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1.1 NTRODUQAO GERAL
1.1. Estrutura do testiculo

O testiculo € um ¢érgéo com funcdes
exocrina e enddcrina e que apresenta-se
revestido por uma espessa cgpsula conjuntiva, a
tlnica abuginea. Este 6rgao é constituido por
dois compartimentos: o compartimento tubular
e o intertubular (Russell et al., 1990; Franca &
Russdll, 1998). No primeiro, responsavel pela
producdo de espermatozoides, encontram-se 0s
tibulos seminiferos, 0s quais conectam-se
através de duas extremidades a rede testicular
ou rete testis, locdizada na regido do
mediastino testicular. Os tubulos seminiferos
sd0 constituidos pela tunica propria, epitélio
seminifero e lume. Na tudnica propria sdo
observadas as células midides ou peritubulares,
a membrana basal e as fibras colagenas. Dois
tipos celulares de origem embrioldgica
diferentes estdo presentes no  epitélio
seminifero: as células de Sertoli, de origem
somética, e as células germinativas ou
espermatogénicas. No lume tubular encontram-
se o fluido secretado pelas células de Sertoli e
0s espermatozéides. Ja o compartimento
intertubular é constituido de vasos sangliineos e
linféticos, nervos, céulas e fibras do tecido
conjuntivo, macréfagos, mastacitos e células de
Leydig. Estas ltimas produzem os andrégenos,
0S quais S80 responsaveis pelo aparecimento dos
caracteres  sexuais secundarios e pela
manutencdo da espermatogénese nos animais
sexualmente maduros (Russell et al., 1990;
Franca & Russell, 1998). Com excegdo das
células germinativas que se originam do
epiblasto, a grande maioria das células
somdticas congtituintes dos testiculos é
procedente dos ductos mesonéfricos e do
epitdio ceomatico (Karl & Capd, 1998;
Merchant-Larios & Moreno-Mendoza, 1998;
Capel, 2000).

O comparttimento dos tubulos
seminiferos constitui a maior parte do testiculo,
ocupando, na grande maioria das espécies de
mamiferos, de 70 a 90% do parénquima
testicular (Franga & Russell, 1998; Francaet al.,
2005). Existe grande variagdo no nimero e nas
dimensbes (didmetro e comprimento) dos
tibulos seminiferos nas diferentes espécies de
mamiferos (Franca & Russell, 1998). No
camundongo e no rato, cerca de 20 e 30 tabulos
seminiferos estdo presentes em cada testiculo,

respectivamente (Bascom & Osterud, 1925;
Setchell et a., 1994). De maneirageral, entre 10
a 15 metros de tlbulos seminiferos sdo
encontrados por grama de testiculo em
mamiferos (Setchell et al., 1994; Franga &
Russell, 1998). Assim, por exemplo, 0
comprimento tubular total é cerca de 4 metros
no camundongo e 6000 metros no suino
(Bascom & Osterud, 1925; Franca & Russell,
1998). Ja o valor observado para o didmetro
tubular na grande maioria das espécies de
mamiferos esté na faixa compreendida entre 180
e 350um (Setchell et a., 1994; Franca &
Russell, 1998)

1.2. Esper matogénese

A espermatogénese é um processo
ciclico atamente organizado que ocorre nos
tubulos seminiferos, onde as espermatogbnias
dipldides se diferenciam numa céula hapldéide
madura, 0 espermatozéide. Este processo,
composto por diferentes associagles celulares, €
um dos mais produtivos sistemas de auto-
renovacado do corpo animal, durando cerca de 30
a 78 dias nos mamiferos ja investigados
(Russell et a., 1990; Franca & Russdll, 1998).
Baseado em consideracbes morfofuncionais,
durante sua evolugdo, a espermatogénese pode
ser dividida em trés fases: (1) fase proliferativa
ou espermatogonial, na qual as espermatogdnias
passam por sucessivas e rapidas divisOes
mitéticas; 2 fase meidtica ou
espermatocitogénica, onde o material genético
dos espermatdcitos é duplicado, recombinado e
segregado, sendo esta fase importante para a
diversidade genética entre membros da mesma
espécie; (3) e fase espermiogénica ou de
diferenciagcdo, na qual células haploides, as
espermatides, se transformam em células
altamente especidlizadas e estruturamente
equipadas para alcancar e fertilizar os odcitos
(Russell et a., 1990). Embora o processo
espermatogénico segja essencialmente 0 mesmo
em todos os mamiferos, existem caracteristicas
especificas entre as diferentes espécies. Estas
particularidades estdo relacionadas com o
nimero de geragdes espermatogoniais e
particularidades morfologicas das céulas
germinativas presentes nas varias fases do
processo espermatogénico, principalmente nas

espermatides alongadas.
Nos tlbulos seminiferos de animais
sexual mente maduros, as células
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espermatogénicas ndo estdo arranjadas a0 acaso
e sm em associagdes celulares distintas
denominadas de estadios, ordenados de modo
espécie-especifico (Russdll et al., 1990; Franca,
1991; Franga et al., 2005). Estes estédios se
sucedem numa determinada érea do epitélio
seminifero, com o decorrer do tempo. Esta
seqliéncia, assim ordenada, constitui 0 processo
denominado ciclo do epitdio seminifero
(Leblond & Clermont, 1952; Ortavant et al.,
1977; Russdll et a., 1990). De maneira gerdl,
em torno de 4,5 ciclos sdo necessarios - desde
espermatogbnia do tipo A até a liberagdo das
espermatides no lume tubular - para que o
processo espermatogénico se complete (Amann
& Schanbacher, 1983; Franga & Russell, 1998).

Dentre os sistemas utilizados para se
estudar os est&dios do ciclo do epitéio
seminifero, 0 mais empregado é agquele baseado
na forma e na locaizacdo dos nicleos das
espermatides e na presenca de figuras de
divisdes meidticas (Roosen-Runge & Giesdl Jr.,
1950; Courot et al., 1970; Berndtson, 1977,
Ortavant et a., 1977; Guerra, 1983; Franca,
1991; Franca & Russell, 1998). Este sistema,
designado como método da morfologia tubular
por Berndtson (1977), permite a obtencdo de
oito estadios do ciclo. Outra classificacéo,
designada como méodo do sistema
acrossdmico, é baseada nas caracteristicas das
espermétides, em particular na forma do nicleo
e no desenvolvimento do acrossoma. Com este
método, o nimero de estédios para cada espécie
€ variado, sendo, por exemplo, definidos seis
estédios para 0 homem, doze para camundongos
e quatorze para o rato (Russell et a., 1990;
Franca & Russell, 1998).

Durante 0 processo espermatogénico,
as células de Sertoli e as células germinativas
interagem de maneira bastante complexa, tanto
fisca quanto bioquimicamente. Existem
diversas formas de jungdes intercelulares entre
estes dois tipos celulares, incluindo-se os
desmossomos, as jungdes do tipo “gap”, as
jungdes envolvendo filamentos de actina,
conhecidas como especializagbes
ectoplasméticas, e os complexos tubulo-
bulbares. Apesar de serem postuladas vérias
fungbes para estes componentes juncionais,
existem ainda poucas evidéncias experimentais
para apoiar 0 papel preciso dos mesmos
(Russell & Griswold, 1993; Moroi et a, 1998;
Mitic et a, 2000; Mulholland et al., 2001;
Parreira et a., 2002; Cheng & Mruk, 2002). No
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entanto, fica bastante evidente a necessidade de
interacdo  funcional entre as células
germinativas com 0s componentes sométicos do
testiculo, principamente as células de Sertoli,
células de Leydig e células midides, para que o
processo espermatogéni co transcorra de maneira
normal e eficiente (Skinner, 1991; Jégou, 1993;
Spiteri-Grech & Nieschlag, 1993; Pescovitz et
al., 1994; Russell et al., 1994; Griswold, 1995;
Schlatt et al., 1997; Franca & Russell, 1998;
Skinner, 2005). A integridade funciona da
membrana basal elaborada pelas células de
Sertoli e células miGides é também essencial
para 0 processo espermatogénico (Dym, 1994).

1.3. Célulasde Sertoli

1.3.1. Fase adulta

Em mamiferos sexualmente maduros,
as céulas de Sertoli formam dois
compartimentos  permanentes no  epitdio
seminifero denominados de compartimento
basd e adlumina, e um compartimento
transitério chamado de intermedi&io. No
compartimento  basal localizam-se  as
espermatogbnias e 0s espermatécitos primarios
no inicio da profase meidtica (pré-
leptéteno/leptbteno/zigbteno), enquanto  no
compartimento adluminal sfo encontrados os
espermatécitos  primarios em fases mais
adiantadas, os espermatocitos secundarios, além
de espermétides arredondadas e alongadas. O
compartimento intermediario, por sua vez, é
formado guando espermatdcitos em
leptdteno/zigbteno transitam do compartimento
basal para o adluminal, envolvendo sucessivas
formagdo e dissolucéo de jungdes celulares do
tipo oclusivas (tight junctions). Estas jungdes se
formam nas superficies baso-laterais de células
de Sertoli adjacentes, sendo responsaveis pela
compartimentalizacdo do epitélio seminifero e
formagdo da barreira de célula de Sertoli
(barreira hemato-testicular; Russell et al., 1990).
Desta forma, o compartimento adlumina esta
totalmente sob o controle das céulas de Sertoli,
propiciando um microambiente isolado e
imunologicamente privilegiado, condi¢do esta
considerada essencial para 0 desenvolvimento
do processo espermatogénico (Russell et d.,
1990; Setchell, 1991; Sharpe, 1994).

As células de Sertoli desempenham
papel  fundamenta na regulagdo da
espermatogénese (Russell & Griswold, 1993).
Além de promover a compartimentalizagdo ja



descrita do epitédlio seminifero, estas células
desempenham outras fungBes tais como:
nutricio e fornecimento de suporte fisico
(sustentagd@o) para as células germinativas em
desenvolvimento, manutencdo da integridade do
epitélio seminifero, secregdo de fluido testicular
principalmente em direcdo ao lume tubular,
secrecdo de fatores de crescimento e proteinas,
participacdo na espermiacdo liberando as
espermatides no lume tubular, fagocitose de
células germinativas em degeneracdo e do
excesso de citoplasma (corpo residua)
remanescente apos a liberagdo das espermatides,
esteroidogénese e metabolismo de esteréides
(Russell et al., 1990; Carreau et al., 1999; Hess,
2000; Franca & Chiarini-Garcia, 2005). As
células de Sertoli sdo ainda avo de hormonios,
mediando a agcdo do FSH e da testosterona na
espermatogénese, provavelmente de maneira
ciclica (Russdll et a., 1990; Franca & Russdll,
1998; Franca & Chiarini-Garcia, 2005).

O fluido tedticular secretado pelas
céulas de Sertoli possui substéncias e fatores
importantes para a fungdo dos ductos
excurrentes (rete testis, ductulos eferentes e
ducto epididimario) e maturagdo espermatica,
servindo também como veiculo de transporte
para os espermatozoides (llio & Hess, 1994;
Klinefelter & Hess, 1998). Esta secrecéo
também ocorre em diregdo ao compartimento
intertubular, estando envolvida com o0s
mecanismos de regulagdo paracrina de outros
tipos celulares do testiculo, tais como células
mioides, células de Leydig e c8ulas musculares
lisas dos vasos (Russell & Griswold, 1993;
Sharpe, 1994; Franca & Russell, 1998; Franca
& Chiarini-Garcia, 2005; Skinner, 2005).

13.2. Fase de diferenciacéo e
desenvolvimento do testiculo

O periodo de proliferacéo dos diversos
tipos celulares encontrados no testiculo ocorre
em épocas distintas, sendo cada um deles
regulado por fatores especificos, os quais tém
origem tanto intra quanto extratesticular (Orth,
1993). As células de Sertoli sdo as primeiras
células sométicas a se diferenciarem no testiculo
e expressam 0 Sry, gene responsavel pea
determinagdo do sexo masculino, o qua
desempenha papel fundamental na diferenciacéo
e remodelagdo das gbnadas (Capel, 1998). Nesta
fase, as interagdes das células de Sertoli entre si
e com as células germinativas via fator neura
de adesfo celular (NCAM) sdo cruciais para a

formagdo dos corddes testiculares e os eventos
iniciais que propiciardo o estabelecimento do
processo espermatogénico (Orth & Jester,
1995). Também neste periodo, as células de
Sertoli produzem o horménio anti-Mlleriano
(AMH) responsavel pela regressdo dos ductos
de Miller ou paramesonéfricos (Pelliniemi et
al., 1993). J& nesta fase do desenvolvimento, as
células de Sertoli apresentam filamentos
intermedi&rios do tipo vimentina (Russell &
Griswold, 1993), que podem ser utilizados,
através de técnicas imuno-histoquimicas, como
marcador especifico destas células,
diferenciando-as das células germinativas (Mali
etal., 1987).

