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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos da deficiéncia protéica no
processo espermatogénico de ratos adultos submetidos a desnutricao protéica em
diferentes fases do seu desenvolvimento, associada ou nao a elevacdo da
temperatura testicular. Desde cinco semanas antes do acasalamento, ratas Wistar
receberam ragdo normoprotéica (20% PB, grupo C) ou hipoprotéica (8%PB, grupo T)
até o desmame dos seus filhotes. Ao desmame (21 dias pp), todos os filhotes foram
submetidos a laparotomia para fixagdo do testiculo direito a parede abdominal,
evitando assim o descenso do mesmo para o escroto. Em seguida, os filhotes das
maes C e T foram divididos em quatro grupos e alimentados da seguinte maneira:
filhotes das maes C passaram a receber dieta normoprotéica (CC) e outros a receber
dieta hipoprotéica (CT) e filhotes das maes T passaram a receber dieta hipoprotéica
(TT) e outros a receber dieta normoprotéica (TC). Os animais foram pesados
semanalmente e seu consumo alimentar registrado até a eutanasia, aos 70 dias de
idade, quando foram pesados, anestesiados, e os testiculos fixados em glutaraldeido a
5% em tampao fosfato (0,1M - pH 7,4) por perfusao intravascular. Posteriormente, os
testiculos foram retirados e pequenos fragmentos incluidos em resina plastica para
avaliagdo sob microscopia de luz. Verificou-se que a deficiéncia protéica,
independente do periodo em que ocorreu, promoveu uma redugdo na ingestao
alimentar dos animais, o que refletiu na redugdo do peso corporal. O indice
gonadossomatico do grupo TT foi significativamente maior no testiculo criptorquidico
quando comparado com os demais grupos, mostrando que a desnutricdo desde o
periodo pré-natal comprometeu mais o peso corporal que o testicular. Apenas nos
animais do grupo TT, a espermatogénese no testiculo orquidico foi interrompida nas
espermatides da etapa 12. Ja no testiculo criptorquidico, as células germinativas mais
avangadas encontravam-se na fase de paquiteno, em todos os grupos experimentais.
Observou-se redugcao no numero de espermatogonias, espermatécitos e espermatides
nos grupos que em algum momento receberam a dieta hipoprotéica sendo mais
acentuada nos animais desnutridos desde o periodo pré-natal. Além disso, de forma
inesperada, o aumento da temperatura testicular aumentou o nimero de células de
Sertoli neste grupo. Ao avaliar o rendimento geral da espermatogénese, verificou-se
que no grupo TT a capacidade de suporte das células de Sertoli foi reduzida, que
houve aumento da perda de células germinativas durante a meiose e uma redugéao no
nuamero de espermatides produzidas a partir de uma espermatogénia do tipo A;. Os
resultados por nds obtidos mostraram que a desnutricdo protéica ndo agrava 0s
efeitos ocasionados pelo aumento da temperatura testicular. No entanto, no testiculo
presente no escroto a desnutricdo provoca modificagbes significativas em varios
parametros testiculares de ratos adultos, principalmente naqueles animais que foram
expostos a ragdo hipoprotéica nos periodos pré- e poés-natal, acarretando uma
redugao significativa na produgédo espermatica diaria.



ABSTRACT

This study investigated the effects of pre- and postnatal protein deficiency on the
spermatogenic process in adult rats, associated or not with the increase in testicular
temperature. Female Wistar rats received a normoproteic (20% CP, group C) or a
hipoproteic (8% CP, group T) diet from five weeks before mating until weaning their
pups (three weeks after farrowing). After weaning , all pups were subjected to unilateral
cryptorchidic surgery to tie the right testis to the abdominal wall, and were divided into
four groups, as follows: a) Group CC: pups from group C mothers that received the
normoproteic diet; b) Group CT: pups from group C mothers that received the
hipoproteic diet ; ¢) Group TT: pups from group T mothers that received the
hipoproteic diet; and d) Group TC: pups from group T mothers that received the
normoproteic diet . The animals were weighed weekly and their feed consumption
registered until euthanasia, at 70 days of age, when they were weighed, anesthetized
and their testes fixed with a 5% glutaraldehyde in phosphate buffer (0, 1 m-pH 7.4)
solution by intravascular perfusion. Testes were removed and fragments included in
plastic resin for evaluation under light microscopy. It was verified that protein
deficiency, independent of the period in which it occurred, led to a reduction in feed
intake which reflected on their body weight gain. The gonadossomatic index was
significantly greater in the criptorchidic testicle of the TT group when compared to the
other groups showing that pre-natal malnutrition affected more body weight than the
testicular weight. The spermatogenesis in the orchidic testicle was interrupted in the
spermatids at step 12 only in the animals of the TT group. However, the more
advanced germ cells in the criptorchidic testicle were found in the pachytene phase, in
all experimental groups. A reduction in the number of spermatogonia, spermatocytes
and spermatids was observed in the groups that, at some stage, received the
hipoproteic diet and this reduction was more pronounced in the TT group. Moreover,
unexpectedly, the raise in the testicular temperature increased the number of Sertoli
cells on that group. When assessing the overall efficiency of spermatogenesis, it was
found that the capacity to support Sertoli cells was reduced, the loss of germ cells
during meiosis was increased and the number of spermatids produced from a
spermatogonia type A; was also reduced in the TT group. These results show that
protein malnutrition does not aggravate the effect caused by increase of the testicular
temperature. However, in the testis present into the scrotum undernourishment
provokes significant changes in several testicular parameters of adult rats, specially in
those animals subjected to this deficiency in the pre- and post-natal periods, which
resulted in a significant reduction in the daily spermatic production.
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Introducéo e Objetivos

1. INTRODUGAO

A desnutricdo é definida como um desequilibrio entre o suprimento de
nutrientes e energia e a demanda corporal e do inadequado aproveitamento biol6gico
dos alimentos ingeridos, devido a méa absor¢cao ou por infestacao de parasitas (Martins
et al., 2008). Embora ela possa atingir grupos de todas as idades, a desnutricdo afeta
principalmente criancas, gestantes e lactantes e esta envolvida em mais de 50 % de
todas as mortes de criangcas menores de 5 anos em paises subdesenvolvidos (WHO,
2004). As conseqliéncias da desnutricdo para o organismo sdo variadas, entretanto,
desde as formas leves as mais severas, € constante o comprometimento do
crescimento (Douglas, 2002).

No transcorrer do crescimento animal (fases pré e po6s- natal), os niveis de
RNA, DNA e proteinas variam de acordo com os diferentes 6rgdos, nas diversas
etapas do seu desenvolvimento. A restricao alimentar durante o desenvolvimento do
animal pode provocar efeitos irreversiveis, dependendo do periodo e do 6rgao em
desenvolvimento. Se esta restricdo se der durante a multiplicagédo celular, os animais
nao alcangarao niveis normais no peso de alguns 6rgaos, mesmo apos a recuperagao
nutricional, devido ao decréscimo no numero de células (Rabelo, 1997).

Nos estados carenciais, sobretudo crénicos, a auséncia de determinados
substratos repercutem sobre o equilibrio dindmico normal, demonstrando com isso,
uma hierarquia bioquimica que é imperceptivel quando o organismo se mantém em
homeostase. Dentro dessa hierarquia, destacam-se as proteinas, devido a sua
importante participacao nas estruturas de 6rgaos e tecidos, de sua atuagao na sintese
enzimatica e na sintese de horménios protéicos, estando, portanto, presente na quase
totalidade das reacdes metabdlicas (Trindade et al., 1986).

Durante a gestacéo, a disponibilidade protéica representa um fator critico a boa
saude e a sobrevivéncia fetais. Os aminoacidos provenientes da dieta sdo, em parte,
direcionados a sintese protéica fetal e em situagcdes de privagdo alimentar crdnica,
ocorre uma mobilizacao das proteinas maternas com o objetivo de manter constante o
suprimento desses aminoéacidos para o feto (Remesar et al., 1987).

Observagbes epidemioldgicas das associagées entre a nutrigdo nos estagios
embriolégicos iniciais e o risco do desenvolvimento de doengas na fase adulta tém
estimulado as investigacdes sobre as bases biolégicas da chamada programacao pré-
natal (acontecimentos na vida intra-uterina que afetam o desempenho do animal na
fase adulta) (Langley-Evans et al., 2005). Apesar do crescimento e desenvolvimento
fetais serem guiados pelo genoma, a regulagdo genética do crescimento fetal é
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influenciada pelo ambiente intra-uterino no qual o feto cresce (Martin-Gronert &
Ozanne, 2006). Assim, a desnutricao fetal pode induzir alteragdes genéticas, que
incluem risco aumentado de doenga cardiovascular, envelhecimento prematuro e
comprometimento da capacidade reprodutiva em individuos adultos (Nilsson, 2001).

A ingestao inadequada de nutrientes durante a gestagdo é uma causa comum
de baixo peso ao nascimento e retardo no crescimento intra-uterino (Pena e Bacallao,
2002). Dados da literatura mostram que em humanos, essas condigdes estao
associadas ao criptorquidismo, uma anomalia congénita de machos que compromete
sua capacidade reprodutiva (Klonish et al., 2004). Durante o desenvolvimento do
animal, em situac6es de desequilibrio nutricional, a reproducédo é uma das primeiras e
principais funcdes afetadas tanto pelos animais em reproducdo como por aqueles que
irdo iniciar sua vida reprodutiva. Em ratos alimentados com dieta deficiente em
proteina, além do peso testicular reduzido, a andlise histolégica evidencia que os
tubulos seminiferos sdo severamente afetados, mostrando o didmetro tubular reduzido
e nenhum espermatozéide no limen do tdbulo (Karaca et al.,2003).

Dados preliminares obtidos em nosso laboratério mostraram que a deficiéncia
protéica pré e pos-natal podem apresentar um papel importante no desenvolvimento
testicular. Neste experimento, aos 70 dias de idade, o processo de descenso testicular
nao havia ocorrido e a andlise histolégica dos tubulos seminiferos mostrou que as
células de Sertoli apresentavam-se imaturas e as células germinativas mais
avangadas eram espermatocitos em paquiteno (Melo et al., 2008). Dados da literatura
mostram que a elevacao da temperatura testicular altera o ritmo de progressao celular,
como também a sobrevivéncia das células germinativas mais avangadas (Vilela et al.,
2003). Desta forma, ndo sabemos se as alteragbes histologicas encontradas nos
tubulos seminiferos nos animais deste projeto piloto podem ser atribuidas a deficiéncia
protéica ou a elevacao da temperatura testicular. Portanto, torna-se pertinente estudar
o efeito da desnutricdo protéica pré e pos-natal associada ou ndo ao aumento da
temperatura testicular em ratos, visando melhor entender os efeitos destes fatores, ou

da associacao deles, no processo espermatogénico.
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1.2 - Objetivos

1.2.1 - Objetivo Geral

Investigar o efeito da desnutricdo protéica pré e pds-natal, associado ou ndo a
elevacdo da temperatura testicular sobre o processo espermatogénico em ratos
adultos.

1.2.2 - Objetivos especificos

Comparar entre os grupos experimentais os seguintes parametros:

» Dados biométricos: peso corporal, peso testicular e indice gonadossomatico
(IGS);

* Morfologia do epitélio seminifero;

« Parametros morfométricos do testiculo tais como diametro tubular, diametro do

lume e altura do epitélio;

* Numero de células somaticas (Sertoli e Leydig) e germinativas
(espermatogbnias, espermatoécitos e espermatides);

« Eficiéncia da espermatogénese através do calculo das razdes celulares.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Organizag&o testicular e espermatogénese

A organizacdo estrutural do testiculo & altamente conservada entre os
mamiferos e nela sdo encontrados dois compartimentos principais: o tubular que é
avascular, sem inervagdes e constituido pela tanica propria (células midides, fibras
colagenas e a membrana basal), epitélio seminifero e lumen; e o intersticial ou
intertubular em que se localizam as células de Leydig produtoras de esterdides, vasos
sanglineos e linfaticos, nervos, fibroblastos, fibras do tecido conjuntivo, macréfagos,
linfécitos e, ocasionalmente, mastécitos (Pelletier et al., 2003).

O epitélio seminifero compde-se de quatro camadas de geragdes distintas de
células germinativas, sustentadas morfofisiologicamente por uma célula soméatica
denominada célula de Sertoli (Russell et al., 1990). Na camada basal do epitélio
seminifero observam-se espermatogbnias e espermatocitos primarios iniciais; nas
camadas intermediarias observam-se geracdes de espermatécitos primarios mais
desenvolvidos e espermatécitos secundarios; e na camada adluminal, espermatides
(Yan et al., 2008).

A espermatogénese € um processo ciclico altamente organizado e complexo
que ocorre nos tubulos seminiferos e passa por trés fases essenciais: a primeira, a
proliferativa, em que as células sofrem sucessivas e rapidas divisbes mitéticas; a
segunda, a meidtica ou espermatocitaria, na qual o material genético dos
espermatécitos é duplicado, recombinado e segregado; por fim, a espermiogénica, em
que células hapldides (espermatides) se diferenciam em espermatozoides — célula
altamente especializada e estruturalmente equipada para alcancar e fertilizar o o6cito
(Pelletier et al., 2003).

As células espermatogénicas encontram-se arranjadas nos tubulos
seminiferos, de forma organizada e bem definida, constituindo associa¢des celulares
que caracterizam estadios do ciclo do epitélio seminifero. Na maioria dos mamiferos, o
arranjo dos estagios desse ciclo é segmentado, e normalmente existe apenas um
estagio por corte transversal do tabulo (Russell et al., 1990). Dentre os sistemas
utilizados para se estudar os estaddios do ciclo do epitélio seminifero, o mais
empregado € aquele baseado na forma e na localizagdo dos nucleos das
espermatides e na presenca de figuras de divisbes meibticas. Este sistema, designado
por (Berndtson, 1977) como método da morfologia tubular, permite a padronizagéo do
ciclo em oito estadios para todos os mamiferos. Outra classificacdo, designada como
método do sistema across6mico, é baseado nas caracteristicas das espermatides, em
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particular no desenvolvimento do acrossoma, método no qual o numero de estadios
para cada espécie é variado. Os estadios se sucedem numa determinada area do
epitélio seminifero, com o decorrer do tempo. Esta sequiéncia, assim ordenada,
constitui o processo denominado ciclo do epitélio seminifero (Russell et al., 1990).

A identificagdo dos diferentes estagios do ciclo do epitélio seminifero (CES) é
essencial para a realizacdo de estudos quantitativos da espermatogénese. E
importante para a compreensdo da espermatogénese normal bem como para a
determinagao de fases especificas do processo que possam ser afetadas por um
determinado tratamento ou droga (Berndtson, 1977). A duragéo do ciclo do epitélio
seminifero é geralmente constante para uma determinada espécie, entretanto varia
entre espécies diferentes; por exemplo, em ratos sdo 14 estagios (Russell et al.,
1990).

2.2. Quantificagdo da Espermatogénese

A apoptose de células germinativas € parte integral da espermatogénese,
ocorrendo normalmente em varias fases deste processo (Roosen-Runge, 1977). Estas
apoptoses representam papel importante na homeostase da espermatogénese,
refletindo diretamente na producéo espermatica diaria caracteristica de cada espécie
(Clermont, 1972; Sharpe, 1994). Embora as apoptoses sejam comumente observadas
durante a fase de divisbes meibticas, principalmente devido a danos cromossomais
(Roosen-Runge, 1977; Selva et al., 2001; Xu et al., 2003), a regulagdo do numero de
células germinativas ocorre usualmente durante a fase espermatogonial (De Rooij,
1987), fazendo com que um numero apropriado de células germinativas por células de
Sertoli seja propiciado (Franca & Russell, 1998).

O estudo quantitativo das células que compdem o epitélio seminifero, em
secgbes transversais de tubulos seminiferos, é importante para entendimento do
processo espermatogénico (Roosen-Runge & Giesel Jr.,1950; Wing & Christensen,
1982; Franca, 1991; Franca & Russell, 1998). Este estudo permite, ainda, um
entendimento mais completo da espermatogénese e também de como a estrutura
testicular se comporta em condicbes experimentais e patoldgicas (Franca & Russell,
1998). Também neste aspecto, a obtencdo da proporcado volumétrica (%) entre os
diversos componentes do testiculo e do epitélio seminifero, bem como a estimativa do
tamanho e nudmero de células de Leydig do testiculo, fornecem importantes dados
para se avaliar a funcao testicular (Franga, 1991; Silva Jr., 2000).

Estudos recentes mostram que o numero de células de Sertoli por testiculo é o
principal fator na determinacao da producdo espermatica e do tamanho do testiculo
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(Orth et al., 1988; Hess et al., 1993; Franca et al., 1995; Rocha et al., 1999; Silva Jr.,
2000; Miranda, 2002). Tal pressuposto baseia-se no fato de que as células de Sertoli
tém uma capacidade de suporte de células germinativas relativamente fixa para cada
espécie, e que a populacdo deste tipo celular mantém-se estavel apés a puberdade
(Orth, 1982; Orth et al., 1988; Franca & Russell, 1998), ndo havendo alteracado no seu
numero ao longo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero (Roosen-Runge & Giesel
Jr.,1950; Wing & Christensen, 1982; Franca, 1991; Neves, 2001). Desta forma, o
numero de células germinativas suportadas por uma unica célula de sertoli € a melhor
indicacdo da eficiéncia funcional da célula de Sertoli e da produgdo espermatica
(Russell & Peterson, 1984; Sinha-Hikim et al., 1989; Franca & Russell, 1998). Em
termos de eficiéncia da produgdo espermatica por unidade de éarea de tubulo
seminifero o indice mais importante € o nimero de espermatides por célula de Sertoli
(Russell & Peterson, 1984; Franca & Russell, 1998).

2.3. Criptorquidismo

O testiculo tem por fungdes basicas sintetizar horménios e realizar a
espermatogénese. Esta ultima é um processo longo e sensivel que exige manutengao
de temperatura testicular entre 2 a 6°C abaixo da temperatura corporal para que sejam
produzidos espermatozéides férteis, necessitando para isso numerosos mecanismos
locais. Com a elevacdo da temperatura normal dos testiculos, a espermatogénese
sofre um efeito deletério, podendo ficar completamente reduzida, como é observado
em animais criptorquidicos ou em indugao experimental (Gabaldi & Wolf, 2002).

O criptorquidismo € uma anomalia reprodutiva de machos onde um ou ambos
os testiculos possuem localizagao ectépica, permanecendo no tecido subcutaneo, no
abdome ou na area do anel inguinal (Moretti et al.,2007). A etiopatogenia do
criptorquidismo ainda ndo esta bem esclarecida. Em humanos, condicdes como
prematuridade, baixo peso e baixa estatura ao nascimento, gemelaridade e exposi¢ao
da méae a estrégenos durante o primeiro trimestre da gestacao estdo associados ao
criptorquidismo (Klonish et al., 2004). Entretanto, esta afec¢cdo ndo é uniforme e
provavelmente alteragcdes enddcrinas, genéticas, anatdmicas ou mecanicas podem ser
notificadas como responsaveis por casos especificos da descida inadequada dos
testiculos (Khatwa & Menon, 2000).

A passagem do testiculo pelo orificio inguinal interno até o escroto € um
processo ativo, envolvendo varios fatores anatémicos e hormonais. Embora haja
informacdes limitadas sobre o processo de descenso testicular, algumas etapas e

estruturas envolvidas ja foram definidas:
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1. Translocagdo abdominal: resulta no posicionamento do testiculo
proximo ao anel inguinal interno. A porcdo extra-abdominal do
gubernaculo comeca a se estender e alargar, mas ha pouca mudanca
na distancia entre o testiculo e a area inguinal.

2. Migracao transiguinal: na maioria das espécies, requer a redugao do
tamanho absoluto dos testiculos e distensdo do canal inguinal, de
forma que possibilite a entrada dos testiculos no escroto.

3. Migragao Inguinoscrotal: consiste na alocag@o dos testiculos no fundo
do escroto e requer o encurtamento do gubernaculo e alinhamento do
processo vaginal junto ao testiculo (Amann & Veeramachaneni, 2007).

g
Anel inguinal interno r}— Abdominal

Canal inguinal Inguinal

- Pré-escrotal
Anel inguinal externo -

Posicao normal
Figura 1 — Localizacao ectépica do testiculo. Adaptado de © 2008 Nucleus Medical Art, Inc.

Como ja bem definido, o gubernaculo é uma das principais estruturas
envolvidas no processo de descenso testicular que, sobre complexa influéncia
hormonal, altera sua forma, possibilitando a passagem do testiculo para o escroto.
Durante a fase de translocacao adbominal, o INSL3 (insulin-like factor 3), & o fator
priméario envolvido na expansdo do gubernaculo. E um gene membro da super familia
dos horménios inulin-like e é especificamente expresso na célula de Leydig fetal e
adulta. Além do INSL3, neste mesmo periodo, o hormdnio anti-Mulleriano (MIH), uma
glicoproteina secretado pelas células de Sertoli, parece atuar na fase de crescimento
do gubernaculo (Zimmerman et al., 1999).

Ja a fase final de descida testicular, a fase inguinoescrotal, é controlada pelos
andrégenos. O gubernaculo é rico em receptores androgénicos e a auséncia dessa
fase final de descida testicular nos individuos hipogonadicos e em pacientes com
insensibilidade androgénica corrobora com essa afirmacao (Bernstein et al., 1988).
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Além disso, testosterona parece atuar também indiretamente na migracao
gubernacular através da estimulagdo do nervo genitofemoral (GNF). O GFN contém o
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), que atua principalmente como
um quimioatrativo, direcionando o crescimento do gubernaculo para o escroto (Hutson
et al., 2004).

2.4. Efeitos do aumento da temperatura testicular

A situagao de criptorquidismo unilateral € a mais comum entre os animais e a
sua fertilidade, embora afetada na sua eficiéncia, € mais préxima do normal j& que um
dos testiculos é funcional. Entretanto, a criptorquidia bilateral resulta em esterilidade,
pois os testiculos ectépicos sdo hipoplasicos e afuncionais quanto a produgédo de
espermatozéides (Amann & Veeramachaneni, 2007). A temperatura ndo sé altera o
ritmo de progressao celular, como também a sobrevivéncia das células germinativas
em fases especificas do processo espermatogénico (Vilela et al., 2003). Segundo Lue
et al.(1999), a apoptose das células germinativas induzida pelo aumento da
temperatura testicular ocorre predominantemente nos estadio iniciais (I-IV) e tardios
(XII-XIV) do processo espermatogénico. Espermatécitos em paquitenos e
espermatides arredondadas nos estadios de | a IV e paquitenos, diplétenos e
espermatoécitos em divisdo nos estadios Xl — XIV foram os tipos celulares mais
susceptiveis a temperatura.

As modificagbes histopatolégicas observadas no parénquima testicular de
animais criptorquidicos incluem alteragdes numéricas e funcionais das células de
Sertoli, reducao do didmetro dos tubulos seminiferos, auséncia de espermatozéides na
luz tubular, diminuigdo da proporg¢ao das espermatogénias por tubulos além de atrofia
das células de Leydig (Wallen & Shortliffe, 2000; Lima & Martins ,2003).

2.5. Nutricdo e Programacéao Fetal na Reprodugcéo

A alimentacdo, reconhecidamente, tem papel relevante para a saude dos
individuos, principalmente nas etapas da vida caracterizadas pelo aumento da
demanda de energia e de nutrientes, como a gestacdo e o puerpério. Na gestacao
ocorre intenso e peculiar processo de formagao de tecidos, bem como grandes
transformacbes organicas durante um curto espago de tempo (Lucyk & Furumoto,
2008). Assim, a gestacdo € reconhecida como um periodo de vulnerabilidade
biol6gica, onde o estado nutricional da gestante pode influenciar diretamente na

saude, crescimento e desenvolvimento adequado dos fetos, seus pesos ao nascerem,
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nas chances de prematuridade, mortalidade e morbidade neonatal (Coelho et al.,
2002).

A ma nutricdo do feto em diversos estagios da gestacdo pode trazer
conseqléncias ndo apenas no desenvolvimento infantil, mas também pode levar a
predisposicdo de enfermidades cronicas nao transmissiveis, como diabetes,
hipercolesterolemia, obesidade, doengas cardiovasculares, hipertensdo e alguns tipos
de céncer durante a vida adulta (Murakami et al., 2005). A hipétese da origem fetal
dessas patologias se baseia na permanéncia das adaptagdes que o sistema enddcrino
sofre durante a vida fetal em decorréncia da ma nutricdo materna. Portanto, o
adequado suporte nutricional durante o periodo pré-natal, evita conseqiéncias que
podem perdurar por toda a vida (Wu et al., 2004).

Pesquisas multidisciplinares tém mostrado que o desempenho reprodutivo de
animais na vida adulta é determinado, em parte, por uma variedade de influéncias
extrinsecas desde a concepcéao até apos o nascimento. Como a ontogenia gonadal e
seu controle hormonal acontecem em periodos distintos no desenvolvimento, o estado
nutricional materno nos diferentes estagios da vida fetal e neonatal pode comprometer
a capacidade reprodutiva destes animais. As alteracbes estruturais no
desenvolvimento gonadal pode ser resultado dos efeitos diretos da nutricdo sobre as
células progenitoras gonadais ou por meio da alteracao da funcao do eixo hipotalamo-
pituitaria (Rhind et al., 2001).

A célula de Sertoli € uma forte candidata a sofrer efeito da programacéo fetal e
afetando a performance reprodutiva, uma vez que 0 seu numero esta altamente
correlacionado com o tamanho testicular e a taxa de producdo de espermatozéide no
animal adulto. Léonhardt et al. (2003) mostraram que a restricao alimentar no periodo
da gestagcao promoveu redugdo no peso testicular, assim como reducao no diametro
tubular e luminal dos tubulos seminiferos dos machos da prole. Além disso, também
provocou uma redugcdo no numero das células de Sertoli e um aumento na
concentracdo do hormdnio foliculo estimulante (FSH) ap6s administragao de horménio
liberador de gonadotrofina (GnRH) exdgeno. Entretanto, a desnutricdo ndo afetou o
inicio da puberdade da prole, definido como o primeiro aumento da concentragao
sérica de testoterona (Kotsampasi et al., 2008).

Ja em fémeas, na maioria dos animais, as oogonias proliferam por mitose e
iniciam o processo meiético durante a vida fetal. Estudos mostraram que a desnutricao
materna durante a gestacao retarda o crescimento ovariano e aumenta o niumero de
foliculos menores (foliculos vesiculares; Léonhardt et al., 2003). Além disso, prolonga
a fase meidtica nas oogbdnias fetais da prole, apresentando maiores lesées no acido
desoxirribonucléico (DNA, Rae et al., 2001). Devido a isso, com o objetivo de manter a
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integridade gen6mica e estabilidade da populacéo da linha germinativa, esses animais
mostraram maior expressao da proteina supressora de tumor p53, do fator anti-
apoptético Bcl-2 e da enzima polimerase  (Murdoch et al., 2003).

2.6. Nutricdo e Reproducgio

Interrelagbes entre macronutrientes, vitaminas, minerais e fungao reprodutiva
sao conhecidas ha bastante tempo. Em geral, todos esses nutrientes sdo necessarios
para a reproducdo, devido as suas fungdes no metabolismo, manutengdo e
crescimento. Contudo, eles podem também ter fungbes e exigéncias especificas no
trato reprodutivo, que podem variar de acordo com o estagio fisiolégico deste tecido
durante o ciclo reprodutivo (Maggioni et al., 2008).

As vitaminas e 0s minerais estdo envolvidos em quase todas as vias
metabdlicas do organismo animal, com fungbes importantes na reproducdo, no
crescimento, no metabolismo energético entre outras tantas funcdes fisioldgicas vitais.
Quando a deficiéncia mineral € suficientemente prolongada e severa, ela pode
manifestar-se por sinais clinicos bastante evidentes, como perdas acentuadas de peso
e problemas reprodutivos. Dentre as vitaminas, o acido retindico, uma forma oxidada
da vitamina A, desempenha papel fundamental na espermatogénese. Sua presenca
induz a expressdo de um fator citoplasmatico especifico de vertebrado, o Stra8,
necessario para inicio da meiose e que esta envolvido diretamente no processo de
recombinagao génica. As células germinativas dos animais que nao expressam o gene
para o Stra8 tem o desenvolvimento mitético inicial inalterado. Entretanto, essas
células nado sofrem mudangas morfoloégicas que definem a préfase meidtica e néao
expressam proteinas envolvidas na coesdo e condensagdo dos cromossomos,
interferindo no progresso e diferenciagdo das células germinativas (Anderson et al.,
2008). Além do &cido retindico, a vitamina E apresenta um papel importante na
manutengao da viabilidade da populagao espermatica em ratos. Ela funciona como um
antioxidante intracelular lipossoluvel, convertendo os radicais livres de oxigénio e os
hidroperoxidos lipidicos em formas nao reativas. Sua deficiéncia na dieta promove
degeneracgdo de espermatocitos, mostrando altera¢des nucleares e nos acrossomos e
citoplasma com organelas dismérficas (Bensoussan et al., 1998).

Entre os minerais, o selénio € um micronutriente necessario para os tecidos de
mamiferos e tem papel essencial na manutencdo da espermatogénese normal e
fertilidade em machos. Este mineral faz parte de uma enzima antioxidante (glutationa
peroxidase) que atua no interior da célula convertendo compostos tdxicos em atédxicos

(peréxido de hidrogénio) resultando na reducao de radicais livres (Hatfield et al., 2002).
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Além disso, o selénio esta presente na seleproteina P, uma glicoproteina extracelular
que contém de 10 a 17 selenocisteinas em sua estrutura primaria. Animais mutantes
para essa proteina, assim como aqueles alimentados com uma dieta deficiente em
selénio apresentaram alteragbes morfoldégicas nos espermatozéides e motilidade
comprometida (Olson et al., 2005). Da mesma forma, a deficiéncia de manganés afeta
a produgao espermatica, diminuindo a produgéo e a motilidade dos espermatozéides.
Isso ocorre porque este mineral atua como cofator em sistemas enzimaticos, como
constituinte de varias metaloenzimas e na sintese de horménios da reproducao
(Hurley e Doane, 1989).

Além dos micronutrientes, a disponibilidade energética e protéica representam
fatores limitantes para o sucesso reprodutivo do animal. Segundo Fourie et al. (2004)
o desenvolvimento sexual esta intimamente relacionado com a taxa de crescimento do
animal, sendo o peso corporal um dos melhores indicadores do inicio da puberdade.
Animais que receberam um aporte nutricional aumentado durante o desenvolvimento,
entraram na puberdade precocemente quando comparado com animais que
receberam uma alimentacdo normal nesta fase. Entretanto, embora a dieta
hipercalérica acelere o desenvolvimento testicular, a qualidade do semén fica
comprometida, uma vez que ha uma deposicdo excessiva de gordura no escroto,
interferindo nos mecanismos termorregulatérios essenciais para 0 sucesso da
espermatogénese. Em contrapartida, (Coulter et al. 1997) mostrou que um balanco
energético negativo pode causar uma redugdo na secrecdo de andrégenos e na
qualidade do semém. Mas tais efeitos podem ser temporarios, com a restauragéo da
funcao reprodutiva apds um aporte calérico adequado.

Da mesma forma, a disponibilidade protéica influencia a capacidade
reprodutiva dos animais. Em ratos alimentados com dietas deficientes em proteinas,
além do peso testicular reduzido, a analise histolégica dos testiculos mostra que os
tubulos seminiferos sao severamente afetados, mostrando o didmetro tubular reduzido
e nenhum espermatozoide no limen do ducto (Karaca et al.,2003). Ainda, alteragdes
evidentes foram encontradas na morfologia das células de Sertoli e células de Leydig.
Essas alteragbes sdo devidas a um atraso no processo de proliferacdo e maturagéao
dessas células, caracterizado por uma prolongada fase S da divisdo mitdtica,
indicando uma depressdo na sintese de DNA (Bansal-Rajbanshi & Mathur, 1984).
Embora ndo houvesse nenhuma alteragéo nos niveis de FSH no plasma sanguineo de
ratos submetidos a desnutricdo, LH e testosterona mostraram-se reduzidos,
comprometendo o0 processo espermatogénico desses animais. (Zambrano et al.,
2005).

11
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Fase Pré-Experimental

Na fase pré-experimental, foram utilizadas 20 ratas Wistar (Rattus norvegicus)
de aproximadamente 25 dias de idade provenientes do Centro de Bioterismo do
ICB/UFMG (CEBIO). As fémeas foram alojadas em caixas coletivas, em grupos de 4-5
animais, e permaneceram no Biotério de Ratos do Departamento de Morfologia do
ICB, em ambiente com temperatura (25°C) e fotoperiodo (12 horas de luz)
controlados. As ratas receberam suprimento de racao Labina (23% PB — proteina

bruta) produzida pela empresa Purina (http://www.nutrimentospurina.com.br) e dgua a

vontade. Neste periodo, as ratas foram observadas diariamente para registro de
abertura vaginal, indicativa do inicio da maturidade sexual desses roedores. Apés a
abertura vaginal (~40 dias), os animais foram identificados e a regularidade do ciclo
estral foi verificada por esfregaco vaginal durante 15 dias consecutivos. Para isso, um
pequeno volume de solucéo salina 0,9% era colocado no canal vaginal por meio de
pipeta Pasteur e em seguida removido. O material coletado era analisado ao
microscopio Optico para identificacdo dos tipos celulares do epitélio vaginal e
determinagao das diferentes fases do ciclo estral: diestro, proestro, estro, metaestro,
(Tabela 1, Figura 2), segundo Marcondes et al. (2002).

Tabela 1 — Caracteristicas citolégicas das diferentes fases do ciclo estral em roedores.

Diestro Esfregagcos vaginais com predominio de
leucdcitos e algumas células epiteliais
queratinizada em permeio; esta fase é

considerada como pré-ovulatoria;

Proestro Ha um predominio de células epiteliais
nucleadas, dispersadas ou em grumos;

esta € a fase em que ocorre a ovulagao;

Estro Predominio de células queratinizadas
anucleadas; esta é a fase pés-ovulatéria.

Metaestro Ha wuma mesma proporcdo entre
leucécitos, células epiteliais nucleadas e
células queratinizadas.

Fonte: Marcondes et al. (2002).
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Figura 2 — Fotomicrografias de esfregagos vaginais onde podem ser observadas as diversas
fases do ciclo estral de ratas. Em A, diestro com grande infiltragéo leucocitéria (seta). Em B,
proestro com a presenga de células epiteliais dispersas e em grumos (setas). Em C, estro com
grande concentracdo de células queratinizadas anucleadas (seta). Em D, metaestro com
infiltracdo leucocitéria (seta) entre as células epiteliais e queratinizadas.

Em seguida, as fémeas que apresentaram regularidade do ciclo estral foram
selecionadas e divididas nos seguintes grupos experimentais: Controle (C; n=8) e
Deficiente (T; n=10). Os procedimentos de manuseio dos animais estavam de acordo
com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), que foram aprovados sob protocolo de n°
141/20009.

3.2. Preparacao dos grupos experimentais e gestacao

Uma vez estabelecidos os grupos experimentais, as ratas Controle passaram a
receber a dieta controle (20% proteina bruta - PB) e as ratas do grupo Tratamento a
dieta deficiente em proteina (8% PB), sendo esta distribuida de forma ad libitum e
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agua a vontade. As dietas controle e deficiente foram produzidas pela empresa
Rhoster Industria e Comércio LTDA (http:/www.rhoster.com.br). Ambas eram

peletizadas, isocaléricas e seguiam os padroes AIN-93G, formuladas para as fases de
crescimento, prenhez e lactacdo de roedores de laboratorio (Reeves et al., 1993).
Entretanto, apresentavam concentrag¢des diferentes de proteinas (normal — 20% PB e
deficiente — 8% PB; Tabela 2).

Tabela 2 — Informagdes nutricionais da ragdo AIN-93G formulada para ratos em fase de
crescimento, prenhez e lactagao (g /Kg dieta).

Ingredientes 20 % de proteina 8% de proteina
Amido de milho 397,5 517,5
Caseina (285%) 200,0 80,0
Amido dextrinizado 132,0 132,0
Sacarose 100,0 100,0
Oleo de soja 70,0 70,0
Celulose 50,0 50,0
L-cistina 3,0 3,0
Bitartrato de colina 2,5 2,5
T-butil-hydroquinona 0,014 0,014
Mistura mineral * 35,0 35,0
Mistura vitaminica ® 10,0 10,0

A: Composigdo em mg. Minerais essenciais: ferro, 35; célcio, 5000; fésforo, 1561; potassio, 3600; enxofre,
300; sbdio, 1019; cloro, 1571; magnésio, 507; zinco, 30; manganés, 10; cobre, 6; iodo, 0,2; molibdénio,
0,15; selénio, 0,15. Minerais potencialmente benéficos: silicio, 5; cromo, 1; niquel, 0,5; bério, 0,5; vanadio,
0,1.

B: Composigdo em mg: acido nicotinico, 30; pentotenato, 15; piridoxina, 6; tiamina, 5; riboflavina, 6; acido
folico, 2; composi¢do em g: vitamina k, 750; D-biotina, 200; vitamina B12, 25; vitamina A, 4000; vitamina D3,
1000; vitamina E, 75.

Ao completar as cinco semanas de tratamento, a fase do ciclo estral das
fémeas foi avaliada por meio de esfregaco vaginal, conforme anteriormente descrito e,
quando em proestro, cada rata foi mantida por uma noite com um macho normal. A
confirmacao da prenhez foi feita através da presenca de espermatozéide no esfregaco
(Figura 3) e as ratas continuaram sob o mesmo regime alimentar durante toda a
gestacao (21 a 22 dias).
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Figura 3 - Fotomicrografia de esfregagco vaginal mostrando a presencga de espermatozdides.
Na seta, acrossoma dos espermatozéides.

Durante este periodo, cada fémea foi avaliada quanto ao seu desenvolvimento
corporal, sendo registrados, semanalmente, o peso corporal correspondente (em g) e

o0 consumo alimentar diario médio dos animais.

3.3. Lactacao e criptorquidismo experimental

Proximo a data do parto, as ratas foram alojadas em gaiolas individuais. Apds o
nascimento das ninhadas, foi feita a determinagédo do sexo dos filhotes e foram obtidos
0s seguintes dados biométricos: 0 peso e o comprimento corporal (Snout-Rump
Lenght, SRL). A medida SRL é realizada com o animal deitado em decubito ventral
sobre uma régua, medindo-se desde o ponto onde a ponta do focinho faz uma
projecao perpendicular na régua até a raiz da cauda do animal.

Durante a lactagédo, cada filhote foi avaliado semanalmente quanto ao seu
desenvolvimento por meio de registro de peso corporal. Todos os filhotes
permaneceram com as maes desde o nascimento até os 21 a 23 dias de idade,
qguando ocorreu o desmame. Neste periodo, a perda de peso materna e seu consumo
alimentar foram registrados.

Ao desmame, as maes foram sacrificadas por deslocamento cervical e os
filhotes machos foram submetidos a laparotomia para fixagdo do testiculo direito a
parede abdominal, evitando assim o descenso do mesmo para o escroto. Para isso,
foram anestesiados via intramuscular com uma combinacdo de anestésico de
Vetanarcol (Cloridrato de Ketamina a 5% - Kénig) com Calmium (Cloridrato de Xilazina
a 2% — Agener Unidao) em uma relagdo de 2:1, respectivamente, na dose de 0,2
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mL/100g de peso corporal. Depois de anestesiados, foi feita uma pequena incisdo

abdominal e o testiculo direito foi fixado pela tunica albuginea aos musculos da parede

abdominal. Para a fixacao do testiculo e sutura da parede abdominal foi utilizado fio de

seda 4-0 (Brasature, 75 cm) e para a sutura da pele, fio de nylon 6-0 (Brasature, 45

cm).

3.4. Grupos experimentais e eutanasia

Apbés o procedimento cirargico, os filhotes foram divididos nos seguintes

subgrupos:

1)

2)

Grupo CC (controle-controle; n=5): filhotes que receberam a dieta
controle (20% PB) e cujas maes seguiram o0 mesmo regime alimentar;
Grupo CT (controle-tratamento; n=6): filhotes que receberam a dieta
deficiente (8% PB) e cujas maes receberam a dieta controle (20% PB);
Grupo TT (tratamento-tratamento; n=12): filhotes que receberam a dieta
deficiente (8% PB) e cujas maes seguiram 0 mesmo regime alimentar;
Grupo TC (tratamento-controle; n= 10): filhotes que receberam a dieta
controle (20% PB) e cujas méaes receberam a dieta deficiente (8%PB).
Fig. 4

Ratas Controle Ratas Tratamento
(racdo controle) (dieta deficiente)

- =

e i ol

Grupo CC

(ragdo controle) (ragdo deficiente) (racdo deficiente) (ragdo controle)

Grupo CT Grupo TT Grupo TC

Figura 4 — Diagrama mostrando o delineamento dos grupos experimentais. A primeira letra dos
grupos experimentais corresponde a dieta oferecida as maes durante o periodo da gestacéo e
lactacdo e a segunda letra esta relacionada a dieta dos animais apds o desmame.
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Todos 0s grupos receberam as respectivas dietas até o dia do sacrificio (70
dias de idade), sendo o consumo alimentar médio e a curva de crescimento ponderal
registrada semanalmente. Alguns dos animais morreram durante a execugdo do
experimento, sendo o numero final em cada grupo experimental conforme mencionado
a sequir: CC, 4;CT, 6; TT, 7e TC, 11.

Os animais foram sacrificados e fixados por perfusao intravascular. Para isso,
foram anestesiados com uma mistura de Vetanarcol (Cloridrato de Ketamina a 5%-
Kénig) e Calmiun (Cloridrato de Xilazina — Agener Unido) na dose de 0,2 mg/100g de
peso corporal, via intramuscular e os testiculos fixados por perfusao intravascular.
Aproximadamente 15 minutos antes do procedimento de perfusao, foi injetado por via
intraperitoneal, Liquemine (Heparina Sédica, Roche) na dosagem de 125 Ul/kg de
peso corporal para evitar coagulagdo intravascular durante o procedimento de
perfusdo. Apds este periodo, procedeu-se a abertura da cavidade toracica com o
objetivo de expor o coracdo. Um cateter 18G x 1,0 (2,5mm x 1,1mm) foi introduzido no
ventriculo esquerdo e o leito vascular lavado com solugao salina 0,9%, a uma pressao
de aproximadamente 80 mmHg. Apds a retirada do sangue com a solucéo salina,
procedimento que dura de 5 a 10 minutos, iniciou-se o procedimento de fixagéo
através da perfusdo com 5% de glutaraldeido em tampéo fosfato 0.1M pH 7.4 por um
periodo de aproximadamente 25 minutos (Chiarini-Garcia & Meistrich ,2008).

3.5. Preparacao dos testiculos para analises histoldgicas

Apoés a perfuséo intravascular, procedeu-se a laparotomia para a remogao e
pesagem dos testiculos. Do peso testicular aferido, foi calculado o indice
gonadossomatico, que é definido pela relagao percentual do peso da génada dividido
pelo peso corporal (IGS = Wg/Wt x100). Em seguida, os testiculos foram cortados em
secgOes transversais de 1 a 2 mm de espessura e fixados por imersdo no fixador
glutaraldeido 5% por mais 24 horas, a 4°C. No dia seguinte, houve a remogdo do
fixador e substituicao por tampéao fosfato 0,05 M pH 7.4. Este procedimento baseia-se
em método ja descrito por Sprando (1990) e Chiarini-Garcia & Meistrich (2008).

Com o auxilio de uma lupa, foram selecionadas as melhores areas de fixagcao
no testiculo e a seccao de pequenos fragmentos realizados. Estes fragmentos foram
desidratados em séries crescentes de alcool (70, 80, 90, 95 e 100%) e incluidos em
glicol metacrilato (Leica Historesina, Embeedding Kit).

Dos blocos, se¢des transversais com espessura de 3 e 5um foram obtidas com
o auxilio de um micrétomo rotativo automatico e distendidas em laminas de vidro. Em

seguida, as laminas contendo as sec¢des foram coradas com azul de toluidina por 30
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segundos. O excesso do corante foi retirado com agua, sendo, depois, utilizada resina

(Entellan®) para montar as laminas permanentes.
3.6. Analise morfométrica

Os estudos morfométricos consistiram (1) na medida de diferentes parametros
testiculares (diametro do tubulo e altura de epitélio seminifero e diametro do lume), (2)
na avaliagdo quantitativa de diferentes tipos celulares presentes no epitélio seminifero
e no espacgo intersticial (células de Sertoli, células de Leydig, macréfago,
espermatogoénias, espermatécitos e espermatides arrendodadas) e (3) no célculo das
razdes entre numeros celulares do epitélio seminifero, nos quatro grupos
experimentais. Para todas as andlises morfométricas foram selecionados quatro

animais de cada grupo experimental.
3.6.1. Avaliacao do diametro tubular e luminal e altura do epitélio seminifero

O diametro tubular e luminal médio foi obtido a partir da mensuracéo ao acaso
de 50 seccgdes transversais de tubulos seminiferos que apresentaram contorno o mais
circular possivel. Nas mesmas secg¢des, foi mensurada a altura do epitélio seminifero,
o qual foi tomada da membrana basal até a borda luminal. Para isso, foram utilizadas
imagens fotogréficas digitais, obtidas com o auxilio de uma camera fotografica digital
Q-Color 3 acoplada a um microscépio Olympus BX-51. Para mensuragdo das
estruturas avaliadas utilizou-se o programa de analise de imagens Image-Pro Express
(Media Cybernetics). Os diametros tubular e luminal correspondem a razéo entre a

soma do didmetro maior com o menor dividido por 2.

3.6.2. Numero absoluto de células de Sertoli, espermatogénias, espermatocitos,
espermatides, células de Leydig e macrofago

Para se determinar o numero absoluto de cada tipo celular presente nos

testiculos, os seguintes parametros morfométricos foram obtidos:

a) volume do parénquima testicular - V1 (um?3)

b) proporcao volumétrica dos diferentes tipos celulares — Vv, (%)

c¢) volume nuclear médio de cada tipo celular - Vn (um?®)

d) numero absoluto de cada tipo celular/testiculo - NC (10° - milhdes)
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a. Volume do parénquima testicular - V1 (um?®)

O peso testicular (Pr) obtido durante a coleta do material corresponde ao peso
do parénquima testicular acrescido do peso da tunica albuginea (quando essa nao
tiver sido retirada). Sendo assim, o primeiro passo para se calcular o volume do
parénquima testicular consiste em subtrair o correspondente ao peso da tunica
albuginea, ou seja, ~3,5% do valor obtido (Sinha Hikim et al., 1988). Utilizando como
exemplo um animal adulto de Py = 100mg, o peso do parénquima testicular desse
animal seria:

100 (- 3,5%) = 96,5 mg

A partir do valor do peso do parénquima testicular é necessario realizar uma
série de transformacdes de unidades de medidas com o objetivo de se obter o volume
desse parénquima. Como o valor que temos estd expresso em miligramas (mg) e
desejamos que ele seja expresso em gramas (g), € necessario transforma-lo
multiplicando o valor por 10®. O nosso exemplo ficaria:

96,5 x 10 g = 0,0965g

A partir da literatura temos que a densidade do testiculo é muito préxima de
1g/mL (1,03 a 1,04; Sinha Hikim et al., 1988), entdo para cada grama de testiculo
teremos o volume correspondente a 10" pm®. Para o nosso exemplo o volume do
parénquima testicular seria:

V= 0,0965 x 10" pm?®

b. Proporcao volumétrica dos diferentes tipos celulares - Vv, (%)

A proporcao volumétrica dos tipos celulares avaliados no testiculo foi estimada
utilizando-se reticulo com 441 intersecgdes (pontos) acoplado a ocular de um
microscopio Olympus BX-51. Para obtengdo desta proporgcao volumétrica foram
contados, com aumento final de 600X, os pontos coincidentes com os tipos celulares
avaliados. O numero de campos a ser contado foi determinado previamente em um
estudo (Tabela 3) no qual testou-se, dentre os grupos de 10, 15, e 20 campos
contados, qual seria a quantidade mais representativa. Considerando nao haver
diferenca significativa entre os resultados, optou-se por contar o menor nimero de
campos (10 campos) por animal, escolhidos ao acaso, perfazendo-se um total de
4.410 pontos.
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Tabela 3 — Contagem de diferentes numeros de campos (10, 15 e 20) com objetivo de
determinar o nimero minimo estatisticamente adequado de campos para se fazer a analise
morfométrica da proporgcao volumétrica dos diferentes tipos celulares no testiculo. Vv, (%),
porcentagem ocupada pelas células avaliadas no testiculo. Valores calculados para um animal
com peso testicular médio de 107,4 mg.

Numero de campos 20 15 10
Pontos Totais Contados 8820 6615 4410
Pontos nas Células de Sertoli 183 138 84
Pontos nas espermatogénias 38 30 26
Pontos nos espermatécitos 573 436 251
Pontos nas espermatides 662 488 336
Pontos nas Células de Leydig 41 31 21
Pontos nos macréfagos 18 12 6
Proporcao volumétrica (Vv. %) 17,2 17,2 16,4

Como h& uma variagdo no didmetro nuclear dos espermatécitos e
espermatides ao longo da espermatogénese, o estdgio de diferenciacdo escolhido
para se obter a proporcao volumétrica destes tipos celulares foi determinado apés a
medicdo de 5 nucleos de paquiteno e espermatide arredondada de 4 animais dos
diferentes estagios de | a V do sistema across6mico. Verificou-se que nado existe
diferenca significativa entre os resultados e assim consideraram-se 0s pontos

coincidentes nas células nos estadios avaliados, de | a V (Tabela 4)

Tabela 4 — Diametros nucleares de células germinativas nos estagios de | a V pelo sistema
acrossdmico. Valores expressos em média + erro padrdo. (PQT, paquiteno, EA, espermatide
arrendonda).

Células PQT EA

Estagio | 8,03+0,14 78063t 0,20
Estagio Il - 1lI 8,18+0,19 7,62+0,17
Estagio IV 8,32+0,30 7,68+0,24
Estagio V 8,44 +0,20 7,71 +£0,22

Em seguida, foi estimado o volume dos diferentes tipos celulares (Vt;) a partir
do conhecimento do percentual ocupado pelo mesmo no volume total do testiculo (Vy),

conforme a féormula:

V, Wy

C

‘ 100

onde: Vi, = volume dos tipos celulares (um®)

20



Material e Métodos

V+ = volume do parénquima testicular (um?®)
Vv, = proporgao volumétrica dos tipos celulares no testiculo (%)

c. Volume nuclear médio de cada tipo celular - Vn (pm?®)

Um dos parametros necessarios para o célculo do niumero das células é a
mensuracdo do volume nuclear de cada tipo celular avaliado, que foi calculado
aplicando a seguinte formula:

Vn=ﬂ R’
3

onde: Vn = volume nuclear (um®)
7 =23,1416
R = raio nuclear (didametro nuclear dividido por 2)

O diametro nuclear médio (razéo entre a soma do diametro maior com o menor
dividido por 2) representa a média das medidas dos didametros de 10 nucleos para
cada tipo celular por animal, segundo o padrdo de distribuigdo dos mesmos. Estes
didmetros foram medidos com o auxilio do programa Image Pro-Express de imagens
capturadas com sistema fotografico digital citado acima.

Tendo em vista que ha pouca variagao entre o diametro nuclear, optou-se por

medir o didmetro do menor numero de células, isto €, 10 nucleos de cada tipo celular.

d. Nimero absoluto de cada tipo celular/testiculo — NC (10°)

Com os dados obtidos anteriormente, foi possivel calcular o nimero de cada
tipo celular por testiculo, dividindo o volume total ocupado pelos nucleos de cada tipo
celular (Vt,) presente no parénquima testicular pelo volume nuclear do mesmo tipo
celular (Vn), conforme a formula a seguir. O numero obtido esta expresso em milhdes
(x10°).

Vt
NC =—=
Vn
onde: NC = numero de determinado tipo celular no testiculo (milhdes)

Vt, = volume total do mesmo tipo celular no testiculo (pm?)
Vn = volume nuclear do mesmo tipo celular (um?®)
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3.6.3. Razoes entre numeros celulares do epitélio seminifero

Com o objetivo de estimar a eficiéncia do processo espermatogénico e da
célula de Sertoli foram calculadas as razdes entre os numeros corrigidos de células
espermatogénicas e entre estas ultimas e as células de Sertoli. As seguintes razbes
baseadas nas contagens celulares foram obtidas:

e Espermatogénia do tipo A / espermatocito em pré-leptoteno (coeficiente
de eficiéncia de mitose espermatogonial)

e Espermatogoénia do tipo A / espermatide arredondada (rendimento geral
da espermatogénese)

e Espermatécito primario em paquiteno / espermatide arredondada
(indice meiético)

e Espermatide arredondada / nucléolo de célula de Sertoli (eficiéncia da
célula de Sertoli)

Os numeros de espermatécitos em estagio de pré-leptéteno e paquiteno, de
espermatides arredondadas, espermatog6nias e de nucléolos das células de Sertoli
foram contados nos tubulos seminiferos arredondados, em corte transversal, no
estagio VIl do sistema acrossémico apenas nos testiculos orquidicos, onde foi possivel
encontrar todas diferentes células da linhagem espermatogénica. A populagéo celular
obtida por seccao transversal de 10 tubulos seminiferos no estégio VIl foi corrigida
pela espessura do corte histologico (3 um) e pelo didmetro nuclear, utilizando-se a
formula de Abercrombie (1946), modificado por Amann e Almquist (1962). Os
nucléolos das células de Sertoli foram utilizados para obtengéao dos numeros corrigidos
desse tipo celular por secgao transversal de tubulo seminifero devido a forma irregular
do nucleo dessa célula. A seguinte férmula foi utilizada para obtengdo do nuamero
corrigido:

Espessura do corte

Espessura do corte + DM 2 ./ DM\ °
2 4

Os diametros nucleares foram obtidos pela média das mensuracées de 30

Numero corrigido = contagem obtida x

nucleos dos tipos celulares estudados no estadio VIl do sistema acrossémico para
cada animal com o auxilio do programa Image-Pro Express. Devido a sua forma

irregular e baixa frequéncia, o didmetro médio do nucleo das espermatogbnias foi
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calculado através de uma régua micrométrica acoplada a ocular de um microscopio

Olympus BX-51, com aumento final de 200X.

3.7. Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso. Os dados
morfométricos e dos componentes do parénquima testicular foram expressos como
média * erro padrao da média (EPM). As médias entre os grupos estudados foram
comparadas através do teste Tukey, LSD, e Test T, quando apropriado e a
variabilidade foi analisada por meio de analise de variancia (ANOVA). Estes testes
estatisticos foram realizados utilizando-se o programa SPSS 12.0 for Windows. O nivel
de significancia considerado foi de P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 - Crescimento dos filhotes durante a lactacao

O peso inicial dos filhotes foi semelhante em ambos os grupos estudados e a
curva de crescimento linear foi ascendente neste periodo. A variagédo do peso coporal
no grupo Tratamento que se observa na figura 5 determinou-se pela dieta hipoprotéica
oferecidas as maes durante a gestagao e lactagdo. Estes resultados mostram que os
filhotes do grupo Tratamento tiveram peso corporal 11,68 gramas (P<0,05) menor ao
desmame quando comparados ao grupo Controle. Os dados referentes ao peso
corporal das maes e consumo de racdo no periodo pré-gestacional, na gestacéo e
lactacao estao no anexo 2.

35

*
30 /
25
20 *

PESO (9)

10 —s— TRATAMENTO

0 12 2 3
SEMANAS

Figura 5 - Curva do peso corporal (média + erro padrdo) dos filhotes machos durante o periodo da
lactacdo em ambos 0s grupos experimentais (0, peso ao nascimento; 3?2, peso ao desmame) * Médias
diferem-se pelo Teste t (P< 0,05).

4.2 — Crescimento corporal apos o desmame

As curvas dos pesos corporais dos ratos submetidos aos varios tratamentos
(Fig. 6) demonstram que a partir do 35° dia ap6s o desmame, iniciou-se um aumento
diferenciado do peso corporal em todos os grupos, de tal forma que os valores para os
grupos que receberam uma dieta hipoprotéica (CT, TT) permaneceram
significativamente (p<0,05) inferiores até o 70° dia de vida, quando pesavam
aproximadamente, 111 gramas e 58 gramas, respectivamente. Ja os animais do grupo
CC aos 70° dias de vida pesavam, aproximadamente, 285 gramas. Embora o grupo
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TC tenha apresentado um aumento do peso corporal superior ao grupo CT e TT
(P<0,05), a reabilitagdo nutricional apdés o desmame nao garantiu um crescimento
adequado aos animais, apresentando uma massa corporal final 32% menor que a dos
animais do grupo CC.
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Figura 6 - Curva de ganho do peso corporal dos filhotes em gramas (g)(média * erro padrdo) desde o
desmame (21-23 dias) até os 70 dias de idade. CC, Controle-Controle; CT, Controle-Tratamento; TT,
Tratamento-Tratamento; TC, Tratamento-Controle. **“® Médias com letras distintas na mesma semana
diferem-se pelo teste de Tukey (P< 0,05).

4.3 - Peso testicular e indice gonadossomatico (IGS)

A Tabela 5 mostra que o criptorquidismo experimental (testiculo direito)
provocou redugao significativa (P<0,05) dos pesos testiculares e do IGS em todos os
grupos avaliados: CC, CT, TT e TC quando comparados com os testiculos orquidico
(testiculo esquerdo). Excecdo seria apenas quanto aos pesos dos testiculos dos
animais TT que independente da temperatura apresentaram pesos testiculares
semelhantes.

Nos testiculos orquidicos, onde foi observado apenas o efeito da desnutricdo
sobre o testiculo, constatou-se que os grupos CT e TT apresentaram reducao
testicular significativa quando comparado com o peso testicular dos animais CC e TC.
Verificou-se ainda que os testiculos dos animais TT apresentaram peso muito reduzido
(P=0,001), diferente mesmo do grupo CT. Mas quando se calculou a relagdo entre o
peso do testiculo com o peso corporal, conhecido como indice gonadossomatico,
constatou-se que ndo houve diferenga significativa entre os animais de nenhum dos
diferentes grupos experimentais (Tab. 5).

Ao avaliar o efeito da desnutricdo associado ao aumento da temperatura
corporal sobre o peso do testiculo criptorquidico, verificou-se novamente que os
testiculos dos animais dos grupos CT e TT foram significativamente menores que
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aqueles dos grupos CC e TC. Quando se calculou o IGS, constatou-se que os
testiculos criptoquidicos do grupo TT foram proporcionalmente maiores em relacao ao
peso corporal quando comparados com 0s outros grupos avaliados.

Tabela 5 — Peso testicular (em gramas) e indice gonadossomético (IGS) dos animais dos
grupos experimentais aos 70 dias de idade. CC, Controle-Controle; CT, Controle-Tratamento;
TT, Tratgamento-Tratamento; TC, Tratamento-Controle. Valores expressos em média + erro
padrao.

Grupos Peso testiculo Peso testiculo IGS IGS
P Orquidico Criptorquidico Orquidico Criptorquidico
cc 1,203+ 0,052 0,229 +0,022" 0,471 +0,04 2" 0,089 +0,012"
CcT 0,751 £ 0,06 °" 0,141 +0,01°" 0,692 +0,04 2" 0,134 +0,022"
TT 0,377 +0,11¢ 0,138 £0,02°" 0,568 + 0,06 2" 0,245 +0,04°"
TC 1,053 £ 0,06 2 0,217 £0,01 2" 0,587 +0,05 %" 0,122 +0,012"

fletras distintas *°>® na mesma coluna e asteriscos distintos (* **) na mesma linha indicam que os

valores diferem-se pelo teste de Tukey e pelo teste LSD, quando apropriado (P< 0,05).

4.4 - Morfologia Tubular

Testiculo Orquidico

Avaliando a histologia do testiculo dos ratos controle (CC), observou-se que
apresentavam as mesmas caracteristicas morfolégicas daquelas descritas na literatura
(Russell et al., 1990). No epitélio seminifero dos grupos CT e TC as células das
linhagens espermatogonial e espermatocitaria apresentaram morfologia e distribuigao
semelhantes aquelas observadas nos animais controle (CC) e nestes animais foi
possivel caracterizar os estadios do ciclo do epitélio seminifero. Entretanto, no grupo
TT, constatou-se que as espermatogbnias, espermatécitos e espermatides
arredondadas apresentavam-se aparentemente normais, mas quanto as espermatides
alongadas, estas foram vistas no epitélio seminifero somente até as espermatides da

etapa 12, no estadio XII.

Testiculo Criptorquidico

Nos ratos criptorquidicos foram encontradas alteragdes histolégicas no
parénquima testicular de todos os grupos estudados. Dentre elas foram observadas
reducdo do didmetro tubular (Figs. 8 e 9), aglomerados de células de Sertoli e
espermatécitos em paquiteno no centro de alguns tubulos seminiferos, numero

reduzido de células germinativas no epitélio seminifero sendo que as células mais
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avangadas foram os espermatdcitos em paquiteno e, desta forma, auséncia de
espermatides arredondadas e alongadas (Fig. 7). Em alguns tubulos seminiferos
foram observadas, no epitélio germinativo, apenas a presenca de células de Sertoli
(Sertoli-cell-only). Nos animais do grupo TC, os tubulos seminiferos foram mais
afetados, apresentando uma maior deplecdo das células germinativas com uma
quantidade maior de tubulos seminiferos com morfologia de Sertoli-cell-only.
Entretanto, quando neste grupo TC mediu-se a altura do epitélio seminifero,
constatou-se que nao houve diferenca significativa quando comparada com os outros

grupos avaliados.

Figura 7 - Fotomicrografias de tubulos seminiferos mostrando em B que o nimero de célula de Sertoli (setas) esta

maior no testiculo criptorquidico e estas se mostram distribuidas na forma de palicada nos animais do grupo

TT (Tratamento- Tratamento). Notar que as células germinativas mais avangadas sao espermatocitos em paquiteno.

Em A (CT, Controle-Tratamento) e em C (TC, Tratamento-Controle) as células estdo dispostas dispersa no tubulo seminifero
E, espermatognia; P, paquiteno; VS, vaso sanguineo. Barra equivale a 32 um.
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Micrémetros (y)

4.5 - Diametro tubular, diametro do lume e altura de epitélio

Os efeitos da desnutricdo protéica e/ou aumento da temperatura sobre o
parénquima testicular foram avaliados através da medida da altura do epitélio
seminifero e das medidas dos didmetros tubular e luminal. Observou-se nos testiculos
orquidicos que os didmetros tubulares e luminais foram menores no grupo TT, animais
estes que foram submetidos a deficiéncia protéica desde o periodo pré-natal (Fig. 8 e
9). Os animais do grupo CT, que receberam a dieta hipoprotéica somente apds o
desmame, apresentaram redugdo dos didmetros tubulares e luminais, mas nao tao
evidente quanto no grupo TT. Nos testiculos orquidicos ndo houve diferenca entre a
medida da altura do epitélio seminifero nos diferentes grupos avaliados. Em relagao
aos efeitos da deficiéncia protéica associada ao aumento da temperatura, nos
testiculos criptorquidicos, constatou-se que nao houve diferenca em nenhum dos

parametros avaliados (Fig. 8 € 9).
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Figura 8 — Parametros testiculares avaliados aos 70 dias de idade nos diferentes grupos experimentais
(média + erro padrao). *° Letras distintas para cada parametro avaliado indicam que os valores diferem-se
pelo teste de Tukey e pelo teste de LSD, quando apropriado (P< 0,05).
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Figura 9. Fotomicrografias do testiculo de ratos orquidicos e criptorquidicos apés diferentes
dietas hipoprotéicas mostrando evidentes altera¢des no diametro dos tubulos seminiferos.
CC, controle-controle; CT, controle-tratamento; TT, tratamento-tratamento; TC, tratamento-
controle. Todas as imagens foram obtida no mesmo aumento. Barra equivale a 150 um.
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4.6 - Proporcao volumétrica dos componentes testiculares (%)

A proporcado volumétrica dos compartimentos intertubular e tubular do
parénquima testicular dos testiculos orquidicos e criptorquidicos estdo apresentadas
na Tabela 6. A somatéria dos valores correspondentes as células de Sertoli e
germinativas correspondem a ~15 a 20% dos totais dos componentes testiculares. Os
80%
componentes tais como células peritubulares mibides, macréfagos, fibroblastos, vasos

restantes, nao apresentados na Tabela 6, correspondem aos outros
sanguineos, vasos linfaticos e limen. Os valores apresentados nesta tabela foram
utilizados no calculo do namero total de células no testiculo, apresentados nas tabelas

7 e 8efiguras 10 e 11.

Tabela 6 — Proporgdo volumétrica das células somaticas e germinativas (%) do parénquima
testicular dos diferentes grupos experimentais. CC, Controle-Controle; CT, Controle-

Tratamento; TT, Tratamento-Tratamento; TC, Tratamento-Controle; ORQUI, orquidico;
CRIPTO, criptorquidico. Valores expressos em média + erro padréo.
% volumeétrica de alguns dos componentes testiculares
Grupos SERTOLI ESPERMATOGO6NIA cito TIDE LEYDIG
ORQUI  CRIPTO | ORQUI  CRIPTO ORQUI CRIPTO | ORQUI  CRIPTO | ORQUI  CRIPTO

cc 2,3+0,1 6,9+0,1 0,6 0,1 0,9 +0,1 6,9+0,4 5,9 £0,7 9,6 0,5 0,4 +0,04 0,5+0,1
CT 3,2+0,1 8,4 10,3 0,4 +0,03 1,2+0,2 8,5 10,2 5,6 0,3 7,4 10,3 0,4 +0,05 0,5+0,1
TT 4,1 +0,6 10,9 +1,6 0,5 0,1 1,5+0,4 8,9+0,5 9,9 £0,8 7,0 £0,2 0,2 +0,01 0,4 +0,1
TC 2,6 0,1 7,6 0,5 0,3 0,1 0,7 0,1 6,5 10,9 3,0+1,0 8,310,3 0,5 +0,05 0,9 +0,1

4.7 - Populacéo de células somaticas do parénquima testicular (10°)

Pelos resultados mostrados na Tabela 7, pode-se perceber que a restricédo
protéica ndo influenciou no numero final das células de Sertoli, uma vez que todos os
grupos experimentais apresentaram valores numeéricos semelhantes no testiculo
orquidico. Entretanto, a elevacdo da temperatura testicular interferiu na proliferacao
deste tipo celular, estando reduzido em quase todos 0s grupos experimentais no
testiculo criptorquidico (CC, CT e TC), exceg¢ao nos animais do grupo TT, que exibiram
numeros aumentados de células de Sertoli.

Ja as células de Leydig, sofreram, no testiculo orquidico, influéncia da dieta
hipoprotéica mostrando numero reduzido nos animais do grupo CT, TT e TC, com
redugcdo mais acentuada nos animais TT. No testiculo criptorquidico, estas células
apresentaram numeros semelhantes em todos os grupos avaliados. Quando se
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compara o0 numero de células de Leydig entre os testiculos orquidicos e
criptorquidicos num mesmo tratamento observou-se que em todos eles o numero
deste tipo celular foi reduzido nos testiculos cirptorquidicos (P<0,05). O grupo TT
apresentou valores semelhantes em ambos os testiculos estudados.

O numero de macréfagos foi 0 mesmo em todos os grupos estudados no
testiculo orquidico (P>0,05). Entretanto, houve uma variacdo deste tipo celular no
testiculo criptorquidico dos animais do grupo CC e TC, apresentando valores
aumentados quando comparados com os animais dos grupos CT e TT.

Tabela 7 - Nimero de células somaticas (10°%) do parénquima testicular dos diferentes grupos
experimentais. CC, Controle-Controle; CT, Controle-Tratamento; TT, Tratamento-Tratamento;
TC, Tratamento-Controle; ORQUI, orquidico; CRIPTO, criptorquidico. Valores expressos em
média + erro padrao. ©

e
cc 55,19 + 8,08 ** 34,40 £3,36%*  39,82+3,32%°* 10,26 +1,46 °**
CcT 50,64 +6,18 % * 32,91 +3,76 ** 17,43 £2,21%* 6,24 +1,3°%*
T 33,94 +599%* 50,93 +3,57 °** 9,42 +3,65°* 5,53 +1,67*
TC 50,09 +6,82%* 33,89 £3,85%*  2641+583%*  11,73+2,02°%*

fletras distintas *°>® na mesma coluna e asteriscos distintos (* **) na mesma linha indicam que os

valores diferem-se pelo teste de Tukey e pelo teste LSD, quando apropriado (P< 0,05).

4.8 — Numero de células espermatogénicas

Espermatogbnias

Na figura 10 acham-se discriminados o0s numeros de espermatogénias,
espermatoécitos e espermaticas por testiculo nos diferentes grupos experimentais.
Observou-se que o numero de espermatogdnias presente no testiculo orquidico foi
menor nOS Qrupos que receberam uma racdo hipoprotéica durante seu
desenvolvimento (CT, TT, TC; P<0,05) quando comparado com o grupo controle.
Entretanto, a deficiéncia protéica ndo interferiu no numero espermatogonial no
testiculo criptorquidico, uma vez este tipo celular ndo sofreu variagao entre os grupos
avaliados em relagdo ao controle. Ao se comparar os testiculos orquidicos com os
testiculos criptorquidicos, verificou-se que o0 numero de espermatogbnias foi
semelhante naqueles animais que foram submetidos a deficiéncia protéica desde a
fase pré-natal. J& nos animais do grupo CT, provenientes de maes que receberam

dieta normoprotéica, o numero de espermatogbnias diferiu entre os testiculos
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orquidicos e criportquidicos (Fig. 10). No entanto, quando se compara o numero de
espermatogoénias dos grupos CT e CC verificou-se que a desnutricao apds o desmame

no grupo CT, independente da fase pré-natal, reduziu 0 numero espermatogonial.
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Figura 10 — Numero espermatogonial nos diferentes grupos experimentais. Letras distintas @5 dentro do
mesmo grupo experimental indicam diferenga significativa. Asteriscos distintos (*, **) na mesma linha
indicam diferenga estatistica entre os diferentes grupos experimentais. (P< 0,05).

Espermatdcitos

Ao se avaliar o numero de espermatécito primario em paquiteno, pode-se
perceber que a dieta hipoprotéica interferiu no processo espermatogénico dos animais,
uma vez que os valores numéricos de paquitenos mostraram-se semelhantes entre os
grupos CT, TT e TC no testiculo orquidico, estando mais elevado nos animais do
grupo CC (P<0,05). Ja no testiculo criptorquidico, todos 0s grupos mostraram numero
celular semelhante, exceg¢ao do grupo TC que apresentou uma deple¢do maior destas
células no epitélio germinativo. Em todos os grupos experimentais o0 numero de
paquiteno foi significativamente menor nos testiculos criptorquidicos quando

comparados com o dos testiculos orquidicos (Fig. 11).
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Figura 11 — Numero de espermatécitos nos diferentes grupos experimentais (média + erro padrao).
Letras distintas ® ® dentro do mesmo grupo experimental indicam diferenga significativa. Asteriscos
distintos (*, **) na mesma linha indicam diferenga estatistica entre os diferentes grupos experimentais. (P<
0,05).

Espermatides

No testiculo criptorquidico, as células germinativas mais diferenciadas
encontradas foram na forma de paquiteno. Desta forma, ndo foi possivel verificar o
nuamero de espermatides arredondas presentes no epitélio seminifero neste testiculo.
Ao se calcular o numero de espermatides nos testiculos orquidicos, pode-se perceber
que a desnutricdo comprometeu a fertilidade dos animais que em alguma fase
receberam a dieta hipoprotéica, ou via mae subnutrida e/ou ragcdo apés o desmame

(Tab. 8).

Tabela 8 - Nimero de espermatides arredodadas (10°) do epitélio seminifero dos diferentes
grupos experimentais. CC, Controle-Controle; CT, Controle-Tratamento; TT, Tratamento-
Tratamento; TC, Tratamento-Controle; ORQUI, orquidico; CRIPTO, criptorquidico. Valores
expressos em média * erro padrdo. £

Espermatide

Grupos ORQUI

cc 219,49 + 10,972
CT 130,43 + 22,23°
1T 58,55 + 16,05°
TC 154,19 + 18,61°

£ Letras distintas *>® na mesma coluna indicam que os valores diferem-se pelo teste de Tukey e pelo
teste LSD, quando apropriado (P< 0,05).
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4.9 - Razoes Celulares

O rendimento intrinseco da espermatogénese foi determinado baseando-se
nas razdes encontradas entre niumeros celulares obtidos no estadio VIl do sistema
acrossdmico e os valores encontrados sao apresentados na Tabela 9. As razbes
celulares foram determinadas apenas nos testiculos orquidicos uma vez que para 0s
calculos seria necessario determinar o niumero de espermatides arredondadas, que
nao estavam presentes nos testiculos criptorquidicos. O rendimento da
espermatogénese esta dividido em eficiéncia da célula de Sertoli, rendimento mitético,
rendimento meiotico e rendimento geral da espermatogénese.

A eficiéncia da célula de Sertoli, calculado a partir da razdo entre o nimero
desta e 0 numero das espermatides arredondadas mostrou-se comprometida pela
restricdo protéica, pois os animais que receberam uma dieta deficiente em alguma
fase do seu desenvolvimento mostraram capacidade de suporte das células de Sertoli
diminuida. Esta reducdo foi mais acentuada nos animais do grupo TT, que
apresentavam células de Sertoli com capacidade de suportar apenas 3,38 = 0,85
espermatides enquanto os animais CC tinham capacidade de suporte de 9,29 + 0,80
(Tab. 9).

No rendimento mitético observou-se que a deficiéncia protéica nao interferiu no
processo mitético espermatogonial uma vez que o numero de pré-leptétenos
originados a partir de uma espermatog6nia foi semelhante nos diferentes grupos
estudados (Tab. 9). Ja o rendimento meidtico, o qual foi representado pela razao entre
espermatides arredondadas e espermatdcitos em paquiteno, foi mais reduzido nos
animais do grupo TT, apresentando uma perda de 41% enquanto nos outros grupos a
perda foi de aproximadamente 23% (Tab. 9). Da mesma forma, o rendimento geral da
espermatogénese foi comprometido pela deficiéncia protéica. O numero de
espermatides arredondadas originado a partir de uma unica espermatogdnia no grupo
TT mostrou-se 50% inferior aquele dos grupos CC, CT e TC (Tab. 9).

Tabela 9 — Rendimento geral da espermatogénese. CC, Controle-Controle; CT, Controle-
Tratamento; TT, Tratamento-Tratamento; TC, Tratamento-Controle. Valores expressos em
média * erro padrdo.£

Grupos CcC CT TT TC

Eficiéncia de Sertoli 9,29+0,80%°  665+043% 3,38+0,85" 7,74+ 0,53
Rendimento mitético 36,39 +2,78% 4227 +4,16%  3393+467°%  35181+2,32°
Rendimento meiético 3,10+ 0,072 3,11 +0,122 2,35+0,32° 3,07 +0,12°
Rendimento geral 94,70 +583%  101,17£9,23% 48,16 +12,16°  91,00£6,85°

)

£ Letras distintas ' na mesma linha diferem-se pelo teste de Tukey e LSD, quando apropriado (P< 0,05)
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5. DISCUSSAO

5.1 - Ganho de peso corporal

Durante o periodo da lactagao, a prole dos grupos Controle e Tratamento
aumentaram seu peso gradativamente, mas o ganho de peso dos filhotes provenientes
de mées do grupo Tratamento foi significativamente inferior em rela¢do aos filhotes de
maes Controle. Essa reducdo da massa corpérea indica que a dieta deficiente em
proteina foi eficaz em induzir o estado de desnutricdo, sugerindo ainda, que a
deplecao nutricional durante a lactagéao foi mais prejudicial do que na gestacao e esta
deplecao interferiu de forma negativa no crescimento da prole. Riul et al. (1999)
observaram que em animais desnutridos houve modificacdo na interacdo mae-filhote
durante o periodo da lactagdo. Verificaram que embora o tempo de permanéncia
materna no ninho tivesse sido maior em animais desnutridos, houve uma reducéo na
frequéncia da amamentacdo. Em nosso trabalho foi observado nos animais
subnutridos uma hiperatividade materna e assisténcia reduzida a prole. Levitisky e
Barnes (1972) mostraram em seu estudo um aumento da atividade locomotora
materna durante este periodo, o que corrobora com o observado em nosso trabalho.
Além disso, a dieta hipoprotéica durante a gestagéo e a lactagdo reduz a concentragéo
de proteinas e lactose com consequéncias sobre a osmolaridade do leite e seu volume
(Grimble et al., 1987; Passos et al., 2000), comprometendo assim, o crescimento
adequado dos animais.

Aos 70 dias de idade, os animais do grupo CC apresentaram o peso corporal
de 284,52 + 8,47 g, encontrando-se dentro do padrdo biométrico esperado para a
espécie, segundo Pullen (1976). Assim, ficou constatado que a dieta controle utilizada
em nosso experimento garantiu um crescimento ponderal adequado aos animais. Por
outro lado, a recuperagdo nutricional promovida pela administracdo da dieta
normoprotéica aos animais do grupo TC foi parcial, visto que foi ineficaz em restaurar
0 peso corporal aos valores compativeis aos do grupo Controle-Controle (CC). Estes
dados estédo de acordo com Passos et al. (2000), que relataram que maes submetidas
a dieta hipoprotéica (8% de PB) influenciaram o peso corporal dos filhotes, mesmo
sendo realizada a reposi¢cdo alimentar com dieta normoprotéica (20% de PB) ao
término da lactacdo. Naquele experimento, 0 peso corporal da prole desnutrida,
medido do nascimento até os 180 dias de idade, apresentou-se mais baixo do que no
grupo controle (normoprotéico), semelhante ao resultado observado no presente
estudo, embora no nosso trabalho o peso corporal tenha sido aferido apenas até o 70°
dia de idade. Para Rabelo et al. (1997), a restricido alimentar durante o
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desenvolvimento do animal pode provocar efeitos irreversiveis, dependendo do
periodo e do érgao em desenvolvimento. Se esta restricao se der durante a fase inicial
do crescimento do animal, onde ha predominancia da hiperplasia celular, os animais
nao alcancarao niveis normais no peso corporal, mesmo apds a recuperacao
nutricional, devido ao decréscimo no numero celular.

A dieta hipoprotéica utilizada neste trabalho afetou diretamente o ganho de
peso dos animais nas diferentes fases de desenvolvimento. Os animais do grupo CT e
TT mostraram, respectivamente, uma massa corporal final 61% e 80% menor que a
dos animais do grupo CC. Além da hipoplasia celular (Rabelo et al.,1997), ratos em
restricdo alimentar mostram reducao adaptativa no gasto energético, por mecanismos
tais como redugdo de atividade motora, peso corporal, metabolismo basal,
termogénese da gordura marrom e aumento da eficiéncia energética (Valle et al.,
2005).

5.2 - Peso testicular e indice gonadossomatico (IGS)

O peso médio dos testiculos orquidicos obtido para os animais do grupo CC
neste trabalho foi de 1,203 + 0,05g. Valores semelhantes foram encontrados por
Dlndar et al. (2005) ao avaliar a expressao de moléculas apoptoticas em testiculos de
animais com criptorquidismo unilateral. Entretanto, ratos que apresentam ambos os
testiculos no escroto mostraram o0 peso testicular mais elevado, sendo de
aproximadamente 1,79g (Moura et al., 2006). Segundo Diindar et al. (2005), o0 numero
de apoptose das células germinativas no testiculo contralateral de um animal
criptorquidico é significantemente maior quando comparado com animais que
apresentam ambos os testiculos no escroto, o que justificaria a reducao do peso dos
testiculos orquidicos deste experimento. No testiculo orquidico, ndo houve variagéo do
indice gonadossomatico entre os tratamentos. Desta forma, conforme sera discutido,
era de se esperar que o numero de células de Sertoli também nao se alterasse entre
0S grupos, pois este parametro esta altamente correlacionado com o tamanho e peso
testicular (Berndtson & Picket, 1987).

Os resultados encontrados no presente trabalho mostraram que o aumento da
temperatura testicular, obtido através do criptorquidismo experimental, reduziu o peso
dos testiculos em todos os grupos avaliados. Este efeito foi potencializado quando
associado a desnutrigcdo protéica, uma vez que os animais que receberam uma dieta
deficiente em proteina apdés o desmame (CT) ou desde a fase pré-natal (TT)
apresentaram uma redugao ainda mais significativa em seus pesos testiculares aos 70
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dias de idade. Para Souza (2003), o peso testicular apresenta alta correlagdo com o
nuamero de células germinativas e concentragao espermatica e 0 aumento no peso dos
testiculos acompanha o crescimento ponderal do animal. Como citado anteriormente,
os animais do grupo CT e TT apresentaram um desenvolvimento corporal reduzido, o
que poderia justificar os resultados encontrados para os pesos dos testiculos
orquidicos e criptorquidicos neste trabalho. Além disso, segundo Yin et al. (1999) e
Young et al. (2000) a restricao alimentar e a exposigdo do testiculos de ratos e
camundongos a temperaturas elevadas causa degeneracdo do epitélio germinativo,
promovendo um aumento da apoptose em espermatocitos e espermatides reduzindo
assim o peso testicular desses animais.

Existe uma grande variagdo para o indice gonadossématico (IGS) em
mamiferos e este determina o percentual de massa corpérea alocada no testiculo. O
trabalho de revisdo mais completo neste aspecto, envolvendo mais de 130 diferentes
espécies de mamiferos relata que o IGS pode variar de 0,01% em baleias a 8,4% no
roedor Tatera afra (Kenagy e Trombaluk, 1986). No presente trabalho, o IGS dos
animais do grupo TT no testiculo criptorquidico mostrou-se elevado em relacdo aos
demais grupos experimentais. Embora os animais do grupo CT tenham mostrado um
peso reduzido, seu indice gonadossomatico mostrou-se normalizado em relagédo ao
grupo CC. No entanto, todos os grupos mostraram valores inferiores ao esperado para
rato Wistar que é de 0,76 (Rocha et al., 1999). Resultados semelhantes foram
encontrados por Genovese et al. (2010) ao avaliar o impacto da desnutrigdo no
desenvolvimento testicular. Estes autores demonstraram que a restricdo alimentar
comprometeu mais o crescimento corporal que o desenvolvimento dos testiculos, o
que foi demonstrado por eles por um IGS aumentado. Além disso, como citado
anteriormente, o tamanho testicular é proporcional ao numero de células de Sertoli
presentes nos testiculos (Berndtson & Picket, 1987). Assim atribui-se o IGS
aumentado do grupo TT ao maior numero de células de Sertoli encontrado neste

grupo.

5.3 - Parametros testiculares

O diametro médio dos tubulos seminiferos do testiculo orquidico no grupo CC
foi de aproximadamente 340um. Este resultado foi semelhante ao observado por
Moraes et al. (2009) ao analisar parametros testiculares de ratos Wistar adultos. Nos
grupos CT e TT, percebeu-se que a deficiéncia protéica comprometeu o
desenvolvimento testicular, mostrando diametros tubulares reduzidos. Segundo
Franca e Russell (1998), o diametro tubular possui correlagao positiva com a atividade
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espermatogénica, nao sofrendo alteragdes significativas apds o estabelecimento da
maturidade sexual, permanecendo aparentemente constante ao longo dos estadios do
ciclo do epitélio seminifero. De acordo com Nistal e Paniagua (1996), existem trés
graus de gravidade relacionados a diminuicdo do diametro tubular: (a) leve, quando
essa reducao € de até 10% em relacdo ao diametro tubular médio normal para a
espécie/idade; (b) marcante, quando a reducao esta entre 10 e 30%; (c) e grave,
quando essa reducao for maior que 30%. No presente trabalho, os testiculos
orquidicos dos animais do grupo CT e TT apresentaram gravidade marcante, uma vez
qgue os diametros tubulares médios foram reduzidos em aproximadamente 13% e 22%,
respectivamente, quando comparados ao grupo CC.

Da mesma forma, a desnutricdo protéica reduziu o didmetro luminal nos
testiculos orquidicos nos animais dos grupos CT e TT. Segundo Russell et al. (1989),
a producgéao de fluido testicular, que determina o surgimento do Iimen tubular, ocorre
com o encerramento da fase mitdtica das células de Sertoli e diferenciacdo e
maturacdo das mesmas. O estudo realizado por Bansal-Rajbanshi e Mathur (1984)
mostrou que a desnutricdo protéica durante o periodo da lactagdo promoveu
alterag6es morfoldgicas nas células de Sertoli da prole, compativeis com a imaturidade
funcional destas células neste periodo. Segundo Bansal-Rajbanshi e Mathur (1984)
essas alteragbes sédo devido a um atraso no processo de proliferacdo e maturagédo
dessas células, caracterizadas por uma prolongada fase S da divisao mitética.

Embora o diametro tubular e luminal tenham se mostrado reduzidos nos
testiculos orquidicos dos animais do grupo CT e TT, ndo se verificou alteracdo em
relacdo a altura do epitélio germinativo entre os grupos estudados. Entretanto, no
estudo de Ramos et al. (2006) observou-se que os animais que receberam uma dieta
hipoprotéica apresentaram altera¢des histologicas nos tubulos seminiferos, mostrando
reducdo na espessura do epitélio germinativo. A altura do epitélio seminifero, na
maioria das espécies domésticas, apresenta pequenas variacbes relacionadas a
composicao das associagoes celulares ou a possiveis alteragdes no volume das
células de Sertoli, variagbes estas que estao relacionadas aos diferentes estagios do
ciclo do epitélio seminifero (Franga e Russell, 1998).

Ao contrario do observado no testiculo orquidico, ndo houve diferenga no
diametro tubular, luminal e altura do epitélio seminifero no testiculo criptorquidico entre
0s grupos experimentais. Este achado nos permite inferir que a desnutricdo nao
influenciou estes parametros morfométricos, sugerindo que a elevagéao da temperatura
testicular foi a responsavel pela redugcdo dos mesmos. Os dados de Cattelan et al.
(2004) corroboram com os resultados deste trabalho, ja que em seu estudo os animais
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criptorquidicos apresentaram uma reducao no diametro dos tdbulos seminiferos e no

nuamero de células espermatogénicas.

5.4 - Morfologia Tubular

A andlise histolégica dos testiculos orquidicos dos animais dos grupos CC, CT
e TC, aos 70 dias pds-natal, demonstrou que neles foi possivel identificar todos os XIV
estadios do ciclo do epitélio seminifero, pelo sistema acrossémico, visto que todas as
células germinativas, até as espermatides alongadas da etapa 19, estavam presentes.
Entretanto, nos animais do grupo TT, foram caracterizados até o estadio Xl uma vez
que a célula germinativa mais avangada foi a espermatide alongada da etapa 12.
Segundo Russel et al. (1990), a identificagdo dos diferentes estagios do ciclo do
epitélio seminifero é essencial para a realizagdo de estudos quantitativos da
espermatogénese. Isto €, a capacidade de identificar os estadios € importante para a
compreensao da espermatogénese normal bem como para a determinagdo de fases
especificas do processo que possam ser afetadas por um determinado tratamento ou
droga.

Nao foram observadas alteragbes morfoldgicas evidentes nas células
germinativas e somaticas do epitélio seminifero em nenhum dos grupos experimentais
avaliados, inclusive no grupo TT onde a eficiéncia protéica afetou quantitativamente a
espermatogénese. Entretanto, Said et al. (1976) e Karaca et al. (2003) observaram
que a desnutricdo protéica pode causar um efeito muito mais drastico no epitélio
seminifero. Através de exame histolégico de testiculo de ratos, estes autores
observaram que a espermatogénese foi interrompida no estagio de espermatogdnia
em ratos nutridos com dieta sem proteinas (Said et al., 1976), e no estadio de
espermatdcitos primarios e secundarios em ratos com dieta com 3% de proteina
(Karaca et al., 2003). Segundo esses autores, a desnutricdo protéica afetou
adversamente a funcao testicular, e ainda que a natureza e a severidade desses
efeitos dependem da duragédo do estado de deficiéncia nutricional. Com 0s nossos
resultados podemos deduzir que o protocolo de desnutricdo empregado no grupo TT
afetou quantitativamente a espermatogénese, interferindo na diferenciagdo e
progressao das células germinativas.

A analise morfoldgica dos tubulos seminiferos dos testiculos criptorquidicos foi
semelhante em todos os grupos estudados. A técnica cirurgica utilizada neste
experimento garantiu que os testiculos criptorquidicos apresentassem as mesmas
alteracdes histologicas obtidos por Lima et al. (2003) ao induzir o criptorquidismo pela
secgao do gubernaculo. No experimento desenvolvido por Lima et al. (2003),
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observou-se uma diminuicao significativa do didametro tubular, redugao no nimero de
células germinativas no epitélio seminifero e auséncia de espermatozoéides no limen
tubular. No presente trabalho, os tubulos seminiferos dos animais criptorquidicos de
todos os grupos experimentais mostraram como células germinativas mais avancadas
espermatoécitos em paquiteno. O trabalho desenvolvido por Dindar et al. (2005)
mostrou que a elevacdo da temperatura testicular promoveu um aumento das
apoptoses, principalmente na linhagem de células espermatocitarias, uma vez que a
expressao de moléculas apoptéticas foram identificadas principalmente nestes tipos
celulares e desta forma também exibiram tubulos seminiferos com espermatécitos em
paquiteno como células germinativas mais diferenciadas. Além disso, € descrito que o
criptorquidismo pode diminui a expressdo das moléculas p34°®? e ciclina Bf1,
envolvidas na progressao do ciclo celular meiético e mitético das células germinativas,
estando entre elas, os espermatdcitos primarios em paquiteno e dipléteno (Kong et al.,
2000).

Os resultados obtidos demonstram que no testiculo orquidico a desnutricao
afetou a progressdo das células germinativas, que alcangaram até a fase de
espermatide alongada 12, mas que a elevagao da temperatura agravou este efeito
visto que, nesta situagdo, as células germinativas alcancaram apenas a fase de
espermatécitos primarios em paquiteno, em todos os grupos independente da dieta.

5.5 — Células germinativas

Espermatogbnias

No testiculo orquidico, a dieta hipoprotéica reduziu o nimero espermatogonial
nos animais do grupo CT, TT e TC. Esta reducao foi mais acentuada nos animais do
grupo TT que mostraram aproximadamente 73% menos espermatogdnias que o grupo
CC. Dados da literatura mostram que varios fatores participam do processo de
proliferagéo e diferenciacao espermatogonial e dentre eles esta a testosterona, que
atua provavelmente via células de Sertoli, uma vez que as células germinativas nao
apresentam receptores para andrégenos (Bremner et al. 1994). McLachlan et al.
(1994) demonstraram em seu trabalho que a supressdo da sintese de testosterona
promoveu uma reducdo do epitélio germinativo, diminuindo em 60% 0 numero de
espermatogonias e espermatdcitos. Segundo Zambrano et al. (2005) a desnutricao
protéica nos diferentes estagios do desenvolvimento reduziu a sintese de testosterona
em ratos aos 70 dias de idade, mesmo quando ocorreu a reabilitagdo nutricional no

40



Discussan

animal. No presente trabalho, os resultados referentes as células de Leydig mostraram
qgue este tipo celular mostrou-se reduzidos nos animais do grupo CT, TT e TC, o que
pode ter diminuido a sintese de andrégenos e redugcao no numero espermatogonial.

Ja no testiculo criptorquidico, a desnutricdo protéica nao interferiu na
proliferacdo das células espermatogoniais, uma vez que o numero destas células foi
semelhante em todos os grupos experimentais. Entretanto, este nimero mostrou-se
reduzido quando comparado com o testiculo orquidico em todos o0s grupos
experimentais, mostrando que a temperatura influenciou no numero final deste tipo
celular. Excegédo apenas aos animais do grupo TT que exibiram valores proximos em
ambos os testiculos estudados. Resultados semelhantes foram encontrados por
Zhang et al. (2002) ao avaliar o efeito do criptorquidismo experimental e subsequente
orquidopexia sobre o desenvolvimento do epitélio germinativo. Estes autores observaram
que o numero espermatogonial reduziu em 84% em comparagao com o testiculo presente
no escroto. Em nosso experimento essa reducao foi de 73% nos animais do grupo CC.
Segundo Dindar et al. (2005) esta reducdo estd associada a um aumento na
expressdao de moléculas pro-apoptédticas como a Bax, logo apdés a indugdo do
criptorquidismo unilateral. Camundongos transgénicos, que nao expressam 0 gene
envolvido com a sintese da Bax mostraram hiperplasia espermatogonial, sugerindo
que esta é uma das principais vias envolvidas na apoptose das células
espermatogoniais (Knudson et al., 1995, Russell et al., 2002) Além disso, segundo
(Kong et al., 2000) o aumento da temperatura testicular impede a traducdo das
proteinas p34°* e ciclina B1 envolvidas no ciclo celular mitético espermatogonial.

Espermatdcitos e espermatides

Pelos resultados obtidos neste trabalho, observamos que a deplegéo
dos espermatocitos no testiculo orquidico esta relacionada com o periodo em que
ocorreu a deficiéncia nutricional. Nos animais do grupo TT, houve uma redugao mais
expressiva, seguida pelos animais do grupo CT. Ja os animais do grupo TC, embora
tenham apresentado um numero maior de espermatdécitos, estes ndo conseguiram
alcancar valores semelhantes ao grupo CC. Segundo Young et al. (2000) animais
submetidos a privacao alimentar apresentaram uma regressao do epitélio seminifero e
expressaram uma maior fragmentacdo do DNA nas células germinativas, uma
alteracao relacionada ao processo apoptético. Além disso, segundo Sharpe et al.
(1994), a ocorréncia de apoptose pode ser também um mecanismo induzido pelas
células de Sertoli para limitar o nimero de células germinativas a uma quantidade que

pode ser suportada por elas. Bansal-Rajbanshi e Mathur (1984) mostraram que a
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desnutrigao protéica durante o periodo da lactagao atrasa o processo de maturagao da
célula de Sertoli e dados do presente trabalho mostraram que a capacidade de suporte
destas células foi reduzida nos animais que receberam uma dieta hipoprotéica, desde
o periodo pré-natal (grupo TT).

Sabendo que o numero de espermatides esta correlacionado com o numero de
espermatdcito presente no epitélio germinativo e que estes ultimos mostraram-se
reduzidos pela restricdo protéica nos animais do grupo CT, TT e TC constatamos,
como era esperado, que o numero de espermatides foi reduzido nos grupos
experimentais avaliados, principalmente no TT. Dados obtidos no presente
experimento mostraram uma perda celular de 41% durante o processo meiético dos
animais TT, acima do que € normalmente esperado para a maioria dos animais, que é
de 25% (Franca e Russell, 1998).

O numero de espermatocitos presentes no epitélio germinativo foi reduzido em
todos os grupos experimentais no testiculo criptorquidico, sendo mais acentuado nos
animais TC. Esta redugédo acentuada poderia ser atribuida a uma maior expressao de
moléculas apoptoticas como a P53 e Bax nestas células germinativas em decorréncia
do aumento da temperatura testicular (Yin et al., 1997; Dindar et al., 2005). A
auséncia de espermatides arredondadas no testiculo criptorquidico deve-se a redugéao
na sintese de proteinas envolvidas na progressao do ciclo celular mitético e meidtico
como a p34°“ e ciclina B1. A auséncia destas proteinas impediu a proliferagao e
diferenciacdo das espermatogbnias e de espermatdcitos primarios em estagio de
paquiteno/dipléteno (Kong et al., 2000).

5.6 — Células Somaticas

Células de Sertoli

Pode-se perceber que a restricao protéica desde o periodo pré-natal (TT), apds
o desmame (CT) ou somente pré-natal (TC) nao influenciou no numero final das
células de Sertoli nos ratos adultos, uma vez que estes apresentaram valores
numéricos semelhantes ao grupo controle (CC), que recebeu a ragdo normoprotéica
durante toda a sua vida. O numero de células de Sertoli nos testiculos orquidico
obtidos no presente trabalho para o todos os grupos experimentais foi semelhante
aquele encontrado por Sharpe et al. (2000) que avaliaram o efeito neonatal de
gonadotrofinas sobre o desenvolvimento testicular e no namero final de células de

Sertoli. Genovese et al. (2010) obtiveram resultados diferentes ao avaliar o
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desenvolvimento testicular em animais desnutridos desde a fase pré-natal. Aos 100
dias de idade, os animais desnutridos apresentaram uma redugao significativa no
nuamero de células de Sertoli quando comparado com o grupo controle. Essa diferenca
pode ser atribuida ao protocolo utilizado por Genovese et al. (2010), onde os animais
do grupo tratado receberam somente 33,5% da quantidade de racdo distribuida ao
grupo controle, caracterizando assim, uma deficiéncia nutricional generalizada e nao
especifica, como em nosso experimento. Estudos mostram que a deficiéncia protéica
durante a gestacdo e lactacdo promove uma redugcdo nos niveis dos horménios
tireoidianos no periodo neonatal, retarda o ciclo mitético das células de Sertoli e atrasa
a maturagdo sexual em machos (Bansal-Rajbanshi e Mathur, 1984; Ramos et al.,
1997; Zambrano et al., 2005). Desta forma, podemos atribuir a essas alteragbes a
normalidade no nimero de células de Sertoli nos animais do grupo TT. Embora o
hipotireoidismo prolongue a fase mitogénica destas células (Franca et al., 1995), a
desnutricdo protéica reduz a taxa de proliferagdo das células de Sertoli (Bansal-
Rajbanshi e Mathur, 1984) atrasando o inicio da puberdade e a maturagao sexual da
prole, uma vez que o periodo de encerramento da fase mitética das células de Sertoli
coincide com o inicio de proliferagao dos espermatécitos primarios (Russell et al.,
1989).

Nos testiculos criptorquidicos, os animais do grupo (CC, CT e TC)
apresentaram numeros reduzidos de células de Sertoli em comparacdo com o0s
testiculos orquidicos. Dados semelhantes foram obtidos por Monet-Kuntz et al (1987)
ao avaliar o efeito do criptorquidismo experimental sobre a funcionalidade dos tabulos
seminiferos. Naquele experimento, Monet-Kuntz et al. (1987) observaram que o
aumento da temperatura testicular reduziu a concentracao de receptores para FSH
nas células de Sertoli nos animais criptorquidicos. O FSH é uma glicoproteina que se
liga a receptores especificos localizados na membrana plasmética das células de
Sertoli, sendo considerado como o principal fator mitogénico para estas células
(Franca e Chiarini-Garcia, 2005). No presente estudo, resultados que podem ser
considerados surpreendentes foram encontrados para os animais do grupo TT, que
mostraram um numero elevado de célula de Sertoli aos 70 dias de idade em
comparacdao com os demais grupos estudados. Como citado anteriormente, a prole
proveniente de maes desnutridas desde o periodo pré-natal apresentaram um
hipotireoidismo neonatal, o que pode aumentar a fase proliferativa das células de
Sertoli (Franga et al., 1995). Embora os animais desnutridos mostrem um atraso na
progressao do ciclo mitético das células de Sertoli, estudos sugerem que em situagdes
onde ha um aumento da temperatura tecidual, ha uma aceleragdo no ciclo mitético

devido a uma maior expressao de ciclinas D, proteinas envolvidas na progressao da
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fase G; do ciclo celular (Bansal-Rajbanshi e Mathur, 1984; Han et al., 2002). Estes
fatores podem ter contribuido para os achados nos animais TT do presente trabalho.
Da mesma forma, era de se esperar que os animais do grupo TC também
apresentassem um numero maior de células de Sertoli, no entanto, mostrou valores
semelhantes ao grupo CC. Hess et al. (1993) e Ramos et al. (1997) observaram que
apds o desmame, a reabilitagdo nutricional garantiu niveis normais dos hormdnios
tireoideanos nos animais previamente desnutridos, o que pode ter cessado o periodo
mitogénico das células de Sertoli nos animais TC. Ja nos animais CT, a introdugéo da
dieta hipoprotéica ap6s o desmame (21 dias) coincidiu com o encerramento da fase
mitética das células de Sertoli, uma vez que em ratos e camundongos, a proliferagdo
destas células ocorre principalmente na fase final do periodo fetal e se entende por
duas a trés semanas apds o nascimento (Vergouwen et al., 1991).

Células de Leydig

Os dados apresentados no presente estudo mostraram que a dieta
hipoprotéica teve influéncia nas células de Leydig no testiculo orquidico, mostrando
que seu numero estava reduzido nos animais do grupo CT, TT e TC, sendo que a
reducdo foi mais acentuada nos ratos que foram expostos a ragao hipoprotéica
durante toda a sua vida (TT). O numero de células de Leydig obtido para o grupo CC
foi semelhante ao encontrado por Gomes (2007) ao avaliar a funcao testicular de ratos
tratados com infusdo aquosa de catuaba. Tem sido demonstrado que a dieta
hipoprotéica durante a gestacdo e lactagdo, ou apds o desmame, reduz a
concentracdo de hormonios hipofisarios na prole aos 70 dias de idade mesmo quando
ha a reabilitagdo nutricional apés o desmame (Zambrano et al., 2005). O trabalho
desenvolvido por Zambrano et al. (2005) também mostrou que as concentracoes
séricas de LH, em ratos adultos, foram diferentes dependendo do tipo de exposicao
que ele tiveram a dieta hipoprotéica em relagdo aos periodos pré-natal, pds-natal e
desmame. Eles constataram que a concentracdo de LH mais baixa foi encontrada
naqueles animais que foram submetidos a desnutricao protéica desde o periodo pré-
natal e até a idade adulta. No presente trabalho observamos que os ratos submetidos
ao mesmo tratamento, no mesmo periodo, foram justamente aqueles que
apresentaram o menor numero de células de Leydig por testiculo. De fato, é sabido
gue no desenvolvimento gonadal o LH atua na proliferagédo das células de Leydig e
que vai interferir no seu numero na vida adulta (Nistal et al., 1986).

O numero de células de Leydig no testiculo criptorquidico mostrou-se
semelhante em todos os grupos avaliados, mas reduzido quando comparado com o
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testiculo orquidico. Excegdo somente os animais do grupo TT que apresentaram
valores préximos em ambos os testiculos estudados. Deste modo, acreditamos que a
o menor numero de células de Leydig deve ser atribuido essencialmente a elevacao
da temperatura testicular, uma vez que os animais que receberam dietas hipoprotéicas
apresentaram numero de células de Leydig semelhante ao do grupo controle (CC).
Estes dados estdo de acordo com os resultados encontrados por Lunstra et al. (1988)
gue mostraram que a elevagao da temperatura testicular reduziu o numero das células
de Leydig em animais criptorquidicos. Segundo Shikone et al. (1986) a expressao de
receptores para LH é significantemente reduzida nas células de Leydig em animais
submetidos ao criptorquidismo experimental e como citado anteriormente, o LH
participa do processo de proliferagdo deste tipo celular. Além disso, fatores de
crescimento secretados por macréfagos presentes no espaco peritubular estao
envolvidos no desenvolvimento e proliferagdo das células de Leydig (Mendis-
Handagama e Ariyaratne, 2001) e estes mostraram-se reduzidos em todos 0s grupos
experimentais no testiculo criptorquidico, sendo mais acentuado nos animais CT e TT.
Bergh (1985) mostrou que o tamanho e o numero de células de Leydig e macréfagos
alteram de forma similar em animais criptorquidicos, o que foi encontrado no presente

trabalho.

5.7 - Razoes Celulares

As razdes numéricas entre espermatogénias A e os demais tipos celulares por
seccao transversal de tubulos constituem uma forma bastante acurada de se estimar o
coeficiente de eficiéncia do processo espermatogénico. Isto permite comparagbes
entre diferentes espécies, uma vez que é possivel localizar as fases onde ocorrem
perdas celulares e, inclusive, quantifica-las em termos percentuais (Franga e Russell,
1998). Neste estudo, a deficiéncia protéica nao interferiu no coeficiente de eficiéncia
de mitoses espermatogoniais, uma vez que o numero de pré-leptdétenos originados a
partir de uma espermatogénia A, foi semelhante nos diferentes grupos experimentais.
Ao avaliar a morfologia e a cinética da degeneragao espermatogonial, Huckins (1978)
demonstrou que em ratos ha uma reducao de 75% do numero de espermatdcitos em
pré-leptotenos provenientes da divisdo da espermatog6nia A;. Em nosso trabalho, a
perda média em tal condicdo foi de apenas 42%, mostrando que a desnutricdo ndo
interferiu no processo mitético das células espermatogoniais.

Para Franca e Russell (1998), a maior perda celular, na maioria dos mamiferos,

ocorre durante a fase de divisdbes meibéticas como um mecanismo de eliminacao de
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células com cromossomos anormais ou aberracées. O rendimento meibtico dos
animais do grupo TT (razdo entre espermatides arredondada e espermatécitos em
paquiteno) foi de 2,35:1, equivalendo a uma perda de 41% de espermatides
arredondadas quando se compara com a razao tedrica esperada (4:1). Segundo
Franca e Russell (1998), normalmente essa perda é da ordem de 25% na maioria dos
animais, o que corrobora com os achados deste estudo para os animais do grupo CC,
CT e TC que apresentaram em média uma perda de 23%. A ocorréncia de apoptose
pode ser também um mecanismo para limitar o nimero de células germinativas a uma
quantidade que pode ser suportada pelas células de Sertoli disponiveis (Sharpe,
1994).

No presente trabalho determinou-se que o0 numero de espermatides
arredondadas para cada célula de Sertoli no grupo CC foi de 9,29 * 0,80, semelhante
ao observado por Moura et al (2006). Os resultados por nds obtidos mostraram que a
desnutricdo protéica comprometeu a capacidade de suporte das células de Sertoli,
principalmente nos animais do grupo TT, estando diminuida em 63% quando
comparada com o grupo CC. Segundo Franca e Russell (1998), o indice de células de
Sertoli é o melhor reflexo da eficiéncia funcional deste tipo celular. Estudo realizado
por Herbert e Weaker (1983) mostrou que em animais submetidos a desnutrigao, a
maturidade funcional das células de Sertoli mostrou-se prejudicada aos 50 dias pds-
natal. Sabe-se que essas alteragbes sao devidas a um atraso no processo de
proliferacdo e maturacao dessas células, caracterizado por uma prolongada fase S da
divisdo mitética em animais desnutridos (Bansal-Rajbanshi e Mathur, 1984). O indice
de células de Sertoli varia consideravelmente entre as espécies e, normalmente,
quando a relacado células de Sertoli/espermatides arredondadas € alta, a producao
espermatica diaria também é alta, pois a habilidade das células de Sertoli em suportar
espermatides € altamente correlacionada com a produgdo espermatica diéria (Franga
& Russell, 1998). Nos animais do grupo CT e TC, embora a capacidade de suporte
tenha mostrado ligeiramente diminuida, a célula de Sertoli garantiu a eficiéncia de
producdo espermatica nestes animais, uma vez que o rendimento geral da
espermatogénese foi semelhante ao grupo CC.

Caso o rendimento geral da espermatogénese fosse 100%, ou seja, se nao
houvesse perdas celulares durante todo o processo espermatogénico, uma
espermatogonia A; através de divisdes mitéticas e divisdbes da meiose deveria gerar
256 espermédtides, que iriam se diferenciar em igual niumero de espermatozdides
(Costa e Paula, 2006). Nossos resultados mostram que a dieta hipoprotéica no
periodo pré-natal ou ap6s o desmame ndo comprometeu a fertilidade dos animais do
grupo CT e TC, ja que no rendimento geral da espermatogénese em média 95,62
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espermatides arredondada foram originadas a partir de uma espermatogdnia,
semelhante ao encontrado para o grupo CC. A perda celular nos grupos CC, CT e TC
foi de aproximadamente 63%. Ja os animais do grupo TT apresentaram uma produgao
espermatica baixa (48,16) o que representa uma deplecao de aproximadamente 81%
das células germinativas durante o processo espermatogénico. A literatura disponivel
para mamiferos cita que, de maneira geral, somente em torno de 15 a 50% dos
espermatozéides teoricamente esperados sdo produzidos, mas que em ratos essa
producdo é de 35% (Huckins, 1978; Castro et al., 1997; Franca e Russell, 1998;
Swerdloff et al., 1998).

a7



Conclusao

6. CONCLUSOES

» A dieta hipoprotéica compromete de forma mais acentuada o desenvolvimento
testicular quando os ratos sdo submetidos a este regime desde o periodo pré-

natal.

* Apenas a desnutricdo protéica desde o periodo pré-natal é reponsavel pela
reducao da produgao espermatica diaria em ratos adultos.

. Os efeitos da desnutricdo protéica sobre o processo espermatogénico sdo

parcialmente revertidos apéds a reabilitacao nutricional.
» As alteragdes morfolégicas encontradas no parénquima testicular de animais
criptorquidicos sao provenientes da elevagédo da temperatura testicular e néo

da desnutri¢éo protéica.

* A elevagao da temperatura testicular associada a desnutricdo protéica crénica

aumenta o nimero das células de Sertoli nos animais adultos.
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Anexo.

8- ANEXOS

8.1- Aprovacdo do Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE WINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 141/2009, relativo ao projeto intitulado “ Efeito
da desnutricdo protéica crénica na ontogenia, descenso testicular e
desenvolvimento do processo espermatogénico em ratos’, que tem como
responsavel(is) Hélio Chiarini-Garcia , estd(30) de acordo com os Principios Eticos
da Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunidio de 23/ 09/20009.

Este certificado expira-se em 23/ 09/ 2014.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 141/2009, related to the project entitled
" Effects of chronic proteic malnutrition on ontogeny, testicular descent and
development of the spermatogenic process in rats’, under the supervisiors of
Hélio Chiarini-Garcia, is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CETEA/UFMG), and was approved in September 23, 2009.

This certificate expires in September 23, 2014.

20009.

Belo Horizonte, 2 Setembro

N

Prof. Humberto 'Pereira Oliveira
Coordenador do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioeticalcetea - cetea@prog.ufmg.br

(Mod.Cert. v1.0)
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Anexo.

8.2- Crescimento ponderal das maes e consumo de racdo no periodo pre-
gestacional, na gestacao e lactacao.

400
Gestacao

350 =

200 J&\

250 ;
05 200 —+— CONTROLE
0 ) —a—TRATAMENTO
W Pre-Gestacao Lactacao

1 2 3 B 5 6 7 8 9 10 " 12
SEMANAS

Curva de crescimento ponderal nas cinco semanas antecedentes a gestacgao, prenhez e lactagdo em ambos os grupos
experimentais.

Consumo alimentar médio(g) das maes dos grupos Controle e Tratamento nos periodos pré-
gestacional, gestagédo e lactagdo. P>0,05

Consumo Alimentar (g) Controle Tratamento
Pré-Gestacional 17,4 +0,6 16,4 £ 0,7
Gestacional 17,5+0,8 17,4 £0,6

Lactacao 23,11 £ 2,44 18,70 £ 1,99
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