricto Sensu em Cirurgia. Orientador:
Prof. Dr. Sérgio Botelho Guimaraes.

O efeito da L-alanil-glutamina foi testado numa situacdo de estresse oxidativo
induzida por um modelo experimental de isquemia/reperfusdo testicular através de
torcdo do corddao espermatico. Oitenta e quatro ratos Wistar jovens foram
distribuidos aleatoriamente em 6 grupos da seguinte forma: Grupo Salina 1h (GSa1)
e Grupo Ala-GIn 1h (GAg1), tendo sido os animais submetidos a 1 hora de isquemia
e 6 horas de reperfusdo, tratados 30 minutos antes da tor¢ao, por via intravenosa,
com solugdo salina e L-alanil-glutamina (0,75g/Kg) respectivamente; Grupo Salina
3h (GSa3) e Grupo Ala-GIn 3h (GAg3), tendo sido os animais submetidos a 3 horas
de isquemia e 6 horas de reperfusao, tratados 30 minutos antes da tor¢ao, por via
intravenosa, com solugdo salina ou L-alanil-glutamina (0,75g/Kg) respectivamente;
cada grupo, constituido por 18 ratos, foi distribuido equitativamente, , em 3
subgrupos (T-0, T-2, T-6), cada um com 6 animais, 0s quais representavam os
tempos de coleta do testiculo, sendo T-0 o tempo maximo de isquemia, T-2 apds 2
horas de reperfusdo e T-6 apds 6 horas de reperfusdo. Dois grupos simulados
(Sham), cada um com 6 animais, mimetizava o procedimento de indugdo de
isquemia por 1 ou 3 horas, seguido de um periodo de pos-trauma de 2 horas, sendo
a coleta realizada neste momento. Foram determinadas as concentracbes das
substéncias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e glutationa reduzida (GSH)
nas amostras de tecido (testiculo) obtidas nos diversos subgrupos. As comparagoes
entre os grupos foram realizadas utilizando-se o teste de Mann-Whitney e Kruskal-
Wallis com comparagdes temporais pelo teste de Dunn. A significancia estatistica foi
com valores de p<0,05. Houve aumento significante das concentragées de GSH, no
testiculo dos ratos submetidos a 1 hora de isquemia seguida de 6 horas reperfuséo,
tratados com L-Ala-GIn em todos os tempos estudados, quando comparados ao
grupo controle; nos animais submetidos a 3 horas de isquemia, demonstrou-se
aumento significativo de GSH no tempo maximo de isquemia e apos 6 horas de
reperfusdo. Houve reducédo significante nas concentragdes de TBARS, no testiculo
dos ratos submetidos a 3 horas de isquemia seguida de reperfusdo, nos animais
tratados L-Ala-GIn no tempo maximo de isquemia e apds 2 horas de reperfusao.
Estes resultados demonstram um efeito protetor que a glutamina exerce no testiculo
durante a isquemia/reperfusdo, mostrando-se eficaz na manutengcdo dos niveis
teciduais de GSH nos dois modelos de tor¢cdo do corddo espermatico, reduzindo a
magnitude do estresse oxidativo e também reduzindo a peroxidacao lipidica nos
animais submetidos a 3 horas de isquemia, até a segunda hora de reperfuséo.

DESCRITORES: Antioxidantes, Glutamina, Testiculo, Ratos, Estresse oxidativo,
Lipideos da membrana celular — peroxidacao, Malonaldeido, Glutationa.



ABSTRACT

EFFECTS OF L-ALANIL-GLUTAMINE TREATMENT UPON OXIDATIVE STRESS
IN YOUN RATS SUBJECTED TO TORSION OF SPERMATIC CORD. JOAO
PAULO DE VASCONCELOS LEITAO. (Essay Master). Post-Graduation Program
(Stricto Sensu) in Surgery. Federal University of Ceara. Professor: Dr. Sérgio Botelho
Guimaraes.

The effect of L-alanil-glutamine was tested in a situation of oxidative stress induced
by torsion of the spermatic cord. Eighty four male young Wistar rats were distributed
randomly in 6 groups: Saline group 1h (GSa1) and Ala-GIin Group 1h (GAg1),
animals of these groups were submitted to 1 hour of ischemia and 6 hours of
reperfusion and were treated 30 minutes before the torsion, by intravenous way, with
saline solution and L-alanil-glutamine (0,75g/Kg) respectively; Saline group 3h
(Gsa3) and Ala-GIn Group 3h (Gag3), animals of these groups were submitted to 3
hours of ischemia and 6 hours of reperfusion, had been treated, 30 minutes before
the torsion, by intravenous way, with saline solution and L-alanil-glutamine
(0,75g/Kg) respectively; each group, consisting of 18 rats, was distributed equitable,
in 3 sub-groups (T-0, T-2, T-6), each one with 6 animals, which represented the times
that testis were colected, being T-0 the maximum time of ischemia, T-2 after 2 hours
of reperfusion and T-6 after 6 hours of reperfusion. Two groups (Sham 1h and Sham
3h) were submitted to sham operation, being the testis colected two hours after
simulated trauma. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and reduced
glutathione levels were assayed in testis. Comparasion between groups were made
using Mann-Whitney e Kruskal-Wallis tests, and temporal comparations were made
using Dunn test. P values of <0,05 were considered to indicate statistical
significance. GSH concentration was significantly increased in testis of the rats
submitted to 1 hour of ischemia, followed by 6 hours of reperfusion, treated with L-
Ala-GIn in all the studied times, when compared with the control group; in the animals
submitted to the 3 hours of ischemia, significant increase of GSH was demonstrated
in the maximum time of ischemia and 6 hours of reperfusion time. Significant
decrease of TBARS levels were seen in rats submitted to 3 hours of ischemia
followed by reperfusion, treated with L-alanil-glutamine, in maximum time of ischemia
and after 6 hours of reperfusion. These results demonstrates that glutamine may play
a role in the maintenance of the tecidual levels of GSH in two models of
ischemia/reperfusion of the testis studied, by an antioxidant effect, and may promote
cell membrane protection during the ischemia (3h)/reperfusion by decreasing lipid
peroxidation.

KEY WORDS: Antioxidants, Glutamine, Testis, Rats, Oxidative stress, Cell
membrane lipids — peroxidation, Malonaldehyde, Glutathione.
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1 INTRODUCAO

A isquemia é definida como uma restricdo do aporte sanguineo a um
determinado 6rgéo, alterando o funcionamento de multiplos sistemas intracelulares,
levando desde alteragbes reversiveis a morte celular. As diversas alteragbes
morfologicas e fisioldgicas causadas pela isquemia tém sido exaustivamente
estudadas em seres humanos e em modelos experimentais (CONTRAN; KUMAR,;
ROBBINS, 1996).

As fisiologia e anatomia dos diferentes tecidos refletem as diferentes
consequéncias metabdlicas e funcionais da isquemia em cada um deles. Ela se faz
presente na fisiopatologia de inumeras doengas nos territérios mais diversos do
organismo, tais como coragéo, cérebro, musculos esqueléticos, trato gastrointestinal,
dentre outros (SEMENZA, 2000).

A torsédo do cordao espermatico € a emergéncia urolégica mais frequente em
jovens (GAUSCHE, 1996). Tem dois picos de incidéncia: um menor, no periodo
neonatal, e um maior, durante a puberdade, apesar de poder ocorrer em qualquer
idade, desde as primeiras semanas de vida intra-uterina (GIANNAKOPOULOS et al.,
1995) até a senilidade (GOMES et al., 2003). A incidéncia é estimada em 1 em 4000
em homens com idade inferior a 25 anos (WILLIAMSON, 1976). Aproximadamente
65% dos casos ocorrem em individuos com idades compreendidas entre os 12 e 18
anos (EDELSBERG, 1988). A incidéncia aumentada durante a adolescéncia é
secundaria ao crescente peso dos testiculos durante o desenvolvimento puberal
(WILLIAMSON, 1976).

Até meados da década de 60, o tratamento cirurgico resultava em perda de
até 90% dos testiculos torcidos (BAKER, 1964). Esses resultados poderiam,
obviamente, ser melhorados com diagnostico e tratamento precoce. Anderson e
Williamson (1986) demonstraram ainda altos indices de perda, totalizando 44% dos
casos, sendo 38% de testiculos invidveis na fase aguda e atrofia do 6rgdo em 6%
dos casos. No Brasil, Souto et al. (1999) verificaram indices de perda ainda maiores

(50%) em 26 jovens atendidos num intervalo de 5 anos (1992 a 1997).



A tor¢cado do cordao espermatico ainda pode ser uma causa importante de
esterilidade entre os homens, sendo confirmada a produgdo anormal de
espermatozoides até 12 anos apos o evento isquémico (ANDERSON;
WILLIAMSON, 1986).

A tor¢ao do cordao espermatico ndo promove precocemente uma obstrugao
total do fluxo sanguineo. De inicio, ocorre obstru¢do da circulagdo venosa do
testiculo, impedindo a drenagem sanguinea da regidao, promovendo gradativamente
um edema que potencializa o efeito estrangulador da tor¢cdo, posteriormente
bloqueando o fluxo arterial a gbnada, resultando em isquemia com sua cascata de
eventos metabdlicos (SKOGLUND; McROBERTS; RADGE, 1970). A partir de entao,
ocorre substituicdo do metabolismo aerdbico pelo anaerdbico, que é ineficaz no
suprimento das demandas energéticas teciduais, resultando num comprometimento

dos processos biologicos que necessitam de energia (GRACE, 1994).

Se, por um lado, essa restauracéo do fluxo sanguineo €, em geral, necessaria
para se recuperar a fungao celular normal, por outro lado, a re-introdugéo do sangue
oxigenado nos tecidos isquémicos pode desencadear lesbes teciduais ainda mais
intensas do que as provocadas pela isquemia "per se". Esse agravamento das
lesbes teciduais foi chamado de "paradoxo do oxigénio" (FRANCISCO NETO, 2005).
McCord propbs que o0 mecanismo responsavel por esse agravamento seria a
geracdo de radicais livres de oxigénio consequente a re-introdugdo de oxigénio
molecular (McCORD, 1985). Sabe-se que radicais livres sdo gerados na isquemia e
reperfusdo (FRANCISCO NETO, 2005) em um cenario de reagdes de oxido-redugao
(FERREIRA; MATSUBARA 1997).

Como ocorre em outros tecidos submetidos a isquemia/reperfusao, o testiculo
sofre com o componente isquémico do evento, seguido de lesdo adicional durante o
periodo de reperfusdo, sendo o dano celular provocado pelo somatério de efeitos
deletérios de ambos os momentos (AKGUR; KILINC; ATUG, 1993). A lesdo
isquémica é provocada pela obstrugcédo do fluxo sanguineo arterial, rico em oxigénio,
e a leséo de reperfusdo instala-se apds a corregao cirurgica e restabelecimento da
circulagdo gonadal (AKGUR; KILINC; ATUG, 1993). Isto decorre da formagéo das

espécies reativas do metabolismo do oxigénio (ERMO) quando o sangue oxigenado



chega ao testiculo isquémico, gerando o agravamento de um ambiente de estresse
oxidativo (PRILLAMAN; TURNER, 1997).

Durante o periodo isquémico ocorre dano ao tecido devido as alteragdes
ibnicas do calcio e da protedlise. Entretanto, quando restabelecida a reperfusao
sanguinea arterial e, por conseguinte, o suprimento de oxigénio aos tecidos, a
oxidagdo da hipoxantina e xantina é processada pela xantixa-oxidase e,
consequentemente, altas proporcdes de radicais livres sdo formados. O mecanismo
de formacao dos radicais livres neste processo € explicado pelo fato da enzima
xantina oxidase utilizar o oxigénio molecular (O2) como um aceptor de elétrons e
desta forma formaria o radical superoxido (Oy) (LEIFERT; JAHANGIRI,
McMURCHIE, 1999).

Radical livre de oxigénio (RLO) refere-se a atomo ou molécula altamente
reativo, que contém ndmero impar de elétrons em sua Ultima camada eletrénica. E
este ndo-emparelhamento de elétrons da ultima camada que confere alta reatividade
a esses atomos ou moléculas (FERREIRA; MATSUBARA 1997). O elétron livre, que
caracteriza o radical livre, pode estar centrado em um atomo de hidrogénio,
oxigénio, nitrogénio, carbono, enxofre ou atomos de metais de transicdo. Na
natureza existem duas importantes substancias que podem gerar radicais livres, o
oxigénio no estado fundamental (O.) e o 6xido nitrico (NO) (ROVER JUNIOR et al.,
2001). Na verdade, radical livre ndo é o termo ideal para designar os agentes
reativos patogénicos, pois alguns deles ndo apresentam elétrons desemparelhados
em sua ultima camada. Como em sua maioria sao derivados do metabolismo do O,
sdo denominados "espécies reativas do metabolismo do oxigénio" (ERMO),
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O oxigénio € um bi-radical (possui dois elétrons livres nos orbitais p
antiligantes), portanto ele reage preferencialmente com moléculas de configuragéo
eletrdbnica semelhante. Como a maioria das biomoléculas ndo s&o bi-radicais,
possuindo grande numero de ligagdes covalentes, o oxigénio fica impedido (por
restricdo de "spin") de reagir com as mesmas, evitando assim que alvos celulares
importantes sejam lesados. No entanto, o oxigénio pode dar origem a diversas

espécies reativas, seja por absor¢gédo de energia ou por transferéncia de elétrons. Na



forma de oxigénio singlete a restricao de "spin" desaparece, conferindo-lhe um maior
poder oxidante (ROVER JUNIOR et al., 2001).

ERMO sado encontradas em todos os sistemas bioldégicos. Em condigdes
fisiolégicas do metabolismo celular aerdbio, o O, sofre reducéo tetravalente, com
aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacdo de H,O. Durante esse
processo sao formados intermediarios reativos, como os radicais superéxido (027),
hidroperoxila (HO;), hidroxila (OH) e o peroxido de hidrogénio (H20)
(COHEN, 1989). O principal problema é que o H»O, atravessa facilmente as
membranas celulares e ao receber mais um elétron, normalmente proveniente do
ferro ou do cobre, origina o radical hidroxila. Este ultimo é, entre as espécies
radicalares conhecidas, uma das mais reativas, pois necessita somente de mais um
elétron para se estabilizar. Estas espécies reativas de oxigénio para se estabilizarem
devem doar ou receber elétrons de uma ou outra molécula, tornando esta ultima
uma espécie também radicalar e a consequiéncia disto € a oxidagao dos fosfolipidios
de membranas celulares e subcelulares, do DNA, e das proteinas (ROVER JUNIOR
et al., 2001).

Ao se estudarem os mecanismos de lesdo oxidativa, progressivamente, tem
sido fortalecida a hipétese de que a acao catalitica dos metais nas reagodes leva a
estas lesdes. O papel dos metais na formacgao in vitro das ERMO é confirmado pelas
reacdes de Fenton e de Haber-Weiss (LEIFERT; JAHANGITI; MCMURCHIE, 1999).
Embora o cobre possa também catalisar a reagcao de Haber-Weiss, o ferro é o metal
pesado mais abundante no organismo e esta biologicamente mais capacitado para
catalisar as reacdes de oxidagcao de biomoléculas. Como pode ser observado a
seqguir, nas reagdes de Fenton e de Haber-Weiss sdo formados diferentes tipos de
ERMO (FERREIRA; MATSUBARA, 1997):

Reacéao de Fenton:
Fe™ + O, > Fe™™  + Oy
20, + 2H" >0, + H0;

Fe™ +H,0, — > Fe*** + OH + OH



Reacao de Haber-Weiss:

Fe'"" +0,” «—»Fe™"+0,

Fe™ +H,0, — 3 Fe™ +OH +OH
O +H,0, _—_, Oy+OH +OH

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das ERMO, porém a
membrana € um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidagéo lipidica, que
acarreta alteragdes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares
(MELO FILHO; HOFFMAN; MENEGHINI, 1983). Conseqlientemente, ha perda da
seletividade na troca ibnica e liberagdo do conteudo de organelas, como as enzimas
hidroliticas dos lisossomos, e formagdo de produtos citotoxicos (como o
malonaldeido), culminando com a morte celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
A lipoperoxidagdo também pode estar associada aos mecanismos de
envelhecimento, de cancer e a exacerbagao da toxicidade de xenobidticos (SHAN;
JONES, 1990). O estresse oxidativo tem sido relacionado a diversas patologias, tais
como o céancer, doengas cardiovasculares e desordens neurolégicas (AMORES-
SANCHEZ; MEDINA, 1999). Assim como na formacéo das ERMO, nem sempre 0s
processos de lipoperoxidagao sao prejudiciais, pois seus produtos sao importantes
na reacdo em cascata a partir do acido aracdénico (formagéo de prostaglandinas) e,
portanto, na resposta inflamatéria. Todavia, o excesso de tais produtos pode ser
lesivo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Mais de 95% do oxigénio consumido
durante o metabolismo aerdbico é utilizado pela respiragdo celular na mitocondria,
para produgdo de energia, sendo os 5% restantes ndo sendo completamente
oxidados em agua, originando ERMO (CLARK, 2002).

A deteccao da lipoperoxidagcdo € uma das evidéncias mais usadas para dar
suporte ao envolvimento de radicais livres em processos biolégicos. E uma reacéo
em cadeia, representada pelas etapas de iniciagdo, propagacdo e terminacgéo
(GUTTERIDGE, 1995).

A reagao de peroxidacao lipidica numa membrana inicia-se quando uma
espécie tem reatividade suficiente para promover o seqtiestro do hidrogénio de um
acido graxo poliinsaturado de um grupo metileno (-CH»-). Tal sequestro pode ser

realizado pelo OH' ou pelo LO" (radical alcoxila), com consequente formacdo do L



(radical lipidico). Na fase de propagacao, o L reage rapidamente com o Oy,
resultando em LOO" (radical peroxila), que, por sua vez, sequestra novo hidrogénio
do acido graxo poliinsaturado, formando novamente o L promovendo um
encadeamento dessas reacdes. O término da lipoperoxidagdo ocorre quando os
radicais (L' e LOO) produzidos nas etapas anteriores propagam-se até a destruigao
de si proprios (GUTTERIDGE, 1995).

A lipoperoxidacdo pode ser catalisada por ions ferro, por conversao de
hidroperoxidos lipidicos (LOOH) em radicais altamente reativos (alcoxila, LO e
peroxila, LOO’), que, por sua vez, iniciam nova cadeia de reagdes, denominada
ramificacdo. Essas reagdes, que podem ser rapidas ou lentas, dependem da
valéncia do ferro. O radical hidroxila (OH’) é freqientemente reconhecido como a

espécie iniciadora e a mais importante da lipoperoxidagao (GUTTERIDGE, 1995).

A concentragao intracelular de espécies reativas de oxigénio €, em condi¢des
normais, extremamente baixa, pelo fato de existirem enzimas antioxidantes, que as
removem ou impedem a sua formacao. Estes radicais tendem a ser eliminados do
organismo através das enzimas glutationa peroxidase, glutadiona redutase,
superoéxido dismutase e catalase (MCCORD; FRIDOVICH, 1969). Enquanto ha um
equilibrio entre os agentes oxidantes e as defesas antioxidantes, a homeostase fica
mantida. Porém, se este balanco for rompido, quer por excessiva producido de
ERMO ou por reducdo das defesas antioxidantes, instala-se o “estresse oxidativo”
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997), restando ao organismo trés possibilidades: 1)
adaptacao por aumento dos sistemas antioxidantes; 2) dano tecidual pela agado dos
radicais livres em seus diversos sitios de lesado; 3) morte celular por necrose ou
apoptose (DROGE, 2002). Como mecanismo de defesa, os mecanismos
antioxidantes atuam em duas diferentes linhas: linha detoxificadora, detoxificando o
agente antes que ele cause lesdo, constituida principalmente pela glutationa
reduzida, vitamina E, superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase; linha
reparadora (repara um dano ja instalado), constituida principalmente pelo acido
ascorbico e pelas enzimas glutationa-redutase e glutationa peroxidase (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997). Existem antioxidantes provenientes da dieta ou elaborados

sinteticamente, como a acetilcisteina, coenzima Q, flavondides, alopurinol, probucol,



vitaminas C e E, betacaroteno, selénio, zinco, dentre outros (BONORDEN; PARIZA,
1994).

A glutationa pode ser considerada um dos agentes mais importantes do
sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra lesdes que resultam
da exposicao a diversos agentes, tais como ions ferro (GALLEANO; PUNTARULO,
1995), oxigénio hiperbarico, ozona, radiagao e luz ultravioleta (DENEKE; FANBURG,
1989). A GSH (glutationa reduzida) ao ser oxidada transforma-se em GSSG
(glutationa oxidada), téxica ao meio intracelular. Os sistemas de defesa antioxidante
sao acionados, reduzindo a GSSG a sua forma inicial GSH através da agao da
enzima glutationa redutase. A relacao ideal GSH/GSSG (100:1) é mantida gracas a
este mecanismo (MEISTER, 1989). O consumo de GSH, em condigdes fisioldgicas,
€ mediado pela intensidade de sua utilizacdo em processos de detoxificacdo. A
exposigcao a agentes oxidantes provenientes do meio externo pode aumentar
significativamente o consumo de GSH, resultando em queda temporaria de seus
niveis intracelulares. Porém, como existe a capacidade de regeneragao das reservas
de GSH em grande parte das células, a concentragao intracelular desse tripeptideo
€ rapidamente recuperada, pela maior sintese e pela redugcdo da GSSG. A maioria
das células tolera, sem maiores consequéncias, a redugao de até 90% dos niveis de
GSH (HALL, 1999).

Pesquisadores demonstraram que a destorcdo testicular apds torcéo
experimental com duragdo de até 2 horas, leva a um aumento significativo da
peroxidagao lipidica no tecido destorcido, sendo as lesdes encontradas na gdénada
resultantes de uma somatéria entre os efeitos da isquemia decorrente da diminui¢cao
do fluxo sanguineo acrescidas das lesbes causadas pela reperfusdo do testiculo
(AKGUR et al. 1993). Vérios modelos de torcdo do corddo espermaticos foram
idealizados na tentativa de reproduzir, experimentalmente, os disturbios circulatérios
que acontecem durante esta doenga no homem. Os métodos mais utilizados foram a
ligadura da artéria espermatica, o pingamento do corddo espermatico e a torgao do
corddo espermatico (GUIMARAES, 2005).

A ligadura ou o pingamento do corddo espermatico determinam
imediatamente bloqueio da circulagédo arterial e do retorno venoso, ndo simulando
fidedignamente a situagdo que ocorre no ser humano (MERIMSKY; ROCK; KATZ,
1982; ORTOLANO; NASRALLAH, 1986). A torcdo do corddao espermatico,

executada através de duas voltas completas (720°) € modelo atualmente utilizado



pela maioria dos pesquisadores, sendo o que mimetiza com mais precisdo a tor¢ao
que acontece no homem (JANESCHEK et al., 1988; RYAN; GOREY; FITZPATRICK,
1988; BLANK et al., 1993; BECKER; TURNER, 1995; PALMER; PLZAK; CROMIE,
1997; DOKUCU et al., 2000; GUIMARAES; VASCONCELOS, 2002; SEUNG-JUNE
et al., 2004; GUIMARAES, 2005).

A L-glutamina é um substrato energético para muitas células (MATES, 2002),
além de ser precursor de nucleotideos (BOZA, 200), glutamato (LIETH, 2001) e da
sintese da glutationa (BABU, 2001). Ela tem um importante papel no transporte de
nitrogénio entre diferentes tecidos, onde exerce diferentes fungdes fisiolégicas
(MATES, 2002). E o aminoacido livre mais abundante no musculo e no plasma
humano, sendo também encontrada em concentragcdes relativamente elevadas em
muitos tecidos (CREMIN; FLEMING, 1997). E essencial para o crescimento e a
diferenciagao celular, transporte de cadeia carbdnica entre os érgéos e fornecimento
de energia para células de rapida proliferagdo, como os enterdcitos e as células do
sistema imune. Além disso, atua como precursora da ureagénese e neoglicogénese
hepatica e de mediadores como o GABA e o glutamato (HALL, 1996).

A glutamina, um aminoacido neutro e gliconeogénico, é classicamente
classificado como nao-essencial, porém, pode se tornar indispensavel em situagdes
catabdlicas, como trauma e sepse. Por essa razdao, mais recentemente, diversos
autores vém considerando este aminoacido como condicionalmente essencial
(NEWSHOLME, 2001).

As repercussdes no organismo da deplecdo de glutamina vém sendo objeto
de muitos estudos, sobretudo no que se refere ao sistema imune e a
susceptibilidade as infecgdes, ja que sua metabolizagdo pelas células imunoldgicas
fornece substratos fundamentais para a formacdo de membranas celulares durante
a atividade das células fagocitarias, sintese de citocinas (fator de necrose tumoral e
interleucinas) e anion superéxido. Assim, a fagocitose, a degranulagdo e a produgao
de citocinas por neutrofilos e macrofagos, estdo intimamente relacionadas a
disponibilidade de glutamina, de tal forma que situagdes de estresse podem induzir a
imunossupressao (MURPHY, 1999; PACIFICO, 2005). A privacdo de glutamina
induz & morte espontanea de neutrdfilos (GUERIN, 2006), que pode explicar o
aumento da incidéncia de infeccbes em pacientes criticos (LABOW; SOUBA, 2000).

Ela protege células epiteliais intestinais contra apoptose induzida por citocinas,



sendo um mecanismo distinto da protecdo contra estresse oxidativo mediado pela
glutationa (EVANS, 2003).

O fendmeno de isquemia/reperfusdo associada a tratamentos cirurgicos gera
radicais livres que podem produzir dano celular de diversas magnitudes (AMORES-
SANCHEZ; MEDINA, 1999). Pode ser relevante o fato de que tanto a glutationa total
como a reduzida diminuem apoés tratamentos cirurgicos (LUO, 1996). Possivelmente,
a deficiéncia de glutamina pode limitar a producdo de proteinas na resposta
inflamatdria e a sintese da glutationa, comprometendo as defesas antioxidantes do
organismo (PACIFICO, 2005). O interesse na suplementagao desse aminoacido tem
sido despertado pelos seus possiveis beneficios, principalmente pelo seu

reconhecido papel na prevencgao do estresse oxidativo (AMOREZ-SANCHES, 1999).

Os potenciais efeitos benéficos da suplementag¢ao da glutamina podem ser (KELLY,
2003):

» Aumentar a sintese de glutationa, potencializando as defesas antioxidantes.

* Manter a integridade da mucosa intestinal (fonte energética para enterocitos),

evitando a translocacao bacteriana.

* Aumentar a sintese de proteinas da resposta inflamatéria, atenuando o processo

inflamataorio.

* Preservar a fungao imune, servindo de fonte energética para linfocitos e

precursores de citocinas.

Diversos estudos demonstraram beneficios da glutamina em diferentes
tecidos submetidos a isquemia. Alves (2003) mostrou que ocorre uma queda na
concentracido de lactato muscular e redugdo nas concentragcdes arteriais e venosas
de LDH, em pacientes portadores de isquemia critica de membros inferiores
submetidos a revascularizagao, recipientes de L-alanil-glutamina, sugerindo maior
utilizacdo de piruvato para producdo de energia no ciclo de Krebs do que sua
conversdo para lactato, com prevaléncia da glicolise aerdbica. Hong et al. (1999)
demonstraram que a suplementagéo de glutamina, por sua capacidade antioxidante,
preserva a glutationa hepatica durante injuria aguda do figado. Prem (1999)

demonstrou redugao de lesdo em musculatura esquelética de ratos pré-tratados com



glutamina, em modelo experimental de isquemia/reperfusdao. Segundo Howard et al.
(1994), a glutamina manteve niveis de glutationa elevados na mucosa intestinal de
ratos, promovendo menos peroxidacao lipidica num modelo de isquemia/reperfusao

do intestino.

A forma livre da glutamina (L-glutamina) possui pobre solubilidade em solug¢éo
aquosa e baixa estabilidade em pH baixo e temperaturas elevadas. Do ponto de
vista metabdlico, pode sofrer conversao espontanea, formando o piroglutamato e
amonia, produtos téxicos ao organismo humano. Tais limitagdes tém levado a
estudos que recomendam a administracdo deste aminoacido na forma de peptideos,
tais como a glicil-glutamina (Gly-GIn) ou a alanil-glutamina (Ala-GIn) que apresentam
alta solubilidade em &agua e estabilidade durante os procedimentos de preparo,

armazenamento e administragao das solugdes nutricionais (SOUBA et al., 1993).

Nos ultimos 20 anos, um grande numero de pesquisadores tem buscado
alternativas terapéuticas, reconhecendo que o tratamento cirurgico isolado é incapaz
de assegurar protecao total ao testiculo diante das sequelas lesivas que a torgdo do
cordao espermatico pode trazer. A busca por substancias com atividade antioxidante
eficaz na reversdao ou diminuicdo do estresse oxidativo secundario a torcdo do
cordao espermatico tem sido exaustiva e sistematica. InUmeras substancias foram
utilizadas, com resultados nem sempre satisfatérios, apesar da comprovada ac¢ao
dessas substancias em outros 6rgédos (GUIMARAES, 2005).

Diversas pesquisas demonstraram o potencial efeito protetor da glutamina
frente ao estresse oxidativo causado por reperfusdo em tecidos previamente
submetidos a isquemia. Esta pesquisa foi motivada tanto pela escassez de registros
na literatura que avaliem o efeito antioxidante da L-Alanil-Glutamina em ratos
submetidos a torgdo seguida de destorgdo do corddo espermatico, como pela
possibilidade de futura aplicacéo clinica desse dipeptideo, trazendo perspectiva de
um possivel beneficio adicional ao tratamento cirurgico da torgdo testicular,

melhorando o prognéstico funcional desse grupo de pacientes.



2 OBJETIVO

Estudar os efeitos da L-Alanil-Glutamina sobre o estresse oxidativo em ratos
jovens submetidos a isquemia testicular induzida por tor¢do unilateral do cordao
espermatico seguida de reperfusdo, através da repercussao que este dipeptideo
pode causar nos niveis teciduais de glutationa reduzida (GSH) e das substancias

reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).



3 METODO

O projeto de pesquisa foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica em
Pesquisa Animal (CEPA), da Universidade Federal do Ceara, em 17 de maio de
2006, sob o protocolo numero 07/06, estando de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA) e com as normas estabelecidas pelo Council for International Organization
of Medical Sciences (CIOMS).

Foram utilizados 84 ratos albinos (Rattus norvegicus: var. albinus, Rodentia,
Mammalia) da linhagem Wistar, machos, puberes, pesando entre 150 e 200g, peso
médio 175g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Cear3,
criados e mantidos sob condigdes ambientais e alimenticias semelhantes no
Laboratério de Cirurgia Experimental (LABCEX) do Departamento da Faculdade de
Medicina (UFC) antes do inicio do experimento cirurgico.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, forradas com
maravalhas e providas de grade metalica de ago inoxidavel, distribuidos em grupos
de 4 roedores em cada continente. Foram submetidos ao ciclo claro-escuro, tendo
12 horas cada turno, seguindo o ritmo circadiano, sendo alojados em ambiente
refrigerado (25°C). A higienizac&o foi realizada pelo técnico responsavel, o qual
oferecia ragao comercial para ratos (Guabi Nutrilabor R, Mogiana Alimentos, Séo
Paulo) e agua potavel ad libidum até 12 horas antes do experimento, quando se
mantinha disponivel apenas a oferta de agua.

Os ratos foram adaptados nesse ambiente por um periodo de 14 dias, sendo
previamente examinados antes da realizacdo dos experimentos. Os procedimentos
foram realizados em ambiente refrigerado, no Laboratdério de Cirurgia Experimental
do Departamento de Cirurgia da Universidade Federal do Ceara.

Os 84 ratos foram distribuidos aleatoriamente em 6 grupos da seguinte forma:

e Grupo Salina 1h (GSa1): constituido por 18 ratos que foram submetidos a
torcao do corddo espermatico e fixagcdo do testiculo direito, permanecendo
durante 1 hora em isquemia testicular. Em seguida foi feita a coleta do

testiculo isquémico ou realizada destorgcédo, permitindo reperfusao durante 2



ou 6 horas. Neste grupo os animais foram tratados com solugao salina por via

intravenosa 30 minutos antes do experimento.

Grupo Ala-GIn 1h (GAg1): constituido por 18 ratos que foram submetidos a
torcdo do corddo espermatico e fixagcdo do testiculo direito, permanecendo
durante 1 hora em isquemia testicular. Em seguida foi feita a coleta do
testiculo isquémico ou realizada destor¢ao, permitindo reperfusdo durante 2
ou 6 horas. Neste grupo os animais foram tratados com L-alanil-glutamina

(Dipeptiven ®) por via intravenosa 30 minutos antes do experimento.

Grupo Salina 3h (GSa3): constituido por 18 ratos que foram submetidos a
torcdo do cordao espermatico e fixagcdo do testiculo direito, permanecendo
durante 3 horas em isquemia testicular. Em seguida foi feita a coleta do
testiculo isquémico ou realizada destor¢ao, permitindo reperfusdo durante 2
ou 6 horas. Neste grupo os animais foram tratados com solugao salina por via

intravenosa 30 minutos antes do experimento.

Grupo Ala-GIn 3h (GAg3): constituido por 18 ratos que foram submetidos a
torcao do corddo espermatico e fixagcdo do testiculo direito, permanecendo
durante 3 horas em isquemia testicular. Em seguida foi feita a coleta do
testiculo isquémico ou realizada destor¢cdo, permitindo reperfusdo durante 2
ou 6 horas. Neste grupo os animais foram tratados com L-alanil-glutamina

(Dipeptiven ®) por via intravenosa 30 minutos antes do experimento.

Grupo Simulado 1h (Sham 1): constituido por 6 ratos que foram submetidos a
torcdo do cordao espermatico direito, seguida imediatamente de destorgao.
Decorrida 1 hora, foi realizada a exposi¢ao do testiculo, sendo, logo apés,
feita observacado por 2 horas. Neste grupo os animais foram tratados com

solugao salina por via intravenosa 30 minutos antes do experimento.

Grupo Simulado 3h (Sham 2): constituido por 6 ratos que foram submetidos a
torcdo do corddo espermatico direito seguida imediatamente de destorgio.

Decorridas 3 horas, foi realizada a exposigédo do testiculo, sendo, logo apés,



feita observacado por 2 horas. Neste grupo os animais foram tratados com
solugao salina por via intravenosa 30 minutos antes do experimento.

3.1 Distribuic&o dos Grupos:

Grupo Salina 1h (GSal): (n = 18)

Torgao durante 1 hora - Destorgao.

Subgrupos:
TO: coleta no tempo maximo de isquemia. (n =6)
T2: coleta apds 2 horas de reperfuséao. (n=6)
T6: coleta apds 6 horas de reperfusao. (n=6)

Grupo Ala-GIn 1h (GAgl): (n = 18)

Torcéo durante 1 hora - Destorcao.

Subgrupos:
TO: coleta no tempo maximo de isquemia. (n =6)
T2: coleta apds 2 horas de reperfuséao. (n=06)
T6: coleta apds 6 horas de reperfuséo. (n=06)

Grupo Salina 3h (GSa3): (n = 18)

Torg¢ao durante 3 horas - Destorgao.

Subgrupos:
TO: coleta no tempo maximo de isquemia. (n =6)
T2: coleta apds 2 horas de reperfuséo. (n=06)
T6: coleta apds 6 horas de reperfuséo. (n=06)

Grupo Ala-GIn 3h (GAg3): (n = 18)
Torgao durante 3 horas - Destorgao.

Subgrupos:
TO: coleta no tempo maximo de isquemia. (n =6)
T2: coleta apds 2 horas de reperfuséao. (n=6)
T6: coleta apos 6 horas de reperfuséo. (n=06)

Grupo Simulado 1h (Sham 1): (n = 6)
Torcao/Destorcdo - 1 hora de observacao - exposicao do testiculo - coleta

apos 2 horas.



Grupo Simulado 3h (Sham 2): (n = 6)

Torcdo/Destorcdo - 3 horas de observagdao > exposi¢cao do testiculo -

coleta apés 2 horas.

A figura abaixo demonstra esquematicamente a distribuigdo dos animais nos

grupo acima descritos, e 0os subgrupos com os correspondentes tempos de

coleta das amostras estudadas.

v

v

Amostra
(n=84)

RATOS WISTAR

v

v

Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Simulado 1 Simulado 2 Salina 1h Salina 3h Ala-GIn 1h Ala-GIn 3h
Sham (n=6) Sham (n=6) I/R (n=18) I/R (n=18) I/IR (n=18) I/IR (n=18)

T-2 T-0 T-2 T-6
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

FIGURA 1- Distribuicdo dos grupos e subgrupos, denominados de acordo com o tipo
de tratamento submetido aos animais e tempo de coleta das amostras.




O quadro 1, abaixo, demonstra as drogas, doses, diluentes e vias de

administracao utilizadas no experimento.

Grunos N Via Concentracao das solucoes
Grupo Solucéo salina 0,9% (SS)
Simulado 1h 6 V. Aplicada em dose Unica 30 minutos antes
(SHAM 1) do inicio do experimento.
Volume: 2,0 mL
Grupo Solucéo salina 0,9% (SS)
Simulado 3h 6 V. Aplicada em dose Unica 30 minutos antes
(SHAM 2) do inicio do experimento.
Volume: 2,0 mL
Grupo Solugéo salina 0,9% (SS)
Salina 1h 18 A Aplicada em dose Unica 30 minutos antes
(GSal) do inicio do experimento.
Volume: 2,0 mL
Grupo Solucéo salina 0,9% (SS)
Salina 3h 18 V. Aplicada em dose Unica 30 minutos antes
(GSa3) do inicio do experimento.
Volume: 2,0 mL
Grupo N(2)-L-alanil-L-glutamina (L-Ala-GlIn)
Ala-GIn 1h 18 . Aplicada dose unica de 0,75g/Kg, 30
(Gagl) minutos antes do inicio do experimento,
completando-se o volume administrado
com solucdo salina 0,9% para atingir
um volume final de 2,0 mL.
Grupo N(2)-L-alanil-L-glutamina (L-Ala-GIn)
Ala-GIn 3h 18 A Aplicada dose unica de 0,75g/Kg, 30
(Gag?3) minutos antes do inicio do experimento,

completando-se o volume administrado
com solugdo salina 0,9% para atingir
um volume final de 2,0 mL.

SS: Solugédo salina 0,9% - Fabricante: Quimica farmacéutica Gaspar Viana (Fortaleza — CE)
L-Ala-GIn: N(2)-L-alanil-L-glutamina — composic¢ao: (=8,20g L-alanina;13,46g L-
glutamina)20 g; agua para injegao g.s.p 100 mL - Fabricante: Frenesius Kabi Austria GmbH
Graz / Austria, importado e distribuido por Frenesius Brasil Ltda.

QUADRO 1- Denominacao dos grupos, doses e volumes administrados , via de
administracado e numeros de animais (N).



3.2 Desenho do estudo (Figura 2 e Figura 3)

Modelo experimental 1: (GSalh; GAglh)

Torgéo Destorcéo
30 min 1h Tempo de Coleta (h)
(0] 2 6
(T-0) (T-2) (T-6)
Isquemia Reperfuséo
Injecdo SS ou Ala-
GIn 30 min antes
da torcao
Modelo experimental 2: (GSa3h; GAg3h)
Torgéo Destorcéo
30 min 3h Tempo de Coleta (h)
0 2 6
(T-0) (T-2) (T-6)
Isquemia Reperfuséo

Injecdo SS ou Ala-
Gln 30 min antes
da torcao

FIGURA 2- Desenho do estudo — Modelos experimentais 1 e 2: Aplicacao
intravenosa de Solugao Salina 0,9% (SS) ou de L-alanil-glutamina (Ala-GIn) 30
minutos antes da torgao testicular. Tempo de isquemia de 1 ou 3 horas, seguida de
destorgdo. Coletas: Oh (tempo de isquemia maxima) (T-0), 2h (T-2) ou 6 horas (T-6)
apo6s destorgcdo. Este modelo foi aplicado aos grupos GSa1, Gag1, GSa3 e Gag3

(grupos teste com seus respectivos controles).



Modelo experimental simulado: (SHAM 1; SHAM 2)

Torcédo / Exposicéo
Destorcao

30 min 1 ou 3h Coleta (2h)

¢ — >

Injecdo SS 30 min
antes da torgéao

FIGURA 3- Desenho do estudo — Modelo experimental simulado: Aplicagcéo
intravenosa de Solugao Salina 0,9% (SS) 30 minutos antes simulagédo da inducéo de
isquemia (torcao/destorcado testicular). Tempo de isquemia simulada de 1 ou 3
horas, seguida de exposigao do testiculo. Coleta: 2h apds a exposigédo. Este modelo
foi aplicado aos grupos simulados (SHAM 1 e SHAM 2).



3.3 Inducéo daisquemia e fixacdo do testiculo

A isquemia testicular foi obtida por torcdo do cordao espermatico direito no
sentido horario através de duas voltas completas (720°), seguida de fixacdo do
testiculo direito ao mesoérquio para evitar destor¢do espontanea, segundo a técnica
atraumatica descrita por Ryan et al (1988). Nesta técnica, ndo ha qualquer leséo
cirurgica do parénquima tecidual, sendo este modelo experimental de isquemia
testicular, o que mais se assemelha ao que acontece na tor¢do do cordao

espermatico em humanos.

Bursa
testicular
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Eixo de rotacao
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FIGURA 4- Desenho esquematico do modelo experimental minimamente traumatico
de torgao do cordado espermatico, obtida pela rotacdo no sentido horario de 2 voltas
completas (720°) e fixagao através da aproximacao dos pontos A e B, que delimitam
a borda livre do mesorquio. Testiculo, epididimo, bursa testicular ducto deferente,
ligamento de Proper e mesoérquio identificados na ilustragdo, ficando as demais
estruturas anatdbmicas subentendidas.



FIGURA 5- Fixacao do testiculo — representagao dos pontos A e B (borda livre do
mesorquio) aproximados, fixando o testiculo submetido a rotagdo de 720°, segundo
a técnica minimamente traumatica (RYAN; GOREY; FITZPATRICK). O Ponto [A]
localizado junto ao testiculo e o ponto [B] situado junto a parede posterior do
escroto. Pode-se observar o aspecto cianotico do testiculo ingurgitado.

3.4 O estudo

Antes do inicio do experimento, os animais foram submetidos a jejum com
oferta de agua durante 12 horas. Cada rato foi examinado e pesado individualmente
para o calculo da dose de L-Alanil-Glutamina nos grupos teste e para o calculo da
dose de anestésico a ser administrada.

Os anestésicos usados no experimento foram o cloridrato de ketamina a 5%
na apresentacédo 50mg/mL (Vetanarcol ®), associado ao cloridrato de xilazina a 2%
na apresentagdo 20mg/mL (Kensol ®). As duas drogas eram misturadas numa
mesma seringa e aplicadas por via intraperitoneal, sendo a ketamina na dose de 90
mg/Kg e a xilasina na dose de 10mg/Kg. O animal era, entdo, observado sobre uma
bancada durante alguns segundos, até a obtengcdo de uma sedacao e analgesia que
permitisse o inicio do procedimento. Em seguida, era posicionado em decubito
dorsal e imobilizado sobre uma prancha de madeira revestida por uma lamina de
plastico fendlico, acoplada a um foco luminoso.

Durante o experimento, de acordo o nivel de sensibilidade individual a

anestesia, doses complementares consecutivas eram administradas, quando



necessarias, para assegurar uma manutencdo adequada da sedagao em plano
cirargico, sendo o nivel anestésico avaliado clinicamente, pela frequéncia de
movimentos respiratorios e abalos musculares.

Os animais foram submetidos, apds indugao anestésica, a disseccéo da veia
femoral esquerda, para administragao de solugao salina ou L-alanil-glutamina trinta
minutos antes da tor¢cdo do cordao espermatico, conforme o grupo o qual estava
sendo feito o procedimento cirurgico experimental.

Durante o experimento foram realizadas trés intervengdes cirurgicas: a
primeira tinha como objetivo a tor¢do do corddo espermatico para indugcéo da
isquemia e fixagcao do testiculo nos grupos controle (Gsa1lh e GSa3h) e grupos teste
(GAg1h e GAg3h) ou o procedimento simulado (Grupo Sham 1 e Sham 2); a
segunda visava restabelecer o fluxo sanguineo ao testiculo , permitindo a reperfuséo
do 6rgao ou coleta de material nos subgrupos T-0(Gsa1 e GSa3; GAg1 e GAg3), ou
apenas sua exteriorizagdo nos grupos simulados (Sham 1 e Sham 2); a terceira
intervencao teve como objetivo a coleta do material para analise laboratorial (todos
0s grupos, tempos T-2 e T-6).

Todas as etapas do experimento, para permitir sua reprodutibilidade, estéo
detalhadamente descritas a sequir:

a) indugdo da anestesia e colocagdo do animal em decubito dorsal, com as
patas dianteiras e traseiras fixadas a prancha por tiras de esparadrapo;

b) epilagdo do escroto por tricotomia;

c) antissepsia do escroto e regiao inguinal com solugao de polivinilpirrolidona-
iodo;

d) exploragao cirurgica por acesso através de incisdo longitudinal no escroto
direito (2 a 3 cm de comprimento), liberagao e divulsdo delicada das fibras do
musculo dartos;

e) exteriorizacdo do testiculo direito por pequena abertura da tunica vaginal
através de leve expressédo, evitando-se tragcdo por instrumento cirurgico ou
qualquer outro tipo de trauma;

f) indugado da isquemia do testiculo por tor¢ao de 720° no sentido horario (duas
voltas completas do corddo espermatico em torno do seu eixo transverso),
seguida de fixagdo da gbnada ao mesorquio, com fio de seda 4-0, para evitar
a destorgcédo espontanea (Figuras 4 e 5); nos animais dos grupos Sham 1 e

Sham 2, logo apdés completar-se a torgdo do cordao espermatico, era



imediatamente realizada a destor¢cédo, seguida da colocacdo de um fio de
sutura (seda 4-0) no mesorquio, como descrito anteriormente, sem, no
entanto, provocar qualquer tipo de ligadura ou trauma ao testiculo;
fechamento do escroto em um so6 plano com suturas continuas, utilizando fio
de nailon monofilamentar 5-0;

retorno do animal a gaiola para recuperagao anestésica;

decorrida 1 ou 3 horas (de acordo com o grupo), o animal era submetido
novamente a anestesia e apos remogao das suturas do escroto e da sutura
de fixacdo no mesorquio, era efetuada a destorcdo completa do cordao
espermatico; o testiculo era entdo recolocado na cavidade escrotal, seguindo-
se a sutura do escroto num so plano utilizando fio de nailon monofilamentar 5-
0;

nos animais dos subgrupos T-0, sob anestesia, apos a remogao das suturas
do escroto, ao invés de ter sido realizada a destor¢do, procedia-se a
exteriorizagdo da gbnada, um pingamento do corddo espermatico para evitar
a reperfusdo momentanea, sendo, a seguir, realizada a excisdo testiculo
isquémico para analise laboratorial;

nos animais dos grupos Sham 1 e 2, sob efeito anestésico, apds a remogao
das suturas do escroto, o testiculo era exteriorizado por 30 segundos, o fio de
sutura previamente colocado no mesorquio era retirado e a gbnada
recolocada na cavidade escrotal, seguindo-se a sutura da incisdo num so
plano, utilizando fio nailon monofilamentar 5-0;

0s animais séo recolocados dentro das gaiolas, apos a destorgao testicular, e

permanecem durante o periodo de reperfusdo da gbnada;

m) decorridas 2 horas de reperfusdo, os animais dos subgrupos T-2 e dos grupos

Sham 1 e 2, sob anestesia, apés a remocado das suturas do escroto,
exteriorizagdo da gbnada e pingamento do corddo, foram submetidos a
excisdo testiculo reperfundido para analise laboratorial;

decorridas 6 horas de reperfusdo, os animais dos subgrupos T-6, sob
anestesia, apos a remogao das suturas do escroto, exteriorizagdo da gbnada
e pingamento do corddo, foram submetidos a excisao testiculo reperfundido

para analise laboratorial;



0) apés a coleta das amostras para analise, os animais eram mortos

individualmente, sendo submetidos a overdose anestésica até parada

completa dos sinais vitais;

O fluxograma abaixo ilustra todas as etapas do experimento:

Anestesia
(Ketamina + Xilasina)

v

Epilagédo do
escroto

v

Coleta (T-2)
(Grupos I/R) /
(Grupos Sham)

Coleta (T-6)
Grupos I/R

2 horas

6 horas

Antissepsia
(iodopolvidona)

;

Exploragdo do
escroto D

|

Exteriorizagao
do testiculo D

Torgao (720°)
Grupos I/R

Destorgao
(T-222

Coleta (T-0)
Grupos I/R

|

Sutura do
escroto

l

Retorno a
gaiola

Torgao/Destorgao
Grupos Sham

|

1 hora

3 horas

Reperfusao
(Grupos IIR) /

Pds-trauma
(Grupos Sham)

|

A

Anestesia
(Ketamina + Xilasina)

Exteriorizagao
Grupos Sham

Grupos I/R: Gsa1h, GSa3h, GAg1h e GAg3h.
Grupos Sham: Sham 1 e Sham 2.
FIGURA 6 — Fluxograma do experimento.




3.4.1 Preparacao das drogas utilizadas

A solucéo salina utilizada no estudo foi produzida pela Quimica Farmacéutica
Gaspar Viana (Fortaleza, CE), sendo administrado um volume padronizado de 2,0
mL .

A L-alanil-glutamina (Dipeptiven ® - composigao: (=8,20g L-alanina;13,46g L-
glutamina)20 g; agua para injecao q.s.p 100 mL) foi fabricada pela Frenesius Kabi
Austria GmbH Graz / Austria, importada e distribuida por Frenesius Brasil Ltda.
Portanto, o Dipeptiven ® € uma solugdo de L-alanil-glutamina a 20%, ou seja, cada
mL contém 0,2g , sendo aplicada dose unica de 0,75g/Kg, 30 minutos antes do
inicio do experimento, completando-se o volume administrado com solugcao

salina 0,9% para atingir um volume final de 2,0 mL.

3.4.2 Técnica laboratorial

3.4.2.1 Preparagdo dos espécimes (tecido testicular)

Apds a remogao do epididimo, os testiculos eram lavados com soro fisiolégico
gelado (4°C) para remogao dos resquicios de sangue, e imediatamente mergulhados
em nitrogénio liquido a cerca de - 190°C. Ap6s o congelamento, procedeu-se a
fragmentagcdo do material utilizando-se grau pistilo de porcelana. Os fragmentos.
Em namero variavel (4 a 6), foram colocados em tubos de ensaio e armazenados a

- 70°C, até sua utilizacao.

3.4.2.2 Avaliacdo da peroxidacéo lipidica

A técnica tem por objetivo quantificar o dialdeido malénico (MDA) formado na
peroxidagao lipidica. Procede-se, a seguir, a extragdo deste composto usando um
solvente organico (n-butanol), determinando-se a concentragdo de MDA que sera

expressa como substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).



Utilizou-se neste estudo, para quantificacdo do teor de TBARS no tecido
(testiculo) o teste de Uchiyama e Mihara (1978), semelhante ao acima descrito, onde

a concentragao de TBARS é expressa em ymol MDA/g de tecido.

Determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico no testiculo:

O MDA é capaz de reagir, sob aquecimento em meio acido, com o acido

tiobarbiturico originando um composto de cor rosa.

Reagentes:
Cloreto de potassio: 1,15%
Acido tiobarbitarico: 0,6%
Acido fosforico: 1%
N-Butanol

Procedimento:

O teor de TBARS (umol MDA/g de tecido) foi quantificado pelo método de
Uchiyama e Mihara (1978), frequentemente utilizado para estimar a peroxidagao
lipidica. A amostra do tecido (testiculo) a ser analisada foi congelada em nitrogénio
liguido e estocada a - 70°C imediatamente apds a coleta e lavagem com soro
fisiolégico gelado (- 4°C) para remover quaisquer vestigios de sangue. Apods
pesagem, a amostra de tecido foi homogenizada em KCI 1,15% gelado, resultando
uma solucdo acida com concentragao a 10%. Retirou-se uma aliquota de 0,5mL de
cada amostra, e acrescentou-se 1,0 mL da solugdo aquosa de TBA 0,6% e 3,0 mL
da solucédo de acido fosférico (HsPO4, 1%). A mistura foi colocada em banho
fervente por 45 minutos, resfriada em banho de gelo, seguido da adicao de 4,0 mL
de N-butanol. Apds dois minutos de agitagdo, a mistura foi centrifugada por dez
minutos a 3.000 r.p.m. A absorbancia da camada orgénica sobrenadante (fase
butandlica) foi medida em espectrofotdmetro Beckman DU-640 (Fullerton, California)
a 520 nm e 535 nm.

A diferengca entre os valores obtidos nas duas leituras foi utilizada para
calcular a concentragdo de TBARS, usando a regressao linear a partir de uma curva
padrdo, adrede preparada. Os resultados foram expressos em umol MDA/g de

tecido fresco.



3.4.2.3 Determinagao de grupos sulfidrilicos ndo protéicos (Glutationa-GSH)

A determinacao dos grupos SH é realizada pelo método de Sedlak e Lindsay
(1968), baseado na reacao do 5,5'-ditiobis (2-acido nitrobenzdico) (DTNB — reagente
de Ellman) com o tiol livre, originando um dissulfeto misto mais acido 2-nitro-5-
tiobenzdico. A medida do produto de reacdo formado € feita por leitura da

absorbancia a 412nm em espectrofotdometro Beckman DU-640 (Fullerton, Califérnia).

Drogas e reagentes
Acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
Acido tricloroacético (ATC, 50%)
Tampao TRIS 0,4 M pH 8,9
5,5’-ditiobis (2-acido nitrobenzoico (DTNB) 0,5M)
Metanol
Glutationa (GSH, 1mg/mL)

Preparagéo dos reagentes:

Acido tricloroacético 50% - diluido em agua destilada

EDTA Na; 0,2M PM 372,2 (%,211g + H,O gsp 70,0 mL)

EDTA Na; 0,02M (30 mL de EDTA Na; 0,2M + H,O gsp 300,0 mL)

Reacéo
2 GSH + H,O, = GSSG + 2 H,O
2 GSH + Ac. Graxo-OOH = GSSG + Ac Graxo-OH + H,O

Procedimento

A amostra de testiculo (500 mg) é pesada e homogeneizada em 5 mL de
EDTA 0,02M gelado, com bastao de vidro e filtrado em 1a de vidro. Retiram-se 4,0
mL do homogenado e mistura-se com 3,2 mL de agua destilada e 0,8 mL de acido
tricloroacético 50%. O tubo é agitado e centrifugado a 3000 r.p.m. por 15 minutos.
Retiram-se 2,0 mL do sobrenadante e acrescenta-se 4,0 mL de TRIS 0,4M (pH 8,9)

e 1,0 mL de DTNB 0,01M; agita-se a mistura para homogenizagdo. Em seguida,



|léem-se as absorbancias no espectrofotdmetro a 412nm, 5 minutos apds a adigao
do DTNB. A concentracao final de GSH é obtida comparando-se o valor da

absorbancia com uma tabela padrao de GSH, previamente preparada.

3.5 Andlise estatistica

Para todas as variaveis, realizou-se uma analise descritiva dos dados,
determinando-se as curvas de normalidade, aplicando-se o teste de Kolmorogov-

Smirnov e calculada a média amostral e o erro padrdao da média (E.P.M). Tem-se:

E.P.M. = sAn, onde s é o desvio padrdo amostral e n o tamanho da amostra.

Foi realizada comparacgao transversal dos valores de TBARS na amostra de
tecido realizadas entre o grupo Sham 1 com o subgrupo T-2 do grupo Salina 1h para
validagdo do modelo 1, utilizando o teste t de Student, apdés comprovacado da
normalidade da distribuicdo das variaveis pelo teste de Kolmorogov-Smirnov (com
calculo do valor P pelo método de Dalal-Wilkinson-Liliiefor). As demais analises
comparativas entre os subgrupos T-2 dos grupos controle com os animais do grupo
sham para comprovagao dos modelos 1 e 2 foram realizadas através do teste de
Mann-Whitney. Ao serem comparados o0s grupos controle com o0s grupos que
receberam L-alanil-glutamina, para avaliar seus efeitos na isquemia/reperfusao,
foram usados os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis com comparagdes
temporais pelo teste de Dunn.

Os calculos estatisticos foram realizados com auxilio dos programas de
analise estatistica GraphPad InStat ® versdo 3.00 e GraphPrism® versao 4.00 para
Window, GraphPad Software, San Diego, Califérnia, U.S.A., www.graphpad.com.

Os resultados foram apresentados sob a forma de tabelas e graficos. A
significancia estatistica foi fixada em 0,05% (p<0,05), assinalando-se com o simbolo
[*] os valores significantes nas comparacgoées inter-grupais e com os simbolos [t1] nas
comparagdes das variagdes temporais entre os diversos subgrupos (T-0, T-2 e T-6)

do mesmo grupo.



4. RESULTADOS
4.1 Validag&o dos modelos experimentais
4.1.1 Modelo 1: Isquemia: 1 h / Reperfusao: 2 h (TBARS)

Alteracbes das concentragées teciduais de TBARS em ratos tratados com solugéo salina e
submetidos ao procedimento cirdrgico simulado (Sham) comparados aos ratos tratados com
solugéo salina e submetido a isquemia (1h) seguida de reperfuséo (2 h).

(Tabela 1, Figura 7)

Nao se observaram alteragdes significantes nas concentragdes de TBARS, no
testiculo dos ratos tratados com solugdo salina e submetidos ao procedimento
cirargico simulado (Sham) comparados aos ratos tratados com solugdo salina e

submetido a isquemia (1h) seguida de reperfusdo (2 h).

TABELA 1 — Concentragbes de TBARS (umol MDA/g de tecido fresco) no testiculo, comparando-
se os grupos Salina + Sham (Simulado) e Salina + I/R submetidos ao procedimento cirurgico
simulado e a torgéo (isquemia — 1 h) e destorgao (Reperfusédo- 2 h) do cordao espermatico

TRATAMENTO (Sham /Isquemia: 1 h) Tempo de reperfusao/poés trauma: 2 h
Solucao Salina + Sham 0,020 + 0,002
Solucgédo salina + I/R 0,039 + 0,011
Teste t de Student em 6 ratos . (Média £ E.P.M)
TBARS (Testiculo)
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S 0,02 - =

=

5

€ 0,00

Sham Salina Isquemia Salina

(Isquemia: 1 h /Reperfusao: 2 h)

Teste t de Student em 6 ratos (Média = E.P.M).

FIGURA 7 - Barras representam as concentragdes de TBARS, em ratos submetidos ao
procedimento cirurgico simulado ou a 1 h de isquemia e 2 horas de reperfusao, comparando-se os
grupos Sham Salina e Isquemia salina.



4.1 Validag&o dos modelos experimentais
4.1.2 Modelo 1: Isquemia: 1 h / Reperfuséo: 2 h (GSH)

AlteracbGes das concentracbes teciduais de GSH em ratos tratados com solugédo salina e
submetidos ao procedimento cirdrgico simulado (Sham) comparados aos ratos tratados com
solugéo salina e submetido a isquemia (1h) seguida de reperfuséo (2 h).

(Tabela 2, Figura 8).

Observou-se reducéo significante nas concentragdes de GSH, no testiculo dos
ratos tratados com solugdo salina e submetido a isquemia (1h) seguida de
reperfusado (2 h) comparados aos ratos tratados com solugéo salina e submetidos ao

procedimento cirurgico simulado (Sham).

TABELA 2- Concentragdes de GSH (umol /g de tecido fresco) no testiculo, comparando-se os
grupos Salina + Sham (Simulado) e Solugao salina + I/R submetidos ao procedimento cirurgico
simulado e a torgéo (isquemia — 1 h) e destor¢ao (Reperfusédo- 2 h) do corddo espermatico

TRATAMENTO (Sham /Isquemia: 1 h) Tempo de reperfusdo/pos trauma: 2 h
Solugao Salina + Sham 209+0.8
Solugao salina + I/R 8841389
Teste de Mann-Whitney em 6 ratos (Média + E.P.M).
** p<0,01 comparado ao grupo simulado
GSH (Testiculo)
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2 200 - -
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S, 10,0 -

o 5,04 -

€
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Sham Salina Isquemia Salina

(Isquemia: 1 h / Reperfuséo: 2 h)

Teste de Mann-Whitney em 6 ratos (Média + E.P.M).
** p<0,01 comparado ao grupo simulado

FIGURA 8 - Barras representam as concentragdes de GSH em ratos submetidos ao procedimento
cirtrgico simulado ou a 1 h de isquemia e 2 horas de reperfusdo, comparando-se os grupos Sham
Salina e Isquemia Salina.



4.1 Validag&o dos modelos experimentais
4.1.3 Modelo 2: Isquemia: 3 h / Reperfusédo: 2 h (TBARS)

Alteracbes das concentragées teciduais de TBARS em ratos tratados com solugéo salina e
submetidos ao procedimento cirdrgico simulado (Sham) comparados aos ratos tratados com
solugéo salina e submetido a isquemia (3h) seguida de reperfuséo (2 h).
(Tabela 3, Figura 9).

Nao se observaram alteragdes significantes nas concentragdes de TBARS, no
testiculo dos ratos tratados com solugdao salina e submetidos ao procedimento
cirargico simulado (Sham) comparados aos ratos tratados com solugédo salina e

submetido a isquemia (3h) seguida de reperfusdo (2 h) .

TABELA 3 - Concentragbes de TBARS (umol MDA/g de tecido fresco) no testiculo, comparando-
se os grupos Salina + Sham (Simulado) e Salina + I/R submetidos ao procedimento cirurgico
simulado e a torgao (isquemia — 3 h) e destorgao (Reperfusdo- 2h ) do corddo espermatico

TRATAMENTO (Sham /Isquemia: 3 h) Tempo de reperfusdo/pés trauma: 2 h
Solugao Salina + Sham 0,032 + 0,005
Solugao salina + I/R 0,045+ 0,008
Teste de Mann-Whitney em 6 ratos (Média + E.P.M)
TBARS (Testiculo)
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Sham Salina Isquemia Salina

(Isquemia: 3 h / Reperfuséo: 2 h)

Teste de Mann-Whitney em 6 ratos (Média + E.P.M).

FIGURA 9 - Barras representam as concentragdes de TBARS, em ratos submetidos ao
procedimento cirdrgico simulado ou a 3 h de isquemia e 2 horas de reperfusao, comparando-se 0s
grupos Sham Salina e Isquemia Salina.



4.1.4 Modelo 2: Isquemia: 3 h / Reperfuséo: 2 h (GSH)

Alteragbes das concentragbes teciduais de GSH em ratos tratados com solugdo salina e
submetidos ao procedimento cirdrgico simulado (Sham) comparados aos ratos tratados com
solugéo salina e submetido a isquemia (3h) seguida de reperfuséo (2 h).

(Tabela 4, Figura 10).

Observou-se reducao significante nas concentragdes de GSH, no testiculo dos
ratos tratados com solugdo Salina e submetido a isquemia (3h) seguida de
reperfusdo (2 h) comparados aos ratos tratados com solugéo salina e submetidos ao

procedimento cirurgico simulado (Sham)

TABELA 4- Concentragdes de GSH (umol /g de tecido fresco) no testiculo, comparando-se os
grupos Salina + Sham (Simulado) e Solugao salina + I/R submetidos ao procedimento cirurgico
simulado e a torgéo (isquemia — 3 h) e destor¢cao (Reperfusédo- 2h ) do cordao espermatico

TRATAMENTO (Sham /Isquemia: 3 h) Tempo de reperfusdo/pés trauma: 2 h
Solugao Salina + Sham 20,3+2,39
Solucgédo salina + I/R 9.15+1,79
Teste de Mann-Whitney em 6 ratos (Média + E.P.M)
** p<0,01 comparado ao grupo simulado
GSH (Testiculo)

3 25,0
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Sham Salina Isquemia Salina

(Isquemia: 3 h / Reperfuséo: 2 h)

Teste de Mann-Whitney em 6 ratos (Média + E.P.M)
** p<0,01 comparado ao grupo simulado

FIGURA 10 - Barras representam as concentragdes de GSH em ratos submetidos ao
procedimento cirurgico simulado ou a 3 h de isquemia e 2 horas de reperfusao, comparando-se os
grupos Sham Salina e Isquemia Salina.



4.2 Efeitos da L-Ala-GIn sobre a I/lR
4.2.1 Modelo 1: Isquemia: 1 h / Reperfusédo: 6 h (TBARS)

Alteracbes das concentracoes teciduais de TBARS em ratos tratados com solugéo salina ou
L-Ala-GIn e submetidos e submetidos a isquemia (1h) seguida de reperfusdo (6 h) no tempo

maximo de isquemia (T-0) e durante a reperfuséo (T-2 e T-6). (Tabela 5, Figura 11)

N&o se observaram alteragdes significantes nas concentragdes de TBARS, no
testiculo dos ratos submetidos a isquemia (1h) seguida de reperfusdo (6h) e tratados

com solucéo salina ou L-Ala-GIn em nenhum dos tempos estudados.

TABELA 5 — Concentragdes de TBARS (umol MDA /g de tecido fresco) no testiculo, comparando-
se 0s grupos Salina e L-Ala-GIn submetidos a torgao (isquemia — 1 h) e destor¢ao (Reperfuséo- 6 h)
no tempo maximo de isquemia (T-0) e durante a reperfuséo (T-2 e T-6).

TRATAMENTO GRUPO 5 Tempo de rep;rfusao (Horas) -

Solugdo salina + Grupo Salina (1h)
I'R 0,040 + 0,011 0,039 + 0,011 0,028 £+ 0,004
L-Ala-GIn + I/R Grupo L-Ala-GIn (1h)

0,042 + 0,005 0,029 + 0,004 0,036 + 0,001

Testes: Mann-Whitney e Kruskal-Wallis com comparagdes temporais pelo teste de Dunn em6e 18
ratos (Média + E.P.M)

TBARS (Testiculo)

0,06
0,04
0,02
0,00

pmol MDA gf/tec. fresco

0 2 6

Tempo de Reperfuséo (h)

m Grupo Salina/lsquemia (1h)
m Grupo L-Ala-GIn / Isquemia (1h)

Testes: Mann-Whitney e Kruskal-Wallis com comparagdes temporais pelo teste de Dunn em 6 e
18 ratos (Média + E.P.M)

FIGURA 11 - Barras representam as concentragdes de TBARS, em ratos submetidos a 1hora de
isquemia e 6 horas de reperfusdo, comparando-se os grupos Salina e L-Ala-GIn no tempo maximo
de isquemia (T-0) e durante a reperfusdo (T-2 e T-6).



4.2.2 Modelo 2: Isquemia: 3 h / Reperfusédo: 6 h (TBARS)

Alteracbes das concentracées teciduais de TBARS em ratos tratados com solugéo salina ou
L-Ala-GIn e submetidos e submetidos a isquemia (3 h) seguida de reperfusdo (6 h) no tempo

maximo de isquemia (T-0) e durante a reperfuséo (T-2 e T-6). (Tabela 6, Figura 12)

Houve reducao significante nas concentragdes de TBARS, no testiculo dos
ratos submetidos a isquemia (3h) seguida de reperfusao (6h) tratados L-Ala-GIn no
tempo maximo de isquemia e apdés 2 horas de reperfusdo. Houve redugao
significante concentragbes teciduais de TBARS apds 6 horas de reperfusdo, nos
ratos tratados com solugao salina, quando comparados as concentragdes de TBARS

no tempo maximo de isquemia.

TABELA 6 — Concentragbes de TBARS (umol MDA /g de tecido fresco) no testiculo, comparando-
se 0s grupos Salina e L-Ala-GIn submetidos a torgao (isquemia — 1 h) e destor¢ao (Reperfuséo- 6 h)
no tempo maximo de isquemia (T-0) e durante a reperfuséo (T-2 e T-6).

Tempo de reperfusdo (Horas)

TRATAMENTO GRUPO
0 2 6

Solugdo salina + Grupo Salina (3h)
IIR 0,058 + 0,001 0,045 + 0,008 0,016 £ 0,003 1t
L-Ala-GIn + I/R Grupo L-Ala-GIn (3h)

0,031+ 0,005 ** 0,022 +0,0034* 0,022 + 0,003

Testes: Mann-Whitney e Kruskal-Wallis com comparagdes temporais pelo teste de Dunn em6e 18
ratos (Média + E.P.M)

** p<0.001 comparado ao respectivo controle

Tt p<0.01 comparado ao Tempo T-0

umol MDA gl/tec.

fresco TBARS (Testiculo)
0,06
**
0,04 x
tt
0,02
0,00
0 2 6

Tempo de Reperfuséo (h)

B Grupo Salina/lsquemia (3h)
B Grupo L-Ala-GlIn / Isquemia (3h)

Testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis com comparagdes temporais pelo teste de Dunn em 6 e
18 ratos (Média + E.P.M)

** p<0.001 comparado ao respectivo controle

Tt p<0.001 comparado ao Tempo T-0

FIGURA 12 - Barras representam as concentragdes de TBARS, em ratos submetidos a 1hora de
isquemia e 6 horas de reperfusdo, comparando-se os grupos Salina e L-Ala-GIn no tempo maximo
de isquemia (T-0) e durante a reperfusdo (T-2 e T-6).



4.2.3 Modelo 1: Isquemia: 1 h / Reperfuséo: 6 h (GSH)

Alteragbes das concentragbes teciduais de GSH em ratos tratados com solugéo salina ou L-
Ala-GIn e submetidos e submetidos a isquemia (1h) seguida de reperfusdo (6 h) no tempo

maximo de isquemia (T-0) e durante a reperfusdo (T-2 e T-6). (Tabela 7, Figura 13)

Houve aumento significante das concentragdes de GSH, no testiculo dos ratos
submetidos a isquemia (1h) seguida de reperfusao (6h) e tratados com L-Ala-GIn em

todos os tempos estudados.

TABELA 7 — Concentragdes de GSH (umol /g de tecido fresco) no testiculo, comparando-se os
grupos Salina e L-Ala-GIn submetidos a tor¢éao (isquemia — 1 h) e destor¢édo (Reperfuséo- 6 h) no
tempo maximo de isquemia (T-0) e durante a reperfusado (T-2 e T-6).

Tempo de reperfusdo (Horas)

TRATAMENTO GRUPO
0 2 6

Solugéo salina + Grupo Salina (1h)
IIR 10,72 £ 0,64 8,80 + 1,89 5,35+ 0,86
L-Ala-GIn + I/R Grupo L-Ala-GIn (1h)

17,11+ 1,88 * 17,49 £ 0,69 ** 22,78 £ 3,13 **

Testes: Mann-Whitney e Kruskal-Wallis com comparagdes temporais pelo teste de Dunn em6e 18
ratos (Média £ E.P.M)

*  p<0.01 comparado ao respectivo controle

p<0.001 comparado ao respectivo controle

*%

GSH (Testiculo)
30,0 **

20,0

10,0

pumol g/tec. fresco

0,0
0 2 6
Tempo de Reperfuséo (h)

B Isquemia Salina (1 h) mIsquemia L-Ala-GIn (1 h)

Testes: Mann-Whitney e Kruskal-Wallis com comparagdes temporais pelo teste de Dunn em 6 e
18 ratos (Média + E.P.M)

* p<0,01 comparado ao respectivo controle

** p<0.001 comparado ao respectivo controle

FIGURA 13 - Barras representam as concentragdes de GSH, em ratos submetidos a 1hora de
isquemia e 6 horas de reperfusdo, comparando-se os grupos Salina e L-Ala-GIn no tempo maximo
de isquemia (T-0) e durante a reperfusdo (T-2 e T-6).



4.2.3 Modelo 2: Isquemia: 3 h / Reperfuséo: 6 h (GSH)

Alteracbes das concentracoes teciduais de GSH em ratos tratados com solug¢ao salina ou L-
Ala-GIn e submetidos e submetidos a isquemia (3h) seguida de reperfusédo (6 h) no tempo

maximo de isquemia (T-0) e durante a reperfuséo (T-2 e T-6). (Tabela 8, Figura 14)

Houve aumento significante das concentragdes de GSH, no testiculo dos ratos
submetidos a isquemia (3h) seguida de reperfusdo (6h) e tratados com solugéo
salina ou L-Ala-GIn no tempo maximo de isquemia (T-0) e apdés 6 horas de
reperfusdo. Houve reducéao significante das concentragdes de GSH apés 2 horas de

reperfusdo nos ratos tratados com L-Ala-GIn comparado ao T-0.

TABELA 8 — Concentragées de GSH (umol /g de tecido fresco) no testiculo, comparando-se os
grupos Salina e L-Ala-GIn submetidos a tor¢ao (isquemia — 3 h) e destor¢do (Reperfuséo- 6 h) no
tempo maximo de isquemia (T-0) e durante a reperfusdo (T-2 e T-6).

Tempo de reperfusdo (Horas)

TRATAMENTO GRUPO
0 2 6

Solugdo salina + Grupo Salina (3h)
I/R 11,50 + 0,50 9,15 +1,79 5,87 £ 0,71
L-Ala-GIn + I/R Grupo L-Ala-GIn (3h)

23,28 £ 1,16 *** 13,99 + 2,45 11 19,10 + 1,93 ***

Testes: Mann-Whitney e Kruskal-Wallis com comparagdes temporais pelo teste de Dunn em6e 18
ratos (Média + E.P.M)

*** p<0.0001 comparado ao respectivo controle

tt p<0.001 comparado ao Tempo T-0

GSH (Testiculo)

é 30,0 KKk
o ++ *kk
= 20,0
[&]
ko)
< 10,0
g 00
=
0 2 6

Tempo de Reperfuséo (h)

m Isquemia Salina (3 h) m Isquemia L-Ala-GIn (3 h)

Testes: Mann-Whitney e Kruskal-Wallis com comparagdes temporais pelo teste de Dunn em 6 e
18 ratos (Média + E.P.M)

****  p<0.0001 comparado ao respectivo controle

tt p<0.001 comparado ao Tempo T-0

FIGURA 14 - Barras representam as concentragdes de GSH, em ratos submetidos a 3 horas de
isquemia e 6 horas de reperfusdo, comparando-se os grupos Salina e L-Ala-GIn no tempo maximo
de isquemia (T-0) e durante a reperfuséo (T-2 e T-6).



4 DISCUSSAO

O rato foi o animal escolhido para o experimento por ter sido utilizado em
diversas outras pesquisas com modelos de isquemia/reperfusdo do testiculo, pela
facilidade de manipulagdo, baixo custo de manutencdo, resisténcia ao trauma
cirargico e a infecgdes (FESTIN, 1979).

A Ketamina e xilasina foram utilizadas como anestésicos durante o
experimento, ja que séo frequentemente usados para induzir anestesia em animais,
sendo adequada pela via intraperitoneal seu uso em ratos. Essa combinacao
proporciona um plano anestésico profundo, que permite a realizacdo de
procedimentos que exijam grande manipulagdo do animal (SUMITRA, 2004,
RODRIGUES, 2006). A ketamina tem diversas importantes propriedades, como
efeito analgésico e baixo potencial de indugdo de depresséo cardiorrespiratéria
quando utilizada em doses habituais (REINKE, 1998). Ela pode ser convertida em
compostos intermediarios de radicais de livres sob condigbes oxidativas. Contudo, é
importante ressaltar que os radicais nitréxido formados a partir da ketamina durante
a anestesia, ndo culminam com repercussao toxicolégica, ndo causando reagdes
associadas a formagao de radicais livres que causem dano tecidual, como, por
exemplo, ao figado ou ao rim (REINKE, 1998). A estabilidade dos radicais nitréxido
oriundos da ketamina torna improvavel o inicio de uma cascata secundaria de
reacdes mediadas por radicais livres, tornando sua relativa auséncia de toxicidade
previsivel, ao contrario do halotano, anestésico inalatério que tem notada
hepatotoxicidade mediada pela acdo de espécies reativas do metabolismo do
oxigénio (REINKE, 1998).

Neste estudo, o modelo experimental usado para induzir isquemia e
reperfusdo na gbnada do animal foi descrito por Ryan et al. em 1988. Neste modelo,
a torcao do testiculo é feita através da execugdo de duas voltas completas (720°) e
fixagdo do ligamento mesorquial (sutura transmesorquial), permitindo um insulto
vascular ideal, sem trauma parenquimatoso, assemelhando-se ao que acontece no
quadro clinico encontrado em humanos. Inicialmente o retorno venoso é
comprometido, e o edema progressivo gera um crescente aumento da tensdo no
tecido testicular e no cordao espermatico. Apos certo tempo, o fluxo arterial também
sofre interrupcao (RYAN; GOREY; FITZPATRICK, 1988).



A torcao experimental de 360° € ineficaz do ponto de vista da produgao de
congestdo venosa e estase arterial (RYAN; GOREY; FITZPATRICK, 1988). A
fixagdo transparenquimal, apesar de produzir alteragdes semelhantes, gera lesdes
adicionais, causadas pelo trauma da passagem da agulha de sutura pelo
parénquima, que podem invalidar os resultados do experimento (GUIMARAES,
2005). Dixon et al. (1993) estudaram os efeitos da fixacdo transparenquimal do
testiculo, utilizando diferentes fios de sutura, evidenciando reacgéo inflamatéria em
todos os casos.

Akuglir et al (1994a) estudaram as alteragbes bioquimicas agudas no
testiculo do rato submetido a torgdo seguida de destor¢do do corddo espermatico
(720°), avaliando os niveis de TBARS apoés periodos crescentes de isquemia (3, 6,
12, 24 horas). Nos animais submetidos a 6, 12 e 24 horas de isquemia seguida de 2
horas de reperfusdo, ndo houve aumento dos niveis de TBARS, por conseguinte,
ndao sendo demonstrada lesdo adicional durante o periodo de reperfusao,
provavelmente pela grande intensidade do dano ao testiculo provocado por periodos
de isquemia mais prolongados (AKUGUR, 1994a).

A lesao de reperfusdo nao ocorre apds um periodo de isquemia maior que 6
horas, seguido de até 4 horas de reperfusdo (AKUGUR, 1994a). Periodos de
isquemia maiores que 4 a 6 horas resultam em lesdo tecidual permanente
(RALITCHKOVA et al, 1990; BECKER e TURNER, 1995). Contudo, Anderson e
Williamson (1988) consideram que o dano testicular permanente em humanos
ocorre em periodos de isquemia que duram mais que 12 horas, recomendando a
preservacdo do testiculo em situagcbes de intervalos de tempo inferiores a esse
periodo.

No delineamento desta pesquisa, o periodo de reperfusio estipulado foi de 2
e 6 horas, ja que segundo o estudo de Turan, Kliglkaydin e Bekerecioglul (1996), a
lipoperoxidagdo ndo € um fenémeno importante no testiculo em periodos de
reperfusédo superiores a 6 horas, apds 3 horas de isquemia.

No presente estudo, o periodo de isquemia estipulado em 1 hora foi baseado
no estudo de Akugur et al (1994b), que testou o efeito do alopurinol sobre a gbnada
de ratos submetidos a tempos diversos de isquemia (1, 3 e 5 horas) obtida por
torgdo de 720°, seguida de 2 horas de reperfusdo. Os animais submetidos a 1 hora
de torcao testicular apresentaram niveis de TBARS estatisticamente inferiores aos

submetidos ao mesmo tempo de isquemia seguida de 2 horas de reperfusao,



demonstrando que tal periodo de isquemia pode ser sucedido de lesao adicional
apos 2 horas de reperfuséao.

O tempo de isquemia de 3 horas foi definido nesta pesquisa, observando o
sucesso de alguns estudos tais como TURNER, 1985; RALITCHOVA et al, 1990;
TUNER, BROWN, 1993; AKGUR et al., 1994b; ABES et al., ROMEO et al., 1994;
OZAKAN et al., 2004 e GUIMARAES, 2005.

A utilizagdo da glutamina no estudo, ja usada em diversas pesquisas que
avaliaram situacbes de lesdo tecidual induzida por isquemia e reperfusdo em
diversos 6rgaos, foi motivada pela maior necessidade da observagédo do seu efeito
sobre o estresse oxidativo no testiculo.

A forma livre da glutamina (L-glutamina) & pouco soluvel em meio aquoso e
altamente instavel em baixo pH e altas temperaturas. Portanto, frente a essas
limitacbes, recomenda-se a administracdo deste aminoacido em sua forma
precussora: glicil-glutamina (Gly-GIn) ou a alanil-glutamina (Ala-GIn) que apresentam
alta solubilidade em agua e estabilidade durante os procedimentos de preparo,
armazenamento e administragdo das solugcdes nutricionais. A hidrdlise acontece
imediatamente quando o dipeptideo (Alanil-glutamina) chega a corrente sanguinea,
sendo liberada alanina e glutamina (SOUBA et al., 1993).

Kohn e Liversedge, em 1944, introduziram o teste com o acido tiobarbiturico
(TBA), que nos dias de hoje, ainda € um método bastante difundido quando se quer
avaliar a peroxidacao lipidica (CHIRICO, 1994). A quantificagcado substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS) esta descrita em trabalhos que as utilizaram para
avaliar o grau de peroxidagao lipidica em modelos experimentais de isquemia e
reperfusdo do testiculo através da tor¢do do corddo espermatico (AKGUR et al.,
1994; OZKAN et al., 2004; WILHELM FILHO et al., 2004; GUIMARAES, 2005).

Os niveis intracelulares elevados de glutationa reduzida (GSH) estao
associados com a resisténcia de um tecido ao estresse oxidativo. A agcédo deletéria
dos radicais livres pode causar mudangcas no estado redox da glutationa,
aumentando a liberagéo da glutationa oxidada (dissulfeto) e diminuindo os niveis de
glutationa reduzida. Assim, alguns estudos tém direcionado o interesse no
monitoramento de glutationa em amostras biolégicas com o proposito de estudar-se
o efeito de drogas em tecidos submetidos ao estresse oxidativo (NAVARRO, 1999).

Um dos papéis do ciclo redox da glutationa e das enzimas que compdem seu

metabolismo € o de manter os hidroperéxidos lipidicos em niveis controlados, para



evitar danos celulares provenientes do ataque desses radicais. Assim, os niveis de
glutationa podem fornecer importantes informagdes bioquimicas do balanco
oxidante-antioxidante no organismo, podendo assim, a quantificagcdo de glutationa
ser indicador dos niveis de processos de lipoperoxidagédo (ROVER JUNIOR, 2001).

A validagcao do modelo de isquemia foi feita através de estudos estatisticos
comparando-se 0os marcadores de lesao tecidual dos ratos dos grupos controle
(grupo salina 1h e grupo salina 3h) com os ratos do grupo simulado (sham 1h e
sham 3h). Foram medidas as concentragdes de TBARS e GSH no homogenado de
testiculo dos animais. Os valores aferidos apds decorrida isquemia e reperfusdo dos
grupos controle, foram comparados aos valores medidos nos animais submetidos ao
procedimento simulado.

No presente estudo, nos grupos controle (pré-tratados com solugéo salina)
submetidos a 1 ou 3 horas de isquemia e posteriormente a 2 horas de reperfusao,
observaram-se niveis de GSH de 8,8 + 1,89 ymol /g e 9,15 £+ 1,79 pmol /g
respectivamente. Nos grupos nos quais os animais foram submetidos a semelhantes
procedimentos simulados, os niveis de GSH foram respectivamente 20,9 + 0,8
pmol/g e 20,3 = 2,39 pymol/g. Analisando esses valores, pode-se demonstrar redugao
significativa dos niveis de GSH nos animais submetidos a isquemia/reperfusao
quando comparados aos animais do grupo simulado (Tabela 2, Figura 8 e Tabela 4,
Figura 10), comprovando que o modelo experimental produziu isquemia/reperfusao
capaz de gerar redugao do estresse oxidativo. Na figura 18 (Anexo 1) estd ilustrada
a atividade do sistema antioxidante no qual faz parte a glutationa e as enzimas do
seu ciclo metabdlico.

Outro parametro utilizado para validacdo do modelo foi o estudo das
concentracdes de TBARS no testiculo dos animais submetidos a operagao simulada
(grupos SHAM) e a isquemia/reperfusao (grupos controle). Nos grupos submetidos a
isquemia (1 ou 3 horas) seguida de 2 horas de reperfuséo, os valores de TBARS
obtidos foram 0,039 + 0,011 MDA/g para o grupo que sofreu 1 hora de isquemia e
0,045 + 0,008 MDA/g para o grupo que sofreu 3 horas de isquemia. Nos respectivos
grupos simulados, as os valores de TBARS foram 0,020 + 0,002 MDA/g e 0,032 +
0,005 MDA/g. Esses valores, ao serem comparados, ndao demonstram diferengas
estatisticas, embora os grupos controle tenham uma tendéncia a maiores niveis de
TBARS.



Wilhelm Filho et al. (2004) nao evidenciaram alteragdes significativas de
TBARS em relagao aos niveis do grupo simulado, ao se comparar valores obtidos
apos 1 e 8 horas de torgéo testicular seguida de 1 hora de reperfusdo. Contudo,
apoés 24 horas de reperfusdo, observou-se diferenga nesses valores, com aumento
significativo nos niveis de TBARS nos grupos submetido a isquemia/reperfusado. Isso
demonstra que a peroxidacéao lipidica pode ocorrer num periodo de 1 a 24 horas de
reperfusdo, independente dos tempos de isquemia estudados (1 e 8 horas)
(WILHELM FILHO et al, 2004). Askoy et al. (2007) demonstraram ocorréncia de
lipoperoxidagao apds 24 horas de reperfusdao em animais previamente submetidos a
3 horas de isquemia testicular, ao ter como resultado aumento dos niveis de
malonaldeido, quando comparados ao grupo simulado.

Aparentemente, numa operacao simulada, a simples manipulacéo do testiculo
pode ser suficiente para desencadear uma producido de radicais livres suficientes
para iniciagdo da peroxidacao lipidica (GUIMARAES, 2005).

Possivelmente, no presente estudo, essa tendéncia a niveis aumentos de
TBARS nos grupos controle (subgrupos T-2) quando comparada aos respectivos
grupos simulados poderia vir a ter diferenca estatistica em tempos mais tardios de
reperfusao, ja que a literatura descreve, segundo os trabalhos previamente citados,
aumento na concentracdo de TBARS, portanto de lesdo celular, em até 24 horas de
reperfusdo experimental do testiculo.

Os animais receberam uma aplicacao intravenosa duma solugao de L-alanil-
glutamina a 20%, na dose de 0,75g/Kg de peso, 30 minutos antes do inicio do
trauma cirurgico. Torres (2003) utilizou essa mesma dose da L-alanil-glutamina,
também trinta minutos antes do trauma cirurgico, para estudar seu efeito metabdlico
num modelo de isquemia/reperfusdo do membro pélvico esquerdo de ratos,
demonstrando que a droga estimula a maior utilizagdo da glicose, via glicdlise, pela
ativagao do ciclo lactato-malato.

A glutamina pode aumentar os niveis de GSH, reduzir os niveis de TBARS e
reduzir a formacao de radicais livres em cultura de células monomielociticas U937
(WESSNER, 2003). Ela parece ser o melhor precussor da glutationa com valor
terapéutico (AMORES-SANCHES, 1999). Hong et al. (1999) demonstraram que a
suplementagao de glutamina, por sua capacidade antioxidante, preserva a glutationa
hepatica durante injuria aguda do figado. Prem (1999) demonstrou redugao de lesao

em musculatura esquelética de ratos pré-tratados com glutamina, em modelo



experimental de isquemia/reperfusdo. Segundo Souba (1994), a glutamina manteve
niveis de glutationa elevados na mucosa intestinal de ratos, promovendo menos
peroxidacgao lipidica num modelo de isquemia/reperfusao do intestino.

No presente estudo, a quantificacdo da GSH tecidual nos animais pré-
tratados com L-alanil-glutamina, mostrou que esta substancia pode ter efeito
protetor, reduzindo os efeitos da isquemia/reperfuséo testicular induzida pela torgao
do cordao espermatico, diminuindo, portanto o estresse oxidativo. Houve aumento
significativo dos niveis de GSH em todos os tempos estudados (T-0,T-2 e T-6),
quando comparado ao grupo controle, no modelo 1 (Tabela 7, Figura 13). No tempo
de isquemia maxima, houve um aumento de 59,6% nos niveis de GSH (10,72 £ 0,64
versus 17,11 £ 1,88) com p<0,01. Na segunda hora de reperfusdo, o aumento
correspondeu a 98,7% (8,80 + 1,89 versus 17,49 = 0,69) e apos 6 horas de
reperfusdo o aumento da glutationa atingiu sua maior diferengca em relagédo a o
controle, correspondendo a 325,7% (5,35 + 0,86 versus 22,78 + 3,13), com p<0,001.

A curva de GSH variou de forma oposta nos animais que receberam L-alanil-
glutamina, quando comparados aos que receberam solugdo salina (Figura 15,
Apéndice 1). A curva descendente de GSH dos animais do grupo controle denota
um consumo deste sistema antioxidante, pela acdo oxidativa dos radicais livres
durante a reperfusdo. O comportamento ascendente da curva de GSH no grupo de
ratos que receberam a L-alanil-glutamina se deve a uma possivel agdo protetora
desse dipeptideo no tecido testicular, num ambiente de estresse oxidativo,
preservando os niveis de glutationa, otimizando este mecanismo de defesa.

No modelo 2, os niveis de GSH nos animais tratados com L-alanil-glutamina e
solugéo salina (Tabela 8, Figura 14) se comportaram de maneira semelhante aos
resultados encontrados no modelo 1. No tempo de isquemia maxima, houve um
aumento de 102,4% nos niveis de GSH (11,50 + 0,50 versus 23,28 + 1,16) com
p<0,0001. Na segunda hora de reperfusdo, o aumento correspondeu a 52,8% (9,15
+ 1,79 versus 13,99 £ 2,45). No grupo que recebeu L-alanil-glutamina, na segunda
hora de reperfusédo (T-2) houve reducéao significativa dos niveis de GSH (p<0,001)
comparado ao tempo maximo de isquemia (T-0). Isto, aparentemente, deve-se ao
tempo mais prolongado de isquemia (3 horas), que pode ter gerado um maior grau
de formacdo de radicais livres, por conseguinte, justificando a maior redugdo de
glutationa durante a reperfusdo nesse modelo. Apés 6 horas de reperfusdo, o

aumento da glutationa atingiu sua maior diferenca em relagcdo ao controle,



correspondendo a 225,3% (5,87 + 0,71 versus 19,10 = 1,93), com p<0,0001). Os
valores de GSH do grupo controle formam uma curva decrescente, demonstrando o
consumo do sistema antioxidante da glutationa durante a reperfusdo. A curva do
grupo teste, embora com maiores niveis de GSH, mostra-se decrescente devido ao
consumo desse tripeptideo até a segunda hora de reperfusdo, quando, a partir
desse momento, ela ascende, iniciando um processo de recuperagao desse sistema
antioxidante. (Figura 16, Apéndice 2).

O aumento da concentragao intracelular de glutationa pela glutamina parece
reduzir a formacgao das espécies reativas de oxigénio e oferece protecdo contra a
apoptose (GUERIN, 2006).

A glutationa, quantitativamente e qualitativamente, € uma das principais
moléculas antioxidantes dos sistemas biolégicos (DENNO, 1996). E um tripeptideo
(y-glutamil-cicteinil-glicina) facilmente oxidavel, j& que a cisteina contém o radical
sulfidril (-SH), apresentando, portanto, uma boa capacidade redutora. A glutamina
esta envolvida na sintese da glutationa. Primeiramente a glutaminase mitocondrial
converte a glutamina em L-glutamato (Glu), que, em seguida, retorna ao citosol
(Figura 19, Anexo 2), onde se liga a L-cisteina (Cys) através da agdo da enzima
glutamato-cisteina ligase, formando a L-y-glutamilcisteina (AMORES-SANCHES e
MEDINA, 1999). A enzima glutationa sintetase, finalmente, completa a sintese da
glutationa ao acrescentar a glicina a L-y-glutamilcisteina (Figura 20, Anexo 3).

O glutamato derivado da glutamina também participa diretamente da captacéo
celular de cistina através do contra-transportador X; (SATO et al., 1999) (Figura 20,
Anexo 3). A cistina é entdo reduzida a cisteina no citosol. Como a cisteina funciona
como um substrato limitante para sintese da glutationa, a glutamina indiretamente
contribui para manutencdo dos niveis de apropriados de glutationa (SATO et al.,
1998). Porém, sabe-se, que em situagdes de estresse metabdlico onde a glutationa
€ consumida, mesmo na presenga de cisteina, a glutamina, por si so, funciona como
fator limitante para producédo de glutationa no rim, figado ou intestino (DENNO,
1996; HONG, 1992; SOUBA, 1994).

No modelo 1, ndo houve diferenga significativa nas concentragbes de TBARS
entre 0os animais que receberam L-alanil-glutamina e solugdo salina (Tabela 5,
Figura 11). O tempo de isquemia de 1 hora pode ter sido insuficiente para geragao

de lesdao celular suficiente para desencadear aumentos significativos das



substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) em tempos precoces de
reperfusao (2 e 6 horas).

Ja no modelo 2, houve uma redugao nos niveis de TBARS no grupo pré-
tratado com L-alanil-glutamina nos tempos T-0 e T-2, o que nédo foi observado no
tempo T-6 (Tabela 6, Figura 12). No tempo maximo de isquemia houve uma redugéo
de 46,5% nos niveis de TBARS do grupo que recebeu L-alanil-glutamina (0,058 *
0,001 versus 0,031 £ 0,005) com p<0,001. Na segunda hora de reperfusdo, foi
atingida a maior diferenga entre os grupos, com reducéo de 51,1% nos niveis de
TBARS (0,045 £+ 0,008 versus 0,022 = 0,0034) com p<0,001. Apdés 6 horas de
reperfusdo, os niveis de TBARS nao se mostraram estatisticamente diferente entre
0s grupos. Porém, no grupo controle, houve reducdo nos niveis de TBARS apoés 6
horas de reperfusdo, ao compararem-se os valores com os do tempo maximo de
isquemia. Os valores de TBARS no modelo 2 estao ilustrados graficamente na figura
17 (Apéndice 3).

Portanto, a L-alanil-glutamina exerceu efeito protetor, reduzindo a peroxidagao
lipidica, até a segunda hora de reperfusdo, quando, a partir de entdo, no grupo
controle, os niveis de TBARS tenderam a se aproximar da curva do grupo teste, néo
havendo mais diferencas entre os grupos ao final do periodo de reperfusao.

Os o6rgéos variam quanto a tolerancia a isquemia. O Figado € o 6rgdo melhor
dotado de capacidade antioxidante, seguido pelo sangue, coragdo e musculo (DI
MEO; VENDITT; DE LEO, 1996). Segundo Akgur et al. (1994a) o testiculo comporta-
se de modo semelhante ao intestino, viscera capaz de evitar a lesdo de reperfusao
apos curtos periodos de isquemia parcial. De acordo com Bergh et al. (1988), a
relativa baixa temperatura e a baixa tensdo de oxigénio no tecido testicular,
possivelmente, podem contribuir para prevencao de lipoperoxidacdo induzida pela
isquemia. Frente ao exposto, o comportamento dos niveis de TBARS apds 6 horas
de reperfusdo nos animais do grupo controle do modelo 2, aparentemente, deve-se
a capacidade de recuperacido inerente ao testiculo frente a uma situacdo de
estresse induzida pela isquemia/reperfusao.

Esta descrito na literatura o efeito protetor de algumas drogas sobre o
metabolismo do testiculo em modelos de isquemia/reperfusdo. Akgur et al. (1994a)
obteve sucesso ao estudar o efeito do alopurinol. Romeo et al. (2004) tiveram éxito
ao testar um analogo da vitamina E, assim como Abasiyanik e Dagdonderen (2004)

ao testar a melatonina. CAN et al. (2003) mostraram o efeito protetor do peptideo



vasoativo intestinal na injuria de torgao/destorcdo testicular. Guimaraes (2005)
demonstrou que o dimetilsulfoxido, o acido a-lipdico e a ternatina aumentam a
protecdo antioxidante do testiculo submetido a isquemia/reperfusdo. Yang (2007)
sugere que a indugado da heme-oxigenase-1 atenua a injuria de isquemia/reperfuséo
do testiculo, possivelmente através de um mecanismo antioxidante. Segundo Askoy
et al. (2007), o pré-tratamento com dehidroepiandrosterona é capaz de reduzir
alteragdes bioquimicas e histopatoldgicas induzidas pelo estresse oxidativo causado
pela torcdo do testiculo em ratos.

Os resultados desta pesquisa reforcam a hipotese de que a resposta ao
estresse induzido por isquemia seguida de reperfusdo sao processos que geram
radicais livres. No modelo 2, no qual os animais permaneceram durante 3 horas
submetidos a isquemia testicular induzida pela torcdo do corddo espermatico, na
segunda hora de reperfusdo, o grupo dos animais pré-tratados com L-alanil-
glutamina apresentou niveis de GSH estatisticamente inferiores aos aferidos no
tempo maximo de isquemia. Essa ocorréncia de reducdo de GSH durante a
reperfusdo demonstra um aumento da producgao radicais livres neste periodo. A L-
alanil-glutamina mostrou-se eficaz na manuteng¢ao dos niveis teciduais de GSH nos
dois modelos de isquemia/reperfusdo do testiculo, reduzindo a magnitude do
estresse oxidativo possivelmente por ser um precussor de GSH. Pesquisas
adicionais, utilizando outras doses e diferentes tempos de isquemia e reperfusio,
estudando também alteragbes histopatologicas e funcionais s&o necessarias para
melhor entendimento da acdo desse nutracéutico frente a uma situacdo de
isquemia/reperfusao do testiculo, avaliando também a possibilidade de haver efeito
antioxidante quando sua administracdo fosse realizada durante o periodo de

isquemia, simulando uma situagao clinica de tor¢ao do corddo espermatico.



CONCLUSAO

1) A L-alanil-glutamina foi capaz de exercer efeito protetor frente ao estresse
oxidativo nos dois modelos estudados de isquemia/reperfusao testicular em ratos
Wistar, aumentando os niveis de glutationa reduzida em relagdo ao grupo controle,
no tempo maximo de isquemia e no periodo de reperfusdo em ambos os modelos
estudados.

2) No modelo 2, o qual os animais foram submetidos a 3 horas de isquemia, a
glutamina mostrou-se eficaz também na reducao dos niveis de TBARS, ocasionando
diminui¢ao da lesao celular induzida pela peroxidacéo lipidica, no tempo de isquemia

maxima e apo6s 2 horas de reperfusao.
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FIGURA 15 — As linhas representam as concentragdes de GSH em ratos submetidos a 1 hora de
isquemia e 6 horas de reperfusdo, comparando-se os grupos Salina e L-Ala-GIn no tempo maximo de
isquemia (T-0) e durante a reperfuséo (T-2 e T-6). A curva descendente de GSH dos animais do
grupo controle denota um consumo deste sistema antioxidante, possivelmente pela acédo oxidativa
dos radicais livres durante a reperfusao. O comportamento ascendente da curva de GSH no grupo de
ratos que receberam a L-alanil-glutamina se deve a uma possivel agado protetora desse dipeptideo no
tecido testicular, num ambiente de estresse oxidativo, preservando os niveis de glutationa.
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FIGURA 16 — As linhas representam as concentragées de GSH, em ratos submetidos a 3 horas de
isquemia e 6 horas de reperfusdo, comparando-se os grupos Salina e L-Ala-GIn no tempo maximo de
isquemia (T-0) e durante a reperfusdo (T-2 e T-6). A curva do grupo controle é decrescente,
demonstrando o consumo do sistema antioxidante da glutationa durante a reperfusdo. A curva do
grupo teste, embora com maiores niveis de GSH, mostra-se decrescente devido a peroxidagao
lipidica até a segunda hora de reperfusdo, quando, a partir dai, ela ascende, iniciando um processo
de recuperagao.
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FIGURA 17 — As linhas representam as concentragbes de TBARS nos ratos submetidos a 3 horas
de isquemia e 6 horas de reperfusdo, comparando-se os grupos Salina e L-Ala-GIn no tempo maximo
de isquemia (T-0) e durante a reperfusdo (T-2 e T-6). Observa-se o efeito protetor da L-Ala-GIn,
reduzindo a peroxidagao lipidica, até a segunda hora de reperfusdo, quando, a partir de entdo, no
grupo controle, a curva de TBARS tendeu a se aproximar da curva do grupo teste, nao havendo mais
diferencas entre os grupos ao final do periodo de reperfusao.



APENDICE 4 — DADOS BRUTOS (1)

CONCENTRACOES DE TBARS (umol MDA/g tecido fresco) NO TESTICULO
Grupo Simulado 1h — SHAM 1h
TRATAMENTO: SOLUCAO SALINA

T-2
0,0121
0,0147
0,0317
0,0361
0,0100
0,0484

CONCENTRACOES DE TBARS (umol MDA/g tecido fresco) NO TESTICULO
Grupo Simulado 3h — SHAM 3h
TRATAMENTO: SOLUCAO SALINA

T-2
0,0060
0,0057
0,0050
0,0181
0,0276
0,0285

CONCENTRACOES DE TBARS (umol MDA/g tecido fresco) NO TESTICULO
Grupo Salina 1h — GSalh (ISQUEMIA/REPERFUSAO)
TRATAMENTO: SOLUCAO SALINA

T-0 T-2 T-6
0,034 0,013 0,017
0,025 0,010 0,014
0,072 0,035 0,031
0,076 0,034 0,032
0,014 0,077 0,036
0,018 0,062 0,037

CONCENTRACOES DE TBARS (umol MDA/g tecido fresco) NO TESTICULO
Grupo Salina 3h — GSalh (ISQUEMIA/REPERFUSAO)
TRATAMENTO: SOLUCAO SALINA

T-0 T-2 T-6
0,061 0,050 0,008
0,062 0,060 0,008
0,057 0,058 0,018
0,058 0,060 0,019
0,054 0,021 0,021

0,054 0,021 0,021




APENDICE 5 — DADOS BRUTOS (2)

CONCENTRACOES DE TBARS (umol MDA/g tecido fresco) NO TESTICULO
Grupo Ala-GIn 1h — GAg1l
TRATAMENTO: L-ALANIL-GLUTAMINA

T-0 T-2 T-6
0,0274 0,0388 0,0367
0,0258 0,0400 0,0405
0,0486 0,0296 0,0335
0,0488 0,0282 0,0333
0,0501 0,0197 0,0346
0,0498 0,0174 0,0372

CONCENTRACOES DE TBARS (umol MDA/g tecido fresco) NO TESTICULO
Grupo Ala-GIn 3h — GAg3
TRATAMENTO: L-ALANIL-GLUTAMINA

T-0 T-2 T-6
0,0151 0,0179 0,0350
0,0141 0,0205 0,0191
0,0379 0,0201 0,0181
0,0392 0,0375 0,0183
0,0408 0,0213 0,0185
0,0409 0,0152 0,0239

CONCENTRACOES DE GSH (umol MDA/g tecido fresco) NO TESTICULO
Grupo Simulado 1h — SHAM 1h
TRATAMENTO: SOLUCAO SALINA

T-2
21,03
36,543
34,46
38,37
39,987
39,84

CONCENTRACOES DE GSH (umol MDA/g tecido fresco) NO TESTICULO
Grupo Simulado 3h — SHAM 3h
TRATAMENTO: SOLUCAO SALINA

T-2
25,733
25,67
16,15
19,917
24,053
14,053




APENDICE 6 — DADOS BRUTOS (3)

CONCENTRAGOES DE GSH (umol MDA/ tecido fresco) NO TESTICULO
Grupo Salina 1h — GSalh (ISQUEMIA/REPERFUSAO)
TRATAMENTO: SOLUCAO SALINA

T-0 T-2 T-6
12,870 14,323 09,313
10,770 15,133 05,273
10,770 05,113 05,760
08,667 05,437 03,660
09,313 05,920 03,820
11,900 06,890 04,303

CONCENTRACOES DE GSH (umol MDA/g tecido fresco) NO~TESTiCULO
Grupo Salina 3h — GSa3h (ISQUEMIA/REPERFUSAO)
TRATAMENTO: SOLUCAO SALINA

T-0 T-2 T-6
09,313 09,467 03,660
11,577 09,313 04,303
11,093 05,273 05,273
12,387 11,253 06,567
11,900 15,940 07,537
12,707 03,660 07,860

CONCENTRACOES DE GSH (umol MDA/g tecido fresco) NO TESTICULO
Grupo Ala-GIn 1h — GAg1l
TRATAMENTO: L-ALANIL-GLUTAMINA

T-0 T-2 T-6
20,643 19,61 13,227
20,917 19,673 13,13
11,433 16,313 30,567
11,253 16,49 28,337
17,77 16,75 25,67
20,643 16,087 25,75

CONCENTRACOES DE GSH (umol MDA/g tecido fresco) NO TESTICULO
Grupo Ala-Gln 3h — GAg3
TRATAMENTO: L-ALANIL-GLUTAMINA

T-0 T-2 T-6
20,047 12,967 20,173
20,077 13,177 20,077
26,413 21,113 13,55
26,43 21,13 13,227
23,423 7,813 23,633

23,293 7,747 23,957
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FIGURA18 - Interconverséo da glutationa na sua forma reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) pela
acao das enzimas GSH-Px, GO e GR (ROVER JUNIOR, 2001).



ANEXO 2
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FIGURA 19 — Agéo da glutaminase promovendo a deaminagdo da glutamina na mitocondria, tendo
como produto o L-glutamato, que, em seguida, retorna ao citosol para participar da sintese da
glutationa (y-glutamil-cicteinil-glicina) (HONG, 1992).



ANEXO 3
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FIGURA 20 — Papel da glutamina (GIn) na sintese da glutationa (GSH): (1) glutaminase, (2)
glutamato cisteina ligase, (3) GSH sintetase. X ¢ : transportador glutamato cistina (GUERIN, 2005).