Em ratos e camundongos, a
proliferacdo das células de Sertoli ocorre
principalmente na fase fina do periodo fetal e
extende-se por duas a trés semanas apdés o
nascimento (Figura 1; Clermont & Perey, 1957;
Steinberger & Steinberger, 1971; Orth, 1982;
Almirén & Chemes, 1988; Bortoluss et al.,
1990; Vergouwen et a., 1991). Em bovinos e
caprinos esta fase proliferativa prolonga-se até
6-10 semanas de idade (Sharpe, 1994). Em
suinos, as células de Sertoli possuem duas fases
de proliferaco apds o nascimento: a primeira
mais intensa ocorre no primeiro més de vida,
enquanto a segunda ocorre antes da puberdade
(entre trés a quatro meses de vida). Estas duas
fases de proliferagdo est&o correlacionadas com
concentragBes plasméticas mais elevadas de
FSH (Franca et a., 2000). O periodo de
encerramento da fase mitética das células de
Sertoli coincide com o inicio de proliferagdo
dos espermatécitos primarios, formacdo das
jungdes de oclusdo, inicio de maturagdo das
células de Sertoli, secrecdo de fluido e formagéo
do lume tubular (Russell et al., 1989). Como
cada célula de Sertoli possui capacidade de
suporte para células germinativas relativamente
fixa para cada espécie, o tamanho potencial do
testiculo e da producdo espermatica €
estabelecido ja nesta etapa do desenvolvimento
testicular (Berndtson et al., 1987; Hochereau-De
Reviers et al., 1987; Orth et d., 1988; Orth,
1993; Johnson et al., 1994; Franca et a., 2005).
Ap0Gs a puberdade, é considerado que as células
de Sertoli ndo mais se dividem (Franca &
Russell, 1998; Franca et a., 2005).
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Figura 1 — Proliferacéo de células de Sertoli em ratos.

Fonte: Orth, 1982

O hormbnio foliculo-estimulante (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 céulas.
Este horménio é sintetizado e secretado pelos
gonadotrofos localizados na adenohipdfise, sob
a acdo do horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) produzido no hipotédlamo. Seu controle
de retroalimentacdo negativa é exercido pela
inibina, secretada pelas células de Sertoli em
interacdo com as células germinativas (De
Kretser & Mcfarlane, 1996; De Kretser et al.,
2001). Durante o desenvolvimento perinatal em
ratos, a concentracdo plasmatica de FSH eleva
se nos periodos de maior proliferacdo das
céulas de Sertoli. Nos ultimos quatro dias de
gestacdo, observa-se uma elevacdo de cerca de
duas vezes nas concentragOes plasmaticas de
FSH, até atingir aproximadamente 250 ng/mL
a0 nascimento. Aos 5 dias de idade, esta
concentragdo ja atingiu 400 ng/mL. Os niveis de
FSH plasméticos atingem um pico de 800
ng/mL aos 35 dias de idade, estabilizando-se
aos 50 dias de idade em 400 ng/mL
(Chowdhury & Steinberger, 1976, Ketelslegers
etal., 1978).

Trabalhos experimentais envolvendo a
elevacdo ou supressdo dos niveis de FSH no
periodo de proliferagdo das células de Sertali,
mostram que 0 himero destas células pode ser
aumentado ou reduzido, respectivamente
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(Hochereau-De Reviers & Courot, 1978; Orth,
1984; Van Vorstenbosch et al., 1987; Orth,
1993; Sharpe, 1994; Meachem et al., 1996;
Singh & Handelsman, 1996; Miranda, 2002;
Allan et d. 2004). Alguns trabahos
evidenciaran que a maor expressdo dos
receptores de FSH nas céulas de Sertoli é
coincidente com a elevagdo no indice de
proliferacdo destas células no periodo perinatal
(Warren et a., 1984; Bortolussi et al., 1990).

O efeito mitogénico do FSH sobre as
células de Sertoli imaturas é mediado pelo
aumento dos niveis intracelulares do AMP
ciclico (Dorrington et a., 1972; Orth & Boehm,
1990). Em animais adultos sabe-se que a
inducdo na producéo de AMPc pelo FSH nas
células de Sertoli estd atamente relacionada
com a concentragdo de receptores para FSH
(Kangasniemi et a., 1990). Em ratos, a
concentragcdo de receptores para FSH no
testiculo aumenta cerca de trés vezes ap0s 0
nascimento, atingindo um pico aos 15 dias de
idade. Em seguida, a concentracdo destes
receptores reduz até niveis encontrados no
adulto, similares aos observados no testiculo aos
2 dias de idade (Keteldegers et a., 1978;
Bortoluss et al., 1990). Esta variagdo na
concentragdo reflete o aumento nos receptores
de FSH devido a proliferagdio das células de
Sertoli entre 2 e 15 dias de idade apbs o
nascimento, com subseqiente diluicdo das
células de Sertoli devido a expansdo das células



germinativas (Orth, 1984; Meachem et 4d.,
1996). No entanto, pouco se sabe sobre os
eventos especificos que causam o inicio da
divisdo das células de Sertoli em resposta ao
FSH. Especula-se que o estrégeno, produzido
pela aromatizagdo de andrégenos nas células de
Sertoli imaturas, sob o estimulo do FSH, pode
exercer papel mediador importante na divisdo
celular (Ulisse et d., 1994). A agdo da inibina
neste processo, bem como de B-endorfina, via
céulas de Leydig, também é possivel (Orth,
1993; Sharpe, 1994; De Kretser & Mcfarlane,
1996). Estudos recentes mostram que varios
outros fatores, principalmente da superfamilia
do TGFpB, parecem estar envolvidos na
regulacdo das células de Sertoli (Loveland &
Robertson, 2005).

Tanto agonistas quanto antagonistas de
GnRH tém sido utilizados em diversos trabalhos
para estudar a funcéo espermatogénica em ratos,
principalmente a proliferagdo espermatogonial
(Meistrich & Kangasniemi, 1997; Ogawa €t al.,
1998; Shetty et al., 2000; Shuttlesworth et al.,
2000; Dobrinski et al., 2001; Meistrich et al.,
2001). O Leuprolide (Leuprolide acetate, TAP
Pharmaceuticals Inc.) € um potente agonista de
GnRH, utilizado para suprimir os niveis séricos
de gonadotrofinas (FSH e LH) por véias
semanas (Ogawa et al, 1998; Meidtrich et dl.,
2001) pelo fato de causar “exaustdo” dos
gonadotrofos. A agdo deste agonista de GnRH é
complexa. Apés estimular inicidmente a
liberacdo de gonadotrofinas pela hipdfise, esta
droga inibe os receptores hipofisarios para
GnRH, promovendo reducdo nos estimulos para
a liberacdo de gonadotrofinas (Meistrich et a.,
2001). No nosso conhecimento, ndo existe
nenhum relato na literatura a respeito do efeito
desta droga no testiculo, durante a fase de
desenvolvimento pés-natal do mesmo. Ja os
antagonistas de GnRH se ligam fortemente a
receptores hipofisarios deste horménio, inibindo
a liberacéo de FSH e LH pelos gonadotrofos
(Hamoset al., 1996).

Esta bem estabelecido que andrégenos
exercem um papel central na masculinizagdo do
trato reprodutivo, genitdia e outros Orgéos
durante o processo de diferenciagdo sexual no
macho (Hughes, 2001; Sultan et a., 2001). Em
adultos, a agcdo dos androgenos nos tubulos
seminiferos € essencia para espermatogénese
guantitativamente normal e fertilidade plena
Camundongos  adultos  “knockout”  para
receptores de andrégenos (ARKO)

apresentaram  reducdo na expressdo de
receptores para FSH, indicando que os
andrégenos podem exercer papel na regulagdo
destes receptores em animais adultos. E possivel
gue um dos efeitos estimulatérios de
androgenos nas células de Sertoli sga via
aumento da sensibilidade ao FSH (Johnston et
a., 2004). No entanto, dados recentes
demonstraram que, provavelmente, androgenos
exercem um papel fisioldgico importante na
proliferacdo das células de Sertoli em
camundongos (Johnston et a., 2004; Zhou et
al., 2005) e macacos (Schlatt et al., 1995;
Ramaswamy et al., 2000) nos periodos feta e
neonatal. Tan et al. (2005) evidenciaram que
estes efeitos sdo provavelmente mediados por
outro tipo celular do testiculo, presumivelmente
as células mioides peritubulares.

1.4. Hormonios tir eoideanos

Os hormonios tireoideanos, a tiroxina
(T4) eatriiodotironina (T3), sdo essenciais para
0 crescimento e regulacdo do metabolismo de
praticamente todos os tecidos dos vertebrados.
Os receptores destes hormonios s8o membros de
uma superfamilia que inclui os receptores de
hormoénios esteréides, vitamina D e &cido
retinoico (Cooke, 1996). Os sitios especificos de
ligagdo dos hormoénios tireoideanos podem ser
detectados na membrana plasmética, citosol,
mitocdndria e envoltério nuclear, sendo capazes
de influenciar o metabolismo, crescimento,
desenvolvimento, metamorfose e diferenciacéo.

Em ratos, os receptores tireoideanos
sd0 codificados por dois diferentes genes: TRa
e TRB. O TRa da origem a0 TRal, TRa2 e
TRa3, enquanto o TRB a0 TRB1 e TRP2
(Jannini et a., 1995; Cooke, 1996; Buzzard et
al., 2000). Destes receptores, 0 TRa2 e TRa3
nao possuem sitio de ligagdo hormonal, sendo
considerados como inibidores da acdo dos
horménios tireoideanos. O TRB2 é expresso
guase que exclusivamente na adenohipdfise
(Hodin et al., 1989). Alguns trabalhos indicam
gque TRB1 pode estar envolvido no
desenvolvimento das células de Sertoli, mas
estes dados ainda sdo controversos. Ao passo
gue a presenca de TRB1 foi descrita nas células
de Sertoli de ratos pré-puberes (Palmero et d,
1995; Buzzard et a., 2000), outros trabahos
ndo foram capazes de evidenciar a presenca
destes receptores nas células de Sertoli de ratos
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€ humanos (Janini et a, 1994; Janini et a. 2000;
Canale et al., 2001). Holsberger et a. (2005),
trabalhando com camundongos knockouts para
TRa e TRB (TRoKO e TRBKO,
respectivamente), evidenciaram que TRal1, mais
do que o TRB1, é critico para a agdo do T3 na
proliferacdo das células de Sertoli em
camundongos.

De acordo com Cooke (1996) e
Buzzard et a. (2000), o TRal é expresso no
nicleo das células de Sertoli em proliferagdo,
diminuindo sua expressdo de forma coincidente
com a fase em que estas células cessam sua
atividade mitética. Buzzard et a. (2000) relatam
ainda, além da presenca destes receptores nas
células de Leydig, a ocorréncia de TRal em
espermatogonias intermedi&rias e
espermatdcitos em paguiteno. Estes resultados
sugerem que os hormdnios tireoideanos podem
ser muito importantes para a fungdo testicular
nos animais adultos, funcionando,
provavelmente, como moderador para a
sobrevivéncia das células germinativas
(Buzzard et a., 2000).

O PTU (6-propil-2-tiouracil) é uma
droga bociogénica gue inibe a captagéo de iodo
e a sintese de tiroxina (T4) na glandula tiredide,
além de impedir a deiodinizacdo periférica do
hormdnio T4 em triiodotironina (T3). Diversos
trabalhos demonstraram que o hipotireoidismo
neonatal transitério causado pelo PTU é capaz
de aumentar significativamente o nimero de
células de Sertoli, o peso dos testiculos e a
producdo espermética em ratos, camundongos,
hamsters, galos domésticos e tilapias (Cooke &
Meisami, 1991; Cooke, 1991; Cooke et dl.,
1992; Cooke et a., 1993; Joyce et a., 1993;
Hess et a., 1993; Cooke et a., 1994; Kirby et
al., 1996; Miranda, 2002; Matta, 2002). Estudos
mais detalhados nos animais tratados com PTU
mostraram que a redugdo na concentragdo dos
horménios tireoideanos torna mais lenta a
transicdo da fase proliferativa para a fase
madura das células de Sertoli, resultando em
prolongamento da fase mitogénica e aumento da
populacdo adulta deste tipo celular (van Haaster
et a., 1992; Hess et al., 1993; Bunick et a.,
1994; Franca et al., 1995; Cooke, 1996; Cooke
et a., 2005). A imaturidade das células de
Sertoli devido ao tratamento com PTU resulta
em retardo na abertura do lume dos tdbulos
seminiferos e inabilidade destas células em
sustentar estagios avancados do
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desenvolvimento das células espermatogénicas,
acarretando  degeneragdes das  células
germinativas e diminuicdo do tamanho dos
testiculos neste periodo (Franca et a., 1995).
Apés o tralamento com PTU, o
restabelecimento do eutireoidismo possibilita a
maturagdo completa das células de Sertoli. A
populagdo aumentada de células de Sertoli
interage com a populagdo de céulas
espermatogoniais, estabel ecendo
espermatogénese completa (Hess et d., 1993).
Isto acarreta mudangas morfolégicas e
funcionais, com conseqliente aumento do
tamanho dos testiculos e da producdo
espermatica nas espéci es acima citadas.

De maneira antagbnica aos efeitos do
hipotireoidismo, elevadas  concentracdes
plasmaticas de T3 em ratos imaturos levam a
reducdo no nimero de células de Sertoli, da
producdo espermédtica e do peso testicular nos
animais adultos, em virtude da diminuicdo do
periodo mitogénico e aceleracdo do processo de
maturacdo das células de Sertoli (van Haaster et
al., 1993; Cooke, 1995).

Desta forma, fica bem evidente que os
hormdnios tireoideanos sdo responsaveis pela
maturacdo das células de Sertoli, exercendo
papel muito importante para a fungéo testicular
durante o periodo de desenvolvimento pés-natal
dos testiculos (van Haaster et al., 1992; Cooke
et a., 1994; Bunick et al., 1994; Franca et a.,
1995; Cooke, 1996). No entanto, 0 mecanismo
molecular pelo qual T3 induz o encerramento da
fase proliferativa das células de Sertoli ainda
ndo é totalmente conhecido. Trabalhos recentes
sugerem gue 0s hormdni os tireoi deanos regulam
a proliferacdo das células de Sertoli através de
mecanismos envolvendo o p21 e p27 (Cooke et
al., 2005; Holsberger & Cooke, 2005;
Holsberger et al., 2005).

A progressio no ciclo celular é
regulada por vérias proteinas-chave, tais como
ciclinas e quinases dependentes de ciclinas
(CDKys). Estas por sua vez podem ser reguladas
por inibidores de quinases dependentes de
ciclinas (CDKIs), como a proteina p27<'™.
Beumer et a. (1999) observaram que, em
camundongos adultos, a p27¢'™ é expressa em
células de Sertoli. Porém, a expressdo desta
proteina esté reduzida no periodo em que estas
células estdo proliferando ativamente. Em
camundongos  knockouts  para  p27¢'™,
observou-se aumento de cerca de 100% no peso
testicular (Nakayama et al., 1996; Kiyokawa et



a., 1996; Fero et al., 1996), sugerindo uma
possivel relacdo entre a expressdo de p27¢'™ ea
proliferacdo de céulas de  Sertoli.
Especificamente, o hipotireoidismo reduz os
niveis de p27¢'" nas céulas de Sertoli,
permitindo uma progresséo do ciclo celular e
um prolongamento do periodo de proliferacéo
destas células, ao passo que o hipertireoidismo
produz os efeitos opostos (Holsberger et al.,
2003). Assim, os efeitos do T3 na proteina
p27<'"* deve ser o mecanismo critico pelo qual
este hormonio induz o encerramento da fase
proliferativa das células de Sertoli (Cooke et al.,
2005; Holsberger & Cooke, 2005; Holsberger et
al., 2005).

Estes resultados indicam que além das
gonadotrofinas (FSH e LH) e dos hormbnios
esterdides, os hormonios tireoideanos também
podem ser considerados como fatores
extratesticulares importantes na regulagdo do
desenvolvimento pds-natal do testiculo (Cooke,
1996). No entanto, paradoxamente, os efeitos
do tratamento com PTU levam a reducdo das
concentracOes plasmaticas de LH e FSH durante
e apds o periodo de tratamento, provavel mente
devido a diminuicio de tamanho da
adenochipéfise em cerca de 20% a 30% (Kirby et
al., 1992). A elevacdo da producdo de inibina
consequliente a0 maior nimero de células de
Sertoli presente nos testiculos também pode ser
responsavel pela redugdo nas concentragdes
séricas de FSH (Ultee-van Gessdl et a., 1988;
Sharpeet a., 1999).

Além de seus efeitos sobre a populagéo
de células de Sertali, o tratamento com PTU
também influencia o nimero e a funcéo das
célulasde Leydig (Hardy et a., 1993; Antony et
a., 1995, Hady et a. 1996, Mendis
Handagama et al., 1998; Teerds et a., 1998;
MendissHandagama & Ariyaratne, 2004).
Estudos morfométricos indicaram que o nimero
de células de Leydig em animais tratados com
PTU foi 70% maior do que nos animais
controle. No entanto, tanto o tamanho destas
células quanto o nimero de receptores para LH
e 0 potencia esteroidogénico das mesmas
estavam reduzidos (Hardy et al., 1993),
justificando 0 ndo aumento nas concentracOes
plasmé@ticas de testosterona nos animais
tratados. Mendis-Handagama et al. (1998)
demonstraram que, no periodo neonatal, ratos
tratados com PTU apresentam prolongamento
da fase de proliferacio das células
mesenquimais, retardando o inicio da

diferenciagdo em células precursoras de células
de Leydig. Assim, um maior nimero de células
mesenquimais se diferencia nestas precursoras
apos a suspensdo do tratamento com PTU. No
entanto, em suinos adultos tratados com PTU no
periodo neonatal, o nimero total de células de
Leydig e as concentragbes plasméticas de
testosterona ndo foram alterados, mostrando que
0 padréo de proliferacdo e de maturagdo das
células de Leydig em suinos difere
substancialmente daquele observado em ratos
(Silva Jr., 2000; Cooke et d., 2005).

Apesar da magnitude ndo ser a mesma,
os efeitos do tratamento com o PTU em ratos,
camundongos e hamsters sdo bastante
semelhantes, sugerindo que seu mecanismo de
acdo pode ser 0 mesmo para diversas espécies
de roedores (Cooke et a., 1994). No entanto,
vale ressaltar que no hamster a dose de PTU
necessaria para produzir efeitos andlogos aos
observados em ratos é muito superior (1% vs.
0,006% a 0,1%) (Cooke et a., 1994), aertando
para a individuaidade de cada espécie em
rlacdo a resposta ao tratamento e para as
provaveis dificuldades em se estender esta
metodol ogia as espécies domésticas de interesse
econdmico. Assim, estudos no galo doméstico
(Kirby et a., 1996) mostraram que, apesar do
hipotireoidismo neonatal induzido pelo PTU ter
levado a0 aumento de tamanho do testiculo e da
producdo espermética em cerca de 100%, os
mecanismos envolvidos nestes efeitos foram
aparentemente  distintos. Dependendo  do
periodo de inicio do tratamento, as aves tratadas
apresentaram  espermatogénese  anormal e
puberdade precoce, aspectos estes ndo
observados nos experimentos com animais de
laboratorio. Desta forma, o controle da fungéo e
a regulagdo da maturacdo do testiculo pelos
hormbnios tirecideanos podem  envolver
mecanismos distintos nas diferentes espécies.
Por exemplo, em suinos, tratamento com PTU
durante o periodo de desenvolvimento pés-natal
do testiculo — do nascimento aos trés meses de
idade — diminuiu significativamente o nimero
de células de Sertoli, embora a espermatogénese
e 0 numero de células de Leydig ndo tenham
mostrado alteragdes significativas (Silva Jr.,
2000; Cooke et al., 2005).

Diversas metodologias com a
finalidade de aumentar a producdo espermética
tém sido descritas. De maneira geral, as
abordagens utilizadas nestas metodologias
procuram promover 0 aumento do nimero de
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células de Sertoli, a partir da elevagdo dos
niveis séricos de FSH durante o periodo
impUbere de desenvolvimento dos testiculos.
Dentre estas abordagens podem ser citadas a
castragdo unilateral, a qua leva a hipertrofia
compensatoria do testiculo remanescente
(Kosco et al., 1987; Kosco et a., 1989, b;
Simorangkir et a., 1995; Thompson &
Berndtson, 1993), a imunizacdo de machos
contra o estradiol (E2) (Monet-Kuntz et a.,
1988), a injecdo de FSH (Ardan et al., 1993;
Swanlund et a., 1995; Meachem et al., 1996;
Singh & Handelsman, 1996) e a inibicdo da
pinea (Rocha et al., 1999). Da mesma forma, a
administracdo de testosterona ou a associagdo
do FSH com a testosterona (Arslan et al., 1993)
e a associagdo da hemicastracdo com o
hipotireoidismo neonatal (Simorangkir et al.,
1995) promovem o aumento do peso dos
testiculos. No entanto, até o presente momento,
0 hipotirecidisno neonatal € o modelo
experimenta que tem demonstrado os melhores
resultados para aumentar o nimero de células
de Sertoli e a produgdo espermética (Cooke et
al., 1994; Cooke, 1996; Kirby et a., 1996;
Miranda, 2002).

1.5. Desenvolvimento testicular nos periodos
da puberdade e maturidade sexual

Nas espécies investigadas até o
presente momento, considera-se que as células
de Sertoli ndo mais se dividem apbés a
puberdade, constituindo uma populagéo fixa no
testiculo (Orth, 1982; Franca et a., 2000).
Porém, em ratos, € comum observar aumento do
peso testicular apés esta fase (Ekwall et al.,
1984; Berndtson & Thompson, 1990; Meisami
et a., 1992; Russdl, 1992), mesmo havendo
estabilizacdo do diametro tubular (Ekwall,
1984). Também em suinos, apesar da eficiéncia
espermatogénica (producdo espermética didria
por grama de testiculo) se manter estavel apls a
maturidade sexua (Swierstra, 1973; Franca,
1987; Castro et al., 1991; Franga et al., 2000), o
comprimento total de tlbulos seminiferos e a
producdo espermatica didria por testiculo
continuam a aumentar (Swierstra, 1973; Castro
et a., 1991; Franca, 1991). Aliés, nesta dltima
espécie, 0 peso testicular aumenta até pelo
menos quatro anos de idade (Podany, 1969;
Swierstra, 1973).

Considerando que em macacos e suinos
0 epitélio da regido termina dos tubulos
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seminiferos, na transicdo com a rede testicular,
€ constituido principalmente por aglomerado de
células de Sertoli e algumas espermatogbnias
(Dym,1974; Osman & Ploen, 1978), é logico
especular que o0 aumento em comprimento dos
tlbulos seminiferos ocorra em decorréncia da
proliferacdo das espermatogbnias em diregdo a
rede testicular, sendo responsédvel pelos
aumentos observados no peso testicular e na
producdo espermética em animais adultos
jovens. De certa forma, o raciocinio acima
sugerido encontra suporte em camundongos
transplantados com células germinativas, nos
quais as espermatogonias proliferam cerca de 70
pm por dia ao longo do tdbulo seminifero,
alguns meses apo6s o transplante (Nagano et d.,
1999). Outra hip6tese a ser considerada é a
possibilidade das células de Sertoli naregido de
transicdo proliferarem por um periodo mais
longo.

1.6. Leptina e suaimportancia na reproducdo

O horménio  peptidico  leptina,
produzido principalmente pelo tecido adiposo,
apresenta importante fungdo na reproducdo de
machos e de fémeas, uma vez que nives
fisiologicos deste hormbnio sdo fundamentais
para uma adequada coordenagdo do eixo
hipotdlamo-hipéfise-gbnadas (Caprio et 4a.,
2001; Smith et a., 2002; Ahimaet al., 2004).

Este hormonio, que € um polipeptideo
de 145 aminoé&cidos e peso molecular de cerca
de 16 KD, foi descoberto em 1994 (Zhang et a.,
1994; McGregor et d., 1996). A leptina é
produzida de maneira pulsatil, principalmente
pelo tecido adiposo, sendo também secretada
pelo estdbmago (Bado et al., 1998), placenta
(Henson & Castracane, 2006), tecido muscular
esquel ético, hipotalamo, hipdfise, figado, ovario
(Muoio et a., 2002) e testiculo (Aquila et a.,
2005). A meia vida da leptina plasmatica € de
cerca de 30 minutos, sendo o gene ob (gene lep)
responsavel por sua transcricdo regulado por
glicocorticoides e TNFa, dentre outros fatores
(Heet a., 1995; Gong et a., 1996; Muoio et al.,
2002; Ahimaet a., 2004; Zieba et a., 2005).

O receptor daleptina (Ob-R) pertence &
superfamilia de receptores de citocinas de classe
I, que inclui os receptores para IL-6, LIF
(Leukemia Inhibitory Factor), oncostatina M,
CNF (Ciliary Neurotrophic Factor), GH e
prolactina, dentre outros (Tartaglia et al., 1995;
Bahrenberg et al., 2002). Este receptor é



expresso em seis isoformas, denominadas dea a
f (Tartaglia et a., 1995; Ahima et al., 2004). A
isoforma b (Ob-Rb), que é a forma com maior
atividade biologica, é fortemente expressa em
neurbnios do nlcleo arqueado e do nlcleo
ventromedial do hipotdlamo (Magni et al., 1999;
Caprio et al., 1999; Sone &t d., 2001). Também
ja foi demonstrada a expressdo de Ob-Rb em
gonadotrofos localizados na adeno-hipdfise
(Magni et al., 1999; Sone et a., 2001), células
de Leydig (Caprio et a., 1999; Caprio et al.,
2003) e células germinativas masculinas (El-
Hefnawy, 2000; Ando et a., 2005; Aquilaet al.,
2005). Os espermatozdides em particular ndo s
possuem receptores Ob-R como também
secretam leptina (Aquila et al., 2005; Ando et
al., 2005). Além disto, a leptina atravessa a
barreira de célula de Sertoli (hemato-testicular)
por um processo passivo ndo saturdvel (Banks
et a., 1999) e também atravessa a barreira
hemato-encefdica, por um processo saturével e
ainda pouco conhecido (Banks et a., 1996;
Bjorbaek et al., 2004). A isoformaf do receptor
(Ob-Rf) é soluvel no plasma e atua como um
transportador para a leptina (Lahlou et 4.,
2000).

A importancia da leptina no sistema
reprodutor é facilmente exemplificada nos
camundongos que ndo possuem O gene da
leptina (animais ob/ob) e que sdo obesos,
hiperfagicos, diabéticos e inférteis (Jones et al.,
1957; Swerdloff et al., 1976). A andlise
testicular destes animais que ndo possuem
leptina enddgena revela sérias dteracbes no
processo espermatogénico, com aumento na
expressdio de genes pré-apoptdticos e
consequiente aumento de apoptose das células
germinativas (Bhat et al., 2006). O tratamento
destes animais com leptina exdgena ndo sO
diminui seu peso corporal e valores glicémicos,
como também restaura sua capacidade
reprodutiva (Mounzih et al., 1997).

Apesar de apresentar importante papel
na fisiologia da reproducdo, os mecanismos de
acdo da leptina no sistema genital sdo ainda
pouco conhecidos, particularmente no sistema
reprodutor masculino (Tena-Sempere et al.,
2002). No entanto, de maneira geral, considera-
se que a modulagdo neuroenddcrina é o
principa eixo de atuacdo da leptina na
reproducdo. Em ratos e camundongos machos, a
administragdo de leptina resulta em aumento na
secrecdo de LH e de FSH (Barash et a., 1996;
Tena-Sempere et a., 2002). Diversos estudos

tém demonstrado que uma das possiveis agdes
da leptina no sistema reprodutor de roedores
machos, pelo menos in vitro, consiste na
inibicdo da esteroidogénese, em especial da
testosterona (Tena-Sempere et a., 1999; Tena-
Sempere et a., 2001).

A leptina tem sido classicamente
estudada por ser um importante modulador
metabdlico, inibindo particularmente a ingestéo
caldrica(Zhang et a., 1994; Ahima et al., 2004;
Zieba et a., 2005). Entretanto, importantes
funcgdes desta substancia na reproducdo tém sido
recentemente descritas na literatura fazendo
com que este campo de estudo represente
atualmente uma das mais promissoras areas de
investigacdo na reproducdo anima (Ahima et
a., 2004; Zieba et da., 2005, Henson &
Castracane, 2006).
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2.CAPITULOI

EFEITOSDO TRATAMENTO NEONATAL COM PROPIL-TIOURACIL (PTU),
AGONISTA (LEUPROLIDE) E ANTAGONISTA (ANTIDE) DE GnRH NO
DESENVOLVIMENTO TESTICULAR DE RATOSWISTAR

RESUMO

O periodo neonatal, no qual o nimero fina de células de Sertoli é estabelecido em ratos, € critico para a
determinacdo do nlimero de espermatozdides produzidos no animal adulto. O FSH é considerado como o
principal fator mitogénico para as células de Sertoli, sendo o horménio tireoideano triiodotironina (T3)
responsavel pela regulagcdo da maturacao/diferenciacéo destas células. No entanto, o tratamento com a
droga bociogénica PTU tem demonstrado que, apesar dos niveis plasméticos de FSH permanecerem
muito baixos durante o periodo de tratamento, o hipotireoidismo transitério no periodo neonatal leva ao
aumento acentuado da populagdo das células de Sertoli por testiculo e da produgdo espermédtica em
roedores tais como ratos, camundongos e hamsteres. Assim, o objetivo principal do presente trabalho foi
o de invegtigar o grau de proliferagdo das células de Sertoli em animais hipotiredidicos nos quais a
secrecdo de FSH estava suprimida pelo tratamento com um potente agonista/antagonista de GnRH
(leuprolide) ou antagonista de GnRH (antide). Também foram investigados os efeitos do tratamento
neonatal com dose Unica de leuprolide no desenvolvimento testicular e nos niveis plasmaticos de FSH de
ratos Wistar. Os resultados encontrados durante o desenvolvimento pos-natal do testiculo sugerem que o
tratamento com o leuprolide de longa duragdo promoveu aumento inicia na proliferacéo das células de
Sertoli, provavelmente devido a elevagdo inicial dos nivels de FSH. No entanto, a partir do primeiro dia
de tratamento esta droga suprimiu os niveis de FSH por aproximadamente 5 semanas, 0 que
provavelmente foi responsavel pela diminuicdo significativa do peso testicular e do nimero de células de
Sertoli por testiculo nos ratos tratados adultos. Apesar de tanto o leuprolide quanto o antide funcionarem
como antagonistas de GnRH, vérios resultados morfofuncionais encontrados para o testiculo de ratos
adultos mostraram que estas drogas ndo necessariamente promovem os mesmos efeitos, particularmente
em relagdo a funcdo das células de Leydig e de Sertoli que parecem estar mais comprometidas nos
animais tratados com antide. Desta forma, de maneira que pode ser considerada surpreendente, o
tratamento com PTU+leuprolide ndo propiciou os resultados esperados para 0 peso testicular, nimero de
células de Sertoli por testiculo e produgdo espermética didria, que permaneceram nos Mesmos patamares
dos animais tratados somente com PTU. De fato, os resultados encontrados para os ratos tratados com
PTU+leuprolide e sacrificados entre 30 e 43 dias de idade mostraram que nesta condi¢éo as células de
Sertoli permaneceram imaturas e com capacidade proliferativa prolongada, sendo portanto capazes de
proliferarem por um periodo de tempo maior no qual os niveis de FSH provavelmente estavam bastante
elevados apos ter cessado o efeito supressor do leuprolide no horménio liberador de gonadrofinas
(GnRH).

PALAVRAS-CHAVE: Rato, desenvolvimento testicular, célula de Sertoli, GhnRH, agonista, antagonista,
hipotireoidismo

EFFECTSOF THE NEONATAL TREATMENT WITH PROPIL-TIOURACIL (PTU),
GnRH AGONIST (LEUPROLIDE) AND ANTAGONIST (ANTIDE) IN WISTAR RAT
TESTISDEVELOPMENT

ABSTRACT

When indicating the number of spermatozoa produced in an adult animal, the neonatal period, in which
the final number of Sertoli cellsis established in rats, iskey. It is believed that the main mitogenic factor
of Sertoli cellsisthe FSH, while the thyroid hormone triiodothyronine (T3) would be responsible for the
regulation of the maturation/differentiation of such cells. However, the treatment with the goitrogenic
drug PTU has demonstrated that, despite the plasmatic levels of FSH remain very low during the
treatment period, the transitory hypothyroidism in the neonatal period takes to a sharp increase of the
Sertoli cells population per testis and sperm production in rodents such as rats, mice, and hamsters.
Investigating the degree of proliferation of the Sertoli cells in hypothyroid animals, is the main objective
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of the present work, in which the FSH secretion was suppressed by the treatment with a powerful GhnRH
agonist/antagonist (Leuprolide) or GnRH antagonist (Antide). Also, the effect of the neonata treatment
with a single dose of leuprolide in the testicular development and the plasmatic levels of FSH of Wistar
rats was investigated. The results found during the postnatal development of the testis suggest that the
treatment with leuprolide of long duration promoted initial increase in the proliferation of the Sertoli
cells, probably due to initial rise of the FSH levels. However, from the first day of treatment, this drug
suppressed the levels of FSH for amost 5 weeks, what probably was responsible for the substantial
reduction of the testis weight and the number of Sertoli cells per testis in the adult rats. Although both
leuprolide and antide work as GnRH antagonist, some morphofunctional results found in adult-rat testis
had shown that these drugs don’t necessarily promote the same effects, specialy in relation to the
function of the Leydig and Sertoli cells that seem to be more compromised in the animals treated with
antide. Surprisingly, the treatment with PTU+leuprolide did not provide the expected results for testis
weight, for Sertoli cell number per testis and daily sperm production, what remained within the same
range as of those animals treated with PTU. In fact, the results found in rats treated with PTU+leuprolide
and sacrificed between 30 and 43 days of age had shown that in this condition the Sertoli cells remained
immature and with prolonged proliferative capacity, being therefore capable to proliferate during alonger
time period in which the FSH levels were probably high after ceasing the suppressor effect of leuprolide

in the gonadotropin-rel easing hormone (GnRH).

KEY-WORDS: Rat, testis development, Sertoli cell, GhRH, agonist, antagonist, hypothyroidism

2.1. Introducéo

Os eventos iniciais que determinam a
diferenciagdo da génada primitiva em testiculo
sd0 desencadeados pelas céulas de Sertoli
imaturas, a partir da expressdo do gene Sry no
braco curto do cromossomo Y (Pamer and
Burgoyne, 1991; Capel, 1998; Albrecht &
Eicher, 2001). Ainda, durante 0
desenvolvimento fetal, ao se associarem com as
células peritubulares midides e auxiliarem na
producdo da membrana basal, as céulas de
Sertoli propiciam o estabelecimento do processo
espermatogénico, regulando a proliferagcdo e o
desenvolvimento das células germinativas
primordiais (Orth & Jester, 1995; McLaren,
2000). No periodo pos-natal, as células de
Sertoli s80 essenciais para 0 desenvolvimento e
manutencdo da espermatogénese via interacOes
diretas com as células germinativas, bem como
interacGes com os outros elementos somaticos
do testiculo (Orth et a., 1988; Franca &
Chiarini-Garcia, 2005). Desta forma, as células
de Sertoli desempenham papel fundamental na
diferenciacéo e no desenvolvimento testicul ares,
e nas fungdes deste 6rgéo naidade adulta.

No entanto, diferente das céulas
germinativas que se dividem continuamente no
epitédio seminifero ao longo da vida adulta, as
células de Sertoli nos mamiferos apresentam
periodo de proliferacdo especifico, uma vez que
em todas as espécies de mamiferos investigadas
até o presente momento, ndo foram observadas
células de Sertoli em divisdo apos a puberdade.

(Gondos and Berndtson, 1993; Franca and
Russell, 1998; Sharpe et al., 2003). Em ratos, as
células de Sertoli iniciam a fase proliferativa
durante o desenvolvimento fetal. O indice de
proliferacéo destas células decresce
uniformemente apds 0 nascimento, encerrando-
se a0 find da terceira semana pés-natal
(Steinberger and Steinberger, 1971; Orth, 1982;
Vergouwen et al., 1991). E considerado que
durante a fase proliferativa pés-natal o nimero
de células de Sertoli no testiculo de ratos
aumenta cerca de trinta vezes (Wang et 4,
1989). O processo de diferenciacdo e maturacéo
das células de Sertoli ocorre com o
encerramento da fase mit6tica das mesmas. Este
processo é caracterizado por modificacOes
morfoldgicas intensas tais como formagdo do
citoesqueleto e de filamentos de actina
relacionados com as fungdes especificas destas
células (ex: juncbes de oclusdo e
especializacbes ectoplasméticas), proliferacéo
macica de espermatdcitos primérios, produgdo e
secrecdo de proteinas e diversos fatores
necessdrias para o desenvolvimento das células
germinativas e pela producdo de fluido
testicular que determina o surgimento do lume
tubular (Gondos and Berndtson, 1993; Franca &
Chiarini-Garcia, 2005). As células de Sertoli sdo
também fundamentais na intermediacdo
hormonal da regulacio do  processo
espermatogénico, particularmente na agdo dos
andrégenos e FSH (Franca & Chiarini-Garcia,
2005).
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Em relag@o ao periodo proliferativo, o
FSH é considerado o principa fator mitogénico
para as células de Sertoli (Orth, 1982; Almirén
and Chemes, 1988; Sharpe, 1994; Franca &
Chiarini-Garcia, 2005). Considerando que estas
células apresentam capacidade de suporte
relativamente fixa para células germinativas de
acordo com a espécie (Russell and Peterson,
1984; Orth et a., 1988; Franca and Russdl,
1998), o0 numero de células de Sertoli
estabelecido no periodo pré-pubere determina o
tamanho potencial do testiculo e a magnitude da
producdo espermdtica nos animais adultos
(Berndtson et al., 1987; Hochereau-De Reviers
et al., 1987; Orth et a., 1988; Orth, 1993; Hess
et a., 1993; Johnson et a., 1994; Franca and
Russel, 1998; Franca & Chiarini-Garcia, 2005;
Francaet al., 2005).

A reducdo dos niveis de hormdnios
tireoideanos circulantes em ratos, induzida pela
droga bociogénica 6-propil-2-tiouracil (PTU) no
periodo neonatal, prolonga a fase proliferativa
das células de Sertoli até cerca de 35 dias de
idade (van Haaster et a., 1992; Joyce et al.,
1993). O efeito do hipotireoidismo transitorio
induzido pelo PTU sobre o nimero final de
células de Sertoli s6 é eficiente quando o
tratamento € realizado no periodo neonatal, fase
em que as células de Sertoli dividem-se
rapidamente  (Cooke e  a., 1992).
Interessantemente, o aumento do nimero de
células de Sertoli nestes animais ocorre mesmo
diante da reducdo de cerca de 30-80% na
concentracdo plasmética de FSH (Kirby et a.,
1992; van Haaster et al., 1992).

Considerando aimportancia do nimero
de células de Sertoli por testiculo em determinar
a producdo espermética, 0 conhecimento pleno
dos fatores envolvidos na proliferagdo destas
células torna-se critico para se buscar explorar o
potencial reprodutivo maximo de espécies de
interesse econdmico. Desta forma, o principal
objetivo do presente experimento foi o de
avaliar os efeitos da administragdo de drogas
que ateram as concentragbes plasméticas de
FSH no nimero de células de Sertoli e na
producdo esperméatica didria, em ratos Wistar
hipotiredidicos devido ao tratamento neonatal
com PTU.

2.2. Material e Méodos

2.2.1. Animais
No principal experimento do presente
trabaho foram utilizados 46 ratos Wistar
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machos, recém-nascidos e procedentes do
biotério do ICB/UFMG. Estes animais foram
divididos ao acaso em seis grupos, e tratados do
nascimento aos 20 dias de idade com a droga
bociogénica propil tiouracil (PTU), agonista
(leuprolide) e antagonista (antide) de GnRH,
conforme segue:

- Grupo | — Controle (n = 8)*;

- Grupo Il = PTU (n=8);

- Grupo Il — Agonistade GnRH (n = 8);

- Grupo IV — Agonistade GnRH + PTU

(n=7);

- Grupo V — Antagonistade GnRH (n=7);

- Grupo VI — Antagonistade GnRH + PTU

(n=8);
onde n = nimero de animais. * Todos os
animais dos seis grupos acima citados foram
sacrificados aos 100 dias de idade.

Adicionalmente, com o objetivo de
investigar o desenvolvimento testicular e as
concentragOes plasméticas de FSH durante todo
0 periodo experimental, 97 ratos Wistar tratados
com leuprolide (agonista/antagonista de GnRH)
e controles foram sacrificados com 1, 2, 3, 5,
10, 15, 20, 25, 30, 36 e 43 dias de idade. Nas
trés dltimas idades (30, 36 e 43 dias) também
foram avaliados animais tratados com PTU e a
associacdo de PTU + leuprolide. O numero
médio de animais tratados e controles para cada
idade investigada foi de 4 exceto para as
seguintes idades e/ou tratamentos. dois dias
(controle, n = 5; leuprolide, n = 7); trés dias
(controle, n = 6; leuprolide, n = 5); trinta dias
(PTU, n = 7; PTU+leuprolide, n = 6); trinta e
seis dias (controle, n = 5; leuprolide, n = 5;
PTU, n = 6; PTU+leuprolide, n = 5); quarenta e
trés dias (controle, n = 4; leuprolide, n = 4; PTU
e PTU+leuprolide, n = 6). Desta forma, o
nimero total de ratos sacrificados nos
experimentos acima mencionados foi de 133.
Todos os animais foram mantidos em

biotério climatizado do Departamento de
Morfologia do ICB/UFMG, com temperatura
média de 22°C, umidade média de 70% e 12
horas didrias de luminosidade. Agua e racio
peletizada foram disponibilizadas ad libitum as
M&eS ou aos ratos apos 0 desmame.

2.2.2. Tratamentos

O PTU (6-propil-2-tiouracil, Sigma),
na concentragéo de 0,03%, foi colocado na agua
de beber das mées dos animais dos grupos I,
IV, VI e de grupos sacrificados aos 30, 36 e 43
dias de idade, durante os primeiros 20 dias de



idade. Com este procedimento, a droga ingerida
pela mée é transferida para os animais recém-
nascidos através do leite, promovendo
hipotirecidismo nestes animais (Cooke &
Meisami, 1991). Com a finalidade de melhorar
a palatabilidade do PTU, que tem sabor bastante
amargo, foram adicionadas 10 gotas de
adocante (Adocy!) por litro de solucéo fornecida
para as maes. O agonista de GnRH (Leuprolide
acetate, TAP Pharmaceuticals Inc.) foi
ministrado através de injecdo subcuténea (dose
tnica) de 0,1 mL de solugdo salina contendo
0,25 mg para cada animal. O acetato de
leuprolide é um superagonista sintético de
GnRH, utilizado no tratamento de distUrbios
dependentes de hormbnios sexuais, como 0
cancer de préstata. Esta droga apresenta uma
formulacdo de longa duragdo (depot) que
permite liberacdo constante da droga por longos
periodos, apés administracdo de dose Unica
(Luan and Bodmeier, 2006). Os efeitos do
tratamento prolongado com agonistas de GnRH
sdo hifésicos: inicialmente observa-se uma fase
estimulatéria com elevagdo nos niveis
plasméticos de LH, FSH e testosterona, seguida
de uma fase inibitéria com reducdo na secregéo
de LH, FSH e concomitantemente testosterona
(Okadaet ., 1994).

O antagonista de GnRH (Antide,
Bachem, CA, USA) foi ministrado através de
injecbes subcuténeas didrias de 0,1 mL de
solucdo salina contendo 10 mg para cada
animal/dia, de 0 a 20 dias de idade. Este
antagonista atua ocupando seletiva e
reversivelmente os receptores hipofis&rios de
GnRH interferindo, assim, na habilidade do
GnRH em edstimular a secrecdo de
gonadotrofinas (Prince at a., 1998). Os animais
dos grupos controle, PTU e agonista de GhnRH
receberam 0,1 mL de solugdo salina 0,9% pela
mesma via, durante o periodo de tratamento.

Os animais de cada grupo experimental
permaneceram em caixas plasticas separadas,
com as respectivas méaes, até aproximadamente
30 dias apds o nascimento, quando entdo se
procedeu a retirada das fémeas (desmame). A
partir deste periodo, 0s mesmos permaneceram
em suas caixas até a idade programada para o
sacrificio, aos 100 dias de idade.

2.2.3. Colheita de material

No periodo plangjado para o sacrificio,
0s animais com idade igual ou superior a 25
dias foram pesados, heparinizados (Liquemine,

Roche) (125 Ul Kg/peso corpora) e
anestesiados com  pentobarbital  sddico
(Tiopental, Cristadlia) (5 mg/100g de peso
corporal), sendo em seguida perfundidos através
do ventriculo esquerdo com solugdo salina
0,9%, por aguns minutos. Apds esta etapa, 0s
mesmos foram fixados com glutaraldeido a 4%
em tampdo fosfato 0,05M, pH 7,2, durante 25-
30 minutos, segundo técnica citada por Sprando
(1990). Em seguida, os testiculos destes animais
foram coletados, dissecados e pesados. Antes do
sacrificio, os animais tiveram o sangue col etado
e centrifugado, sendo o plasma congelado para
obtencgao das concentragfes de FSH.

De cada  animd, fragmentos
transversais do testiculo direito ou esquerdo
com até 3 mm de espessura foram colhidos.
Estes fragmentos foram imersos em
glutaraldeido a 4%, no mesmo tamp&o, por um
periodo de até 24 horas. Apds este periodo, o
material foi armazenado a 4°C, no mesmo
tamp&o. Para os estudos em microscopia de luz,
os fragmentos foram desidratados em série
crescente de dcoois e incluidos em resina
plastica a base de glicol metacrilato (Historesin,
Leica). Cortes histolégicos com 4 pm de
espessura foram obtidos com navalha de vidro,
sendo posteriormente corados com azul de
toluidina-borato de sédio a 1%.

Os animais com idade inferior a 25 dias
tiveram seus testiculos fixados por imersdo, no
mesmo fixador acima citado, sendo também
processado da mesma forma para posterior
andlise.

2.2.4. Andlises histol6gica e morfométrica dos
testiculos

O didmetro tubular/cordonal médio por
animal foi obtido a partir da mensuracdo ao
acaso de 30 secgdes transversais de
tlbulos/corddes seminiferos que apresentavam
contorno 0 mais circular possive. Estas
medidas ndo levaram em consideracdo o estadio
do ciclo do epitélio seminifero e foram
redlizadas utilizando-se régua micrométrica
adaptada a uma das oculares de 10x, em
aumento de 100x e 400x. As propor¢des
volumétricas dos diversos constituintes do
parénquima testicular, tais como compartimento
tubular (lume, epitélio e tlnica propria) e
compartimento intertubular (células de Leydig,
vasos e outros), foram estimadas utilizando-se
reticulo com 441 interseccBes (pontos), em
aumento de 400x. Para cada anima foram
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analisados 15 campos, escolhidos a0 acaso,
perfazendo-se um total de 6615 pontos. O
volume (mL) de cada componente testicular
avaliado foi estimado a partir do conhecimento
do percentua ocupado pelos mesmos no
testiculo e do conhecimento do volume liquido
do testiculo. O vaor deste Ultimo foi obtido
subtraindo-se do peso bruto do testiculo o peso
da tunica dbugineaa. Em ratos adultos,
considerou-se 0 peso da tunica albuginea como
sendo 6,5% do peso bruto do testiculo (Russell
& Franga, 1995). Nos animais em
desenvolvimento, o percentual ocupado pela
tinica abuginea foi estimado a partir da
determinacdo da proporcdo volumétrica (%) da
mesma nas diferentes idades investigadas.
Como a densidade do testiculo é muito proxima
de 1 (1,03 a 1,04; Franca, 1991), o peso do
testiculo foi considerado igual ao seu volume.

O comprimento total dos tubulos
seminiferos (CT) por testiculo, expresso em
metros, foi estimado a partir do conhecimento
do volume ocupado pelos tubulos seminiferos
no testiculo e do didmetro tubular/cordonal
médio obtido para cada animal. A seguinte
formula foi empregada (Attal & Courot, 1963;
Dorts & Sagjonski, 1974):

CT =VTYnR2 onde,

VTS é igua ao volume tota dos tubulos
seminiferos no testiculo, e nR2 é a &ea de
secgdo transversal de tlbulos seminiferos (R =
didmetro tubular/2).

2.2.5. Contagem celular

A estimativa da populagdo de
espermatides arredondadas e de células de
Sertoli realizada nos animais sacrificados aos
100 dias de idade foi feita a partir de contagens
dos nucleos das espermétides arredondadas e de
nucléolos das células de Sertoli no estadio VII
do ciclo do epitédlio seminifero (CES),
classificado de acordo com o método do sistema
acrossomico (Russell et a., 1990). Com o
objetivo de se avaliar 0 nimero total de células
de Sertoli durante o desenvolvimento testicular,
para os diversos tratamentos utilizados, foi
redlizada a contagem de nucleos/nucléolos
destas células, independentemente do estadio do
ciclo do epitélio seminifero, nos animais pré-
puberes com 30, 36 e 43 dias de idade. Nos
animais sacrificados aos 30 dias de idade, cujas
células de Sertoli apresentavam-se imaturas e
sem nucléolo evidente, os valores obtidos foram
corrigidos utilizando-se o didmetro nuclear. As

contagens obtidas foram realizadas em aumento
de 1000x, sendo utilizadas 10 seccOes
transversais de tubulos seminiferos com perfis o
mais arredondados possiveis, para cada animal.

Os vaores obtidos paa as
espermatides arredondadas e células de Sertali
foram  corrigidos para o  didmetro
nuclear/nucleclar e espessura do corte
histologico, utilizando-se a férmula de
Abercrombie (1946), modificada por Amann
(1962).

O ndmero total de células de Sertali
por testiculo foi estimado a partir do nimero
corrigido de nucléolog/niicleos de células de
Sertoli por seccdo transversa de tdbulo
seminifero e do comprimento total de tdbulos
seminiferos por testiculo, segundo a formula
empregada por Hochereau-De Reviers &
Lincoln (1978). A partir deste cédculo, e
utilizando-se o peso liquido do testiculo, foi
também estimado o nimero de células de
Sertoli por grama de testiculo.

Com o objetivo de se estimar a
eficiéncia do processo espermatogénico e da
célula de Sertoli nos animais sacrificados aos
100 dias de idade, foi calculada a razéo entre os
ndmeros corrigidos  de espermatides
aredondadas e de céluas de Sertoli,
denominado indice de células de Sertoli (ICS).

A estimativa da produgdo espermatica
diaria (PED) foi feita de acordo com Franga
(1992), utilizando-se a seguinte férmula: PED=
Numero total de células de Sertoli por testiculo
x ICS x frequéncia do estédio VIl (%) / Duragéo
do estadio VII (dias), onde ICS = nimero de
espermatides arredondadas por célula de Sertali
no estadio VII. O vaor utilizado para a duracéo
do estadio VII foi o citado por Russell et al.
(1990).

O volume individua das células de
Leydig nos animais sacrificados aos 100 dias de
idade foi obtido a partir do volume do nlcleo e
da proporcdo entre nlcleo e citoplasma. O
volume do nucleo foi obtido utilizando a média
do diémetro nuclear, tendo sido avaliados 30
didmetros nucleares para cada anima. O
volume nuclear individual obtido foi expresso
em (um®), utilizando-se a férmula 4/37R°, onde
R = di@metro nuclear/2. Para cacular a
proporcdo entre nlcleo e citoplasma, foi
utilizado reticulo com 441 interseccOes
(pontos), em aumento de  1000x.
Aproximadamente mil pontos sobre células de
Leydig foram contados para cada animal. O



ndmero de células de Leydig por testiculo e por
grama de testiculo foi estimado a partir do
volume individua de células de Leydig e do
volume ocupado pelas células de Leydig no
testiculo.

2.2.6. Concentragdes plasmaticas de FSH
Estas avaliacOes foram realizadas no
Departamento de Fisiologia da Escola de
Medicina, Universdade do Sul de lllinois,
E.U.A, através de radioimunoensaio (RIE). As
concentragcbes plasméticas de FSH foram
obtidas por meio de RIEs de fase sdlida,
utilizando-se  kits comerciais da ICN
Farmacéutica (Costa Mesa, Cdifornia, EUA).
Desta forma, uma aliquota de 50pL de soro foi
colocada em cada tubo de ensaio, sendo
adicionado tamp&o contendo o tragador (40.000
cpm/tubo). Esta mistura foi incubada por 3
horas a 37°C. Ap0s esta etapa, os tubos foram
decantados e a radioatividade existente nos
mesmos foi medida em contador gama acoplado
a um computador, o qual calculou o valor fina
expressado em ng/mL de plasma para o FSH.
Um Unico ensaio foi realizado, sendo o
coeficiente de variagdo intra-ensaio de 4%.

2.2.7. Andlises estatisticas

Todos os dados obtidos foram
expressos como média + erro padréo da média.
Os vaores médios obtidos para os animais
sacrificados aos 30, 36, 43 e 100 dias de idade

foram submetidos a andise de variancia
(ANOVA), tilizando-se o0 teste Student
Newman-Keuls. Pelo fato de existirem somente
dois grupos experimentais nesta etapa da
investigac8o, os valores médios obtidos com os
animais sacrificados de 0 a 25 dias de idade
foram submetidos ao teste t de Student. Estes
testes estatisticos foram realizados utilizando-se
0 software STATISTICA 3.11 (StatSoft, Inc.,
Tulsa, Oklahoma, USA, 1995). O nivel de
significancia considerado foi de p < 0,05.

2.3. Resultados

2.3.1. Animais tratados com leuprolide e

avaliados durante o periodo de
desenvolvimento pos-natal do testiculo
Os resultados encontrados para as

concentragBes plasméticas de FSH durante a
fase de desenvolvimento poés-natal dos
testiculos nos animais controles e tratados com
leuprolide encontram-se na Figura 1. Conforme
pode ser observado, as concentracOes
plasméticas deste hormdnio apresentaram-se
significativamente reduzidas (p < 0,05) aos 3
dias de idade e no periodo de 20 a 36 dias de
idade nos ratos tratados. Aos 43 dias de idade
pode ser notado o retorno das concentragOes
plasméticas de FSH aos niveis observados para
0 grupo controle, permanecendo desta forma
aos 100 dias de idade.

14,0

12,0 4 —a— Controle

——— Leuprolide

10,0 *
8,0 4

6,0 4

FSH - ng/mL

4,0

2,0 4

0,0

1 2 3 5 10 15

Idade (d)

20 25 30 36 43 100

* = Diferenca estati sticamente significativa (p < 0,05)

Figura 1 — ConcentragOes plasméticas de FSH em ratos Wistar controles e tratados
com leuprolide, em diferentes idades ap6s o nascimento (média + erro padréo).
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A Figura 2 mostra o indice gonadossomético em
ratos controles e tratados com leuprolide. Nesta
figura pode ser notado que o indice
gonadossomético nos animais tratados com
leuprolide e sacrificados com 1 dia de idade foi
significativamente maior (p < 0,05) quando
comparado ao grupo controle. No entanto, nas
idades de 2, 3 e 5 dias gpds 0 nascimento 0s
valores encontrados para este par@metro ndo
apresentaram diferencas significativas (p >
0,05). Com excegdo dos 15 dias de idade, de 10
aos 100 dias de idade o indice gonadossomatico
foi sistematicamente menor (p < 0,05) nos
animais tratados. E interessante observar que
aos 30, 36 e 43 dias de idade, periodo que
antecede a puberdade, 0s indices

gonadossomaticos nos  animais  tratados
apresentavam reducdo de 51, 45 e 35%,
respectivamente, quando comparados ao grupo
controle.  No entanto, apesar de ser
significativamente diferente (p < 0,05), aos 100
dias de idade esta reducdo correspondia apenas
a 13% dos vaores obtidos para o0 grupo
controle. Os dados referentes a0 peso testicular
e obtidos a0 longo do desenvolvimento pés-
nata dos animais controles e tratados com
leuprolide seguiram exatamente a mesma
tendéncia e significancia observada para o
indice gonadossomatico. Por isto, 0s mesmos
nao estdo discriminados.

1.20

H Controle
1.00 -

O Leuprolide

IGS (%)

10 15

Idade (d)

20 25 30 36 43 100

* = Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)

Figura 2 — indice gonadossomético em ratos controles e tratados com leuprolide,
em diferentes idades apds 0 nascimento (média + erro padréo).

Conforme pode ser observedo na Figura 3, a
partir dos 30 dias de idade o diémetro tubular
foi significativamente menor (p < 0,05) nos
animais tratados com leuprolide, permanecendo
esta tendéncia até a idade adulta. E importante
ser mencionado que as andlises histol 6gicas ndo
mostraram alteracbes evidentes nos tubulos
seminiferos € no compartimento intertubular
dos ratos tratados com leuprolide e avaliados
durante todo o periodo de desenvolvimento pés-
natal dos testiculos. Por exemplo, o tipo de
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célula germinativa mais avangado nas diferentes
idades avdiadas para 0s dois grupos
experimentais foi praticamente 0 mesmo e o
processo de luminagdo dos corddes seminiferos
também ndo mostrou alteracao temporal .
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* = Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
Figura 3 — Diametro de tdbulos seminiferos em ratos controles e tratados com
leuprolide, em diferentes idades apds o nascimento (média + erro padréo).

De maneira geral, o comprimento total dos
tlbulos seminiferos obtido durante as diversas
idades avaliadas seguiu a mesma tendéncia
observada para 0 indice gonadossomatico
(Figura 4). Assim, com 1 dia de idade o
comprimento  tubular total  encontrava-se
significativamente maior (p < 0,05) no grupo

tratado com leuprolide. A partir dos 10 dias de
idade, o grupo controle passou a apresentar o
comprimento tubular total maior do que aguele
do grupo tratado (p < 0,05), o que ndo foi
observado aos 100 dias de idade (p > 0,05).
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14 | Leuprolide
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Comprimento tubular (m)
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* = Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
Figura 4 — Comprimento de tdbulos seminiferos em ratos controles e tratados
com leuprolide, em diferentes idades apds 0 nascimento (média + erro padréo).
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2.3.2. Parametros biométricos e histometria
testicular em ratos Wistar adultos

Os dados biométricos e histométricos
de todos os grupos experimentais sacrificados
a0s 100 dias de idade estdo mostrados na Tabela
1. Conforme pode ser observado nesta tabela,
apesar de ndo diferirem entre si (p > 0,05) os
animais tratados com PTU+leuprolide, antide e
PTU+antide apresentaram 0 peso corpora
significativamente menor (p < 0,05) quando
comparado com o grupo controle.

Os pesos testiculares médios dos
grupos experimentais tratados com leuprolide e
antide apresentaram reducdo significativa (p <
0,05) de ~25 e ~40%, respectivamente, quando
comparado a0 grupo controle, ndo havendo,
entretanto, diferenca significativa (p > 0,05)
entre estes dois tratamentos. Ja o grupo tratado
com PTU apresentou peso testicular médio
~50% superior (p < 0,05) a0 grupo controle,
resultado bastante semelhante ao observado
para o grupo tratado com PTU+leuprolide. Por
outro lado, os animais tratados com PTU+antide
apresentaram peso testicular similar (p > 0,05)
aos animais do grupo controle. Conforme pode
ser ainda observado na Tabela 1, todos os
grupos tratados com PTU apresentaram maior
indice gonadossomatico (p < 0,05) do que o
encontrado para o grupo controle, sendo o valor
observado para 0s animais tratados com
PTU+leuprolide maior (p < 0,05) do que aquele
dos demais grupos experimentais.

Apesar de ndo diferirem entre s, 0
didmetro tubular médio observado nos animais
tratados com leuprolide e antide foi
significativamente menor (p < 0,05) do que o
observado nos animais controle. N& houve
diferenca significativa (p > 0,05) entre os
diversos tratamentos para 0 volume percentual
ocupado pelos tdbulos seminiferos  no
parénquima testicular. De maneira geral, o
comprimento total de tdbulos seminiferos
apresentou a mesma tendéncia observada para o
peso testicular.

2.3.2.1. Céulasde Leydig

Os parémetros avaliados para as células
de Leydig estéo também apresentados na Tabela
1. Comparado com o grupo controle e os grupos
experimentais tratados com antide, o percentual
ocupado pelas células de Leydig no parénquima
testicular apresentou-se reduzido (p < 0,05) nos
ratos Wistar tratados com PTU+leuprolide. Em
comparagdo com o grupo controle, o percentual
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ocupado pelo nacleo da célula de Leydig
apresentou-se reduzido (p < 0,05) nos grupos
tratados com PTU, antide e PTU+antide,
estando no entanto elevado (p < 0,05) no grupo
tratado com PTU+leuprolide. Em relagdo ao
volume nuclear, com excegdo do grupo tratado
com PTU, em todos os demais tratamentos os
valores observados para este parémetro estavam
reduzidos (p < 0,05) quando comparados ao
grupo controle. O volume citoplasmatico
apresentou-se bastante reduzido (p < 0,05) no
grupo tratado com PTU+leuprolide, em
comparagdo com 0s demas  grupos
experimentais. Tendéncia esta também
observada para o volume individual das células
de Leydig, que anda se apresentou
significativamente reduzido (p < 0,05 nos
grupos tratados com antide, em comparagdo
com 0s grupos controle e tratado com PTU, e
leuprolide quando comparado com 0 grupo
tratado somente com PTU. Em relagdo aos
grupos tratados com PTU e PTU+leuprolide, os
dois grupos tratados com antide promoveram
aumentos significativos (p < 0,05) no nimero de
células de Leydig por grama de testiculo. Ja os
tratamentos somente com antide e PTU,
promoveram respectivamente elevagcdo (p <
0,05) e diminuicdo (p < 0,05) no niimero destas
células por grama de testiculo, em comparacédo
com o grupo controle. Finalmente, com excegdo
do grupo tratado com PTU+antide, que foi
diferente do grupo tratado com leuprolide (p <
0,05, o0s demais grupos experimentais
investigados ndo apresentaram  alteracOes
significativas (p > 0,05) entre si, no numero
total de células de Leydig por testiculo.



Tabela 1. Dados biométricos e morfométricos de ratos controles e tratados no periodo neonatal com PTU, em associagco com

leuprolide e antide, e sacrificados aos 100 dias de idade (média + erro-padréo).

Parametro Controle PTU Leuprolide PTU+Leuprolide Antide PTU+Antide
(n=8) (n=8) (n=8) (n=7) (n=7) (n=8)
Peso corporal (g) 384 + 107 326 + 8% 335+ 14* 266 + 17° 313 + 18> 282 + 17
Peso testicular (g) 1,63+0,05%  248+011°  1,23+0,02° 2,49 + 0,05 098+0,04°  1,70+0,08°
{ndice gonadossomético (%) 0,85 + 0,032 1,53 + 0,09° 0,74 + 0,04° 1,91+0,11° 0,63 + 1,24° 1,24 + 0,10
Diametro tubular (um) 341+ 6° 354 + 6° 314 + 4 337+ 6® 305 + 4° 341+ 7°
Percentual de tibulos seminiferos 88,7+ 1,0° 92,1+0,9* 89,0+ 1,3 92,1+0,3 89,9 +0,9* 89,5+ 1,3
Volume tubular (mL) 1,35+0,05°  217+0,11° 1,02 + 0,02° 2,14 + 0,04 0,82 + 0,04° 1,38 + 0,05%
Comprimento tubular total (m) 149+ 0,7% 21,9+0,7° 13,2+ 0,3* 242 +1,0° 11,3+ 0,6° 157+ 0,9
Célulade Leydig:
Percentual no testiculo 284+026°  191+024*  232+0,21* 1,45 + 0,09° 282+029°  2,72+042
Proporcéo de niicleo (%) 15,6 + 0,4° 14,1+ 0,4° 157+0,3 17,9+ 0,4° 14,0+0,3° 14,5+ 0,2°
Volume nuclear (um?®) 189+ 72 175+ 7% 169 + 3° 149 + 3° 147 + 6° 160 + 4™
Volume Citoplasmético (um®) 1022 + 45% 1061 + 22° 909 + 23° 684 + 19° 905 + 39° 947 + 39°
Volumeindividual (pm?) 1210 + 51® 1236 + 282 1078 + 25 834 + 21° 1052 + 44° 1107 + 43*°
Células de Leydig/g/testiculo (x10°) 24,2 + 2,2 15,6 + 2,0° 22,1+ 2,1% 17,4+ 1,0 352+ 2.4° 28,1+ 35°
Células de Leydig/ testiculo (x10°) 36,9 + 3,2% 36,6 + 4,8% 25,6 + 2,5 40,3 + 2,2% 343+23® 456 + 6,5
Células de Sertoli/g/testiculo (x10°) 26,7 + 0,9 334+14° 26,3+ 0,8 31,6 +14° 28,6 +1,2% 31,1+25®
Células de Sertoli/testiculo (x10°) 40,6 + 1,8 78,7+57° 303+1,6° 734+ 34° 26,5+ 1,4 46,8 + 3,9°
Espermétides/célula de Sertoli 83+0,3" 75+04° 94 +04° 8,4 +0,2% 79+05° 71+02°
PED/g/testiculo (x10°)** 17,1+ 0,7 19,1+ 0,4% 19,1+ 0,8% 20,5+0,7° 17,3+ 0,9 16,9 + 1,0°
PED/testiculo (x10°) 25,9 + 1,3 447 +1,8° 21,8+0,7 476+ 1,7° 16,1 +1,0° 253+ 1,5

*Letras diferentes na mesma linha representam diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05).

** PED = Produco esperméticadidria
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2.3.2.2. Célulasde Sertoli e produgéo
espermética

Os dados referentes as células de
Sertoli e a producdo espermatica didria
encontram-se na Tabela 1. Com excegdo dos
grupos tratados com PTU e PTU+leuprolide,
cujos vaores encontrados para o nimero de
céulas de Sertoli por grama de testiculo foram
significativamente maiores (p < 0,05) em
comparagdo com 0s grupos controle e tratado
somente com leuprolide, os demais grupos
experimentais investigados foram semelhantes
entre s (p > 0,05). Os valores obtidos para o
nimero de células de Sertoli por testiculo
seguiram praticamente a mesma tendéncia
observada para o0 peso testicular, volume
ocupado pelos tdbulos seminiferos nos
testiculos e comprimento total de tdbulos
seminiferos. Assim, os valores encontrados para
este importante parémetro foram
significativamente maiores (p < 0,05) nos
animais tratados com PTU e PTU+Leuprolide,
guando comparados com o grupo controle. De
maneira oposta, 0 nimero de células de Sertoli
por testiculo nos animais tratados com
leuprolide e antide apresentaram-se menores (p
< 0,05) do que o observado para o grupo
controle. A eficiéncia das células de Sertali
(nimero de espermatides arredondadas por
célula de Sertoli) apresentou-se
significativamente reduzida (p < 0,05) nos ratos
tratados com PTU, antide e PTU+antide, em
comparagdo com O grupo tratado somente com
leuprolide, cuja eficiéncia da célula de Sertoli
mostrou-se relativamente elevada. Quanto a
producdo espermatica diaria por grama de
testiculo (eficiéncia espermatogénica), a mesma
mostrou-se aumentada (p < 0,05) no grupo
tratado com PTU+leuprolide, em comparagdo
com os grupos controle, antide e PTU+antide.
Os demais grupos foram semelhantes entre si. Ja
a producdo espermética didria por testiculo
seguiu tendéncia proxima da observada para o
nimero de células de Sertoli por testiculo. No
entanto, a0 se compararem 0s grupos tratados
com leuprolide e antide com o grupo controle,
somente no Ultimo a reducdo observada para a
producdo espermética (~40%) foi significativa
(p < 0,05). Vde ressdtar também que o
tratamento com antide resultou em diminuicao
significativa (p < 0,05) da producdo espermatica
diaria por testiculo, em comparagdo com o
grupo tratado somente com leuprolide.
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2.3.3. Animaistratados com PTU eleuprolide
e avaliados no periodo pré-pubere e na idade
adulta

Pelo fato do tratamento com
PTU-+leuprolide ter propiciado vérios resultados
de certa forma inesperados, tais como aumento
substancial do peso do testiculo, do volume
ocupado pelos tubulos seminiferos, do nimero
de células de Sertoli por testiculo e da producgéo
espermatica diaria, novos experimentos foram
desenvolvidos em alguns periodos considerados
criticos (30, 36 a 43 dias de idade) que
antecedem a puberdade em ratos e apOs terem
sido encerrados os tratamentos. Os resultados
obtidos nestes experimentos foram comparados
com aqueles encontrados nos animais tratados
com PTU e leuprolide e previamente
investigados na idade adulta. Nas Figurasde 5 a
8 pode ser visualizado o aspecto panorémico do
parénquima testicular dos ratos Wistar controles
e tratados e sacrificados nas diferentes idades
investigadas.

Conforme pode ser observado na
Figura 9, nas idades de 30 a 43 dias, em todos
0S grupos tratados o peso dos testiculos
apresentou-se bastante reduzido (p < 0,05) em
comparagdo com O grupo  controle,
particularmente nos grupos tratados com PTU.
No entanto, vale ressaltar que nos animais
tratados com PTU+leuprolide a recuperagdo do
peso testicular foi menos visivel aos 43 dias. Ja
a0s 100 dias de idade, em contraste com o peso
dos testiculos que foi 1/4 menor (p < 0,05) nos
ratos tratados com leuprolide, os vaores
encontrados para este pardmetro nos ratos
tratados com PTU e PTU+leuprolidade foram
cerca de 50% mais elevados (p < 0,05) em
comparacao com o grupo controle.



Figura 5 - Vista panorémica do parénquima testicular dos ratos Wistar controles e tratados, sacrificados
aos 30 dias de idade. Observe que, comparado a0 grupo controle, os ratos tratados com PTU e
PTU+leuprolide apresentam o processo espermatogénico bem mais atrasado. Este aspecto é facilmente
perceptivel através da observagdo do didmetro tubular. TS = Tdbulo seminifero. Aumento = 160x.

Figura 6 - Vista panorémica do parénquima testicular dos ratos Wistar controles e tratados, sacrificados
aos 36 dias de idade. Observe que nessa idade, comparado ao grupo controle, os ratos tratados com PTU e
PTU+leuprolide ainda apresentam 0 processo espermatogénico atrasado. TS = Tubulo seminifero.
Aumento = 160x.
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Figura 7 - Vista panorémica do parénquima testicular dos ratos Wistar controles e tratados, sacrificados
aos 43 dias de idade. Nessa idade, ja praticamente néo se observa diferenca do desenvolvimento processo
espermatogénico nos animais tratados com PTU e PTU-+ euprolide em comparagdo com o grupo controle.
TS = Tubulo seminifero. Aumento = 160x.

Figuras 8 - Vista panorémica do parénquima testicular dos ratos Wistar controles e tratados, sacrificados
aos 100 dias de idade. Nessa idade, com excegdo do tratamento somente com leuprolide, os didmetros
tubulares nos outros grupos experimentais sdo equivalentes. TS = Tdbulo seminifero. TS = Tdbulo
seminifero. Aumento = 105x.
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Figura 9. Peso testicular (mg) de ratos controles e tratados no periodo neonatal com PTU,
leuprolide e PTU + leuprolide, e avaliados em diferentes idades.

A Figura 10 mostra os dados referentes
ao indice gonadossomético. Entre 30 e 43 dias
de idade, comparado com o grupo controle,
praticamente todos o0s grupos tratados
apresentaram reducdo significativa (p < 0,05)
neste indice, particularmente aos 43 dias de

idade nos animais tratados com
PTU+leuprolide. Entretanto, aos 100 dias de
idade, o indice gonadossomatico apresentou-se
bastante elevado (p < 0,05) nos dois grupos
tratados com PTU, principalmente no grupo que
recebeu PTU em associagdo com leuprolide.
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Figura 10. indice gonadossomético (%) de ratos controles e tratados no periodo neonatal
com PTU, leuprolide e PTU + leuprolide, e avaliados em diferentes idades.



O didmetro tubular é o parametro que
melhor reflete a evolucdo do processo
espermatogénico durante o desenvolvimento
pos-nata do testiculo em mamiferos de
reproducdo néo sazonal. Conforme pode ser
observado nas Figuras de 5, 6, 7, 8, 11, aos 30 e
36 dias de idade o didmetro tubular nos ratos
tratados com PTU e, particularmente, nagueles
tratados com PTU+leuprolide, foi nitidamente
menor (37-34% e 34-47%, respectivamente; p <
0,05) em comparagdo com O grupo controle.
Apesar de ainda se apresentarem menores (p <
0,05), tendéncia de recuperacdo para estes
grupos tratados foi encontrada aos 43 dias de

idade. No entanto, a semelhanca dos 36 dias de
idade, aos 43 dias, o didmetro tubular dos
animais tratados com PTU-+leuprolide foi menor
(p < 0,05) do que nos ratos tratados somente
com PTU. Aos 100 dias de idade, somente no
grupo tratado com leuprolide o valor encontrado
para o didmetro tubular apresentou diferenca
significativa (p < 0,05). Aliés, quando
comparado com 0s demais  grupos
experimentais, o didmetro tubular para este
grupo foi sempre diferente (p < 0,05) em todas
as quatro idades avaliadas.
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* Letras maiUscul as diferentes na mesma linha representam diferenca estati sticamente significativa (p < 0,05)

L etras minusculas diferentes para a mesmaidade representam diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
Figura 11. Didmetro tubular (um) de ratos controles e tratados no periodo neonatal com
PTU, leuprolide e PTU + leuprolide, e avaliados em diferentes idades.

Tendéncia semelhante ao observado
para o indice gonadossomético e para o
didmetro tubular foi encontrada para o
comprimento tubular total (Figura 12). No
entanto, pode ser considerado que com excegdo
do grupo controle, cujos valores para o
comprimento tubular total estabilizaram-se de
36 para 100 dias de idade (p > 0,05), nos demais
tratamentos acentuado crescimento (~60% a
~130%; p < 0,05) para este pardmetro foi
encontrado nesta faixa de idade mencionada,
particularmente no grupo tratado com
PTU+leuprolide.

O ndmero total de células de Sertali
por testiculo, nas diferentes idades investigadas,
pode ser observado na Figura 13. Conforme
esperado, 0 nimero total de células de Sertali
por testiculo no grupo controle ndo sofreu
alteracdes significativas (p > 0,05) ao longo das
diferentes idades investigadas. Ao se comparar
os diferentes tratamentos com o grupo controle
nota-se que aos 30 dias de idade os ratos
tratados com PTU ja apresentavam maior
nimero de células de Sertoli por testiculo (p <
0,05). Tendéncia semelhante, porém né&o
significativa (p > 0,05), foi encontrada para o



grupo experimental tratado com
PTU+leuprolide. Por outro lado, os animais
tratados somente com leuprolide mostraram
diminuicdo significativa (p < 0,05) no nimero
destas células. Ja aos 36, 43 e 100 dias de idade,
0 nimero de células de Sertoli por testiculo
mostrou-se bastante elevado (p < 0,05) nos dois

grupos tratados com PTU, em comparacdo com
os animais controles. Por outro lado, pode ser
notado que nos animais tratados somente com
leuprolide o nimero destas células foi sempre
inferior (25-40%; p < 0,05) ao obtido para ratos
Wistar controles.
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Figura 12. Comprimento total de tlbulos seminiferos (m) em ratos controles e tratados no
periodo neonatal com PTU, leuprolide e PTU + leuprolide, e avaliados em diferentes idades.
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Figura 13. Numero de células de Sertoli por testiculo em ratos controles e tratados no periodo
neonatal com PTU, leuprolide e PTU + leuprolide, e avaliados em diferentes idades.



2.4. Discussao

2.4.1. ConsideragOes gerais

Inicialmente merece ser salientado que
a0 se considerar os ratos Wistar tratados
somente com PTU, as comparagdes feitas entre
os diversos grupos existentes nos delineamentos
experimentais por nés utilizados na presente
investigacdo devem levar em conta a existéncia
de dois grupos controles.

No nosso conhecimento, o presente
trabalho é o primeiro estudo avaliando os
efeitos do hipotireoidismo pos-natal associado a
supressores de gonadotrofinas, no periodo de
desenvolvimento testicular que antecede a
puberdade. A eficacia dos tratamentos com
PTU, leuprolide e antide, bem como a
associagdo dos mesmos, pode ser comprovado
pelos valores obtidos para os niveis plasmaticos
de FSH, peso corporal, biometria e morfometria
testiculares, durante o desenvolvimento pos-
natal e em animais adultos. Particularmente, os
menores pesos testiculares observados para os
animais adultos tratados com agonista
(leuprolide) e antagonista (antide) de GnRH,
bem como aumento marcante encontrado para o
peso testicular nos ratos Wistar tratados com
PTU, mostraram que os tratamentos foram
eficientes em interferir nos processos
relacionados aos mecani smos de
desenvolvimento testicular. Ainda, os menores
valores obtidos para o nimero total de células
de Sertoli por testiculo, nos animais tratados
com antide e leuprolide, em associagdo com
PTU, mostram que mesmo em concentracOes
baixas devido ao tratamento com PTU (Kirby et
al. 1992), o FSH é ainda importante para a
proliferacdo destas células (Miranda, 2002).
Desta forma, no nosso entender, 0s objetivos
propostos nos delineamentos experimentais
foram alcangados. No entanto, um resultado de
certa forma inesperado foi 0 aumento marcante
no peso dos testiculos nos ratos adultos tratados
com PTU+leuprolide, o que nos levou ao
desenvolvimento de vérios experimentos em
periodos por nés julgados importantes para o
entendimento dos efeitos causados pela
associagdo do hipotireoidismo e do leuprolide.
Os diversos resultados encontrados com as
abordagens utilizadas serdo discutidos a seguir.

2.4.2. Efeitos do leuprolide durante o periodo
de desenvolvinto pés-natal do testiculo
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A avdiagcdo de diversos par@metros
testiculares e dos niveis plasmaticos de FSH ao
longo do periodo de desenvolvimento pos-natal
de ratos Wistar tratados com dose Unica de
leuprolide ao nascimento, nos permite visualizar
claramente o efeito bifasico desta droga (Okada
et a., 1994). Apesar de ndo existirem dados
disponiveis na literatura a este respeito, é
considerado que o leuprolide age como agonista
de GnRH por apenas poucas horas. Desta
forma, a avaliagdo dos nivels plasméticos de
FSH feita 1 dia ap0s o inicio do tratamento com
esta droga ndo foi capaz de detectar o provavel
pico de FSH causado pela maior liberagdo de
GnRH. No entanto, apesar de ndo termos
guantificado o nimero de células de Sertoli por
testiculo especificamente nesta idade, os
aumentos significativos observados para o
indice gonadossomatico e para 0 comprimento
tubular total por testiculo sugerem fortemente
gue a proliferacBo de células de Sertali
aumentou neste periodo. Pelo fato de nesta fase
do desenvolvimento testicular as células de
Sertoli serem o tipo celular predominante no
testiculo (Orth, 1993), este provavel aumento de
proliferacdo seria suficiente para causar
incrementos consideraveis no peso testicular e
no comprimento tubular, conforme observado
no presente trabalho. Ap6s 1 dia de idade, o
efeito antagonista do leuprolide ficou
evidenciado a partir das menores concentragtes
plasméticas de FSH observadas principalmente
a partir dos 3 dias de idade. Estas diminuigOes
nos niveis de FSH refletiram diretamente em
menores indice gonadossomatico e
comprimento tubular nos animais tratados, que
foram observadas nos animais avaliados a partir
dos 10 dias idade. O efeito antagonista do
leuprolide se estendeu aé o periodo
compreendido entre 36 e 43 dias de idade, a
partir do qual os niveis plasméticos de FSH
foram aparentemente restabelecidos,
considerando-se as fases pré-pubere (43 dias) e
adulta (100 dias) investigadas. Portanto, é
importante mencionar que o presente trabalho
mostrou, pela primeira vez que, em ratos, a
deplecéo dos niveis plasméticos de FSH, através
da utilizagdo da forma de longa duragéo (depot)
do leuprolide, dura cerca de 5 semanas.

Conforme ja estd estabelecido na
literatura, a capacidade de suporte das células de
Sertoli (nimero de células germinativas por
células de Sertoli) é relativamente fixa para
cada espécie (Russell and Peterson, 1984; Orth



et a., 1988; Franca and Russel, 1998; Franca et
al., 2005). Assim, o menor nimero de células de
Sertoli encontrado para os ratos tratados com
leuprolide, em associacdo com menor nimero
de células germinativas, refletiu em menor
didmetro tubular observedo nos animais
estudados ap6s 30 dias de idade, periodo este no
gual os espermatdcitos e as espermétides estéo
proliferando intensamente em ratos (Russell et
al., 1989). Este mesmo raciocinio pode ser
utilizado para a redugdo acentuada no indice
gonadossomético observada de 30 aos 43 dias
de idade. A menor diferenca encontrada para
este parametro nos animais adultos deve-se
provavelmente a0 aumento da capacidade de
suporte das células de Sertoli, que ocorreu
devido a menor densidade desta célula no
epitélio seminifero (Miranda, 2002). Este
aspecto sera discutido com maiores detalhes
mais adiante.

Além de inibir a producéo de FSH, o
leuprolide também deprime a producéo de LH,
resultando  conseqlientemente  em  menor
producdo de andrégenos nas células de Leydig
(Hadziselomovic et al., 1987; Ogawa et al.,
1998). Durante o periodo de desenvolvimento
pos-natal do testiculo em ratos, o LH exerce
importantes  fungdes na proliferagdo e
diferenciacdo  destas células (Mendis-
Handagama & Ariyaratne, 2004;
O Shaughnessy et al., 2005). A agdo indireta
(via células de Sertoli) do FSH nestes eventos
ndo é descartada (O”Shaughnessy et a., 2005).
No presente trabalho, o tamanho individua bem
como o processo de diferenciagdo e o nimero
de céulas de Leydig por testiculo ndo foram
investigados nos animais tratados com
leuprolide.  Portanto, cremos que a
administragdo de leuprolide poderia representar
uma importante abordagem experimenta para
seinvestigar aproliferacéo e a diferenciacdo das
células de Leydig. Pelo fato dos niveis de FSH
serem muito irregulares ao longo do periodo de
tratamento com leuprolide, seria também
interessante quantificar o numero total de
células de Sertoli por testiculo apés o
nascimento, no periodo em que estas células
estéo proliferando ativamente.

24.3. Ratos Wistar adultos tratados com
PTU, leuprolide e antide durante o
desenvolvimento testicular

De maneira geral, pode ser considerado
gue os tratamentos com PTU, leuprolide e

antide produziram os efeitos por nds esperados
a partir de dados disponiveis na literatura (Joyce
et al., 1993; Cooke et a., 1994; Sharpe €t a.,
2000; Sharpe et al., 2003; Johnston et a., 2004;
Cooke et al., 2005; Holsberger et al., 2005;
Jimenez-Severiano et a., 2005). Assim, em
comparagdo com 0s animais controles, aumento
marcante para vérios parémetros testiculares
importantes (exceto agueles relacionados com
as células de Leydig que ser@o discutidos a
parte) tais como peso testicular, volume
ocupado pelos tdbulos seminiferos  no
parénquima testicular, comprimento tubular
tota e producdo espermética didria por
testiculo, foi encontrado nos animais tratados
com PTU. Em contraste, reducdo significativa
nos valores observados para estes parametros
ocorreu nos grupos tratados com leuprolide e
antide, a exemplo do que ocorre em outros
trabalhos experimentais disponiveis na literatura
envolvendo roedores de laboratorio e outros
mamiferos tais como sagli e bovinos (Hess et
al., 1993; Sharpe et d., 2000; Miranda, 2002;
Sharpe et a., 2003; Johnston et al., 2004;
Jimenez-Severiano et a., 2005). A magnitude
destes dados obtidos foi resultante de maior ou
menor proliferacdo de células de Sertoli que
ocorreu no periodo que antecede a puberdade
Também pode ser inferido que os menores
valores obtidos para o nimero total de células
de Sertoli por testiculo nos tratamentos
associando-se o hipotireoidismo induzido pelo
PTU, em associagdo com antide e leuprolide,
indicam que mesmo em concentragBes baixas
nos ratos hipotiredidicos (Kirby et al, 1992; van
Haaster et a., 1992), o FSH continua sendo
importante para a proliferagdo das células de
Sertoli (Miranda, 2002).

Merece ser mencionado que de maneira
geral os efeitos do tratamento com antide na
reducdo dos par@metros mencionados foram
mais acentuados em comparagdo com O
leuprolide. Em parte, esta diferenca deveu-se ao
efeito agonista inicia do tratamento com
leuprolide que provavelmente promoveu
aumento nos niveis plasmaticos de FSH com
conseqiiente aumento de proliferagdo das
células de Sertoli, conforme j& aventado no item
anterior da discussdo. No entanto, apesar do
nimero de células de Sertoli se apresentar
numericamente maior (~15%) nos animais
tratados com leuprolide, esta diferenca ndo
chegou a ser significativa. Em contraste, a
producdo espermética por testiculo aumentou
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cerca de 1/3 nos ratos que receberam leuprolide.
Esta aparente discrepancia pode ser explicada
pelo fato de nos animais tratados com leuprolide
a eficiéncia da célula de Sertoli ter aumentado
cerca de 20%. Este intrigante resultado pode ser
considerado inesperado, uma vez que a
densidade de células de Sertoli no epitélio
seminifero dos ratos tratados com antide seria
provavelmente menor do que naqueles tratados
com leuprolide (Miranda, 2002). Uma hip6tese
gue poderia explicar este achado é a
possibilidade do tratamento com antide causar
ateragdes funcionais nas células de Sertali
diferenciadas. E interessante notar que o
didmetro tubular em ambos o0s grupos
apresentou-se significativamente reduzido em
comparagdo com 0s demais grupos, sem no
entanto diferirem entre si. Para justificar pelo
menos em parte o fato da célula de Sertoli ser
mais eficiente nos ratos tratados com leuprolide
merece ser comentado que a &rea ocupada pelo
lume tubular neste grupo foi em torno de 30%
menor. Sugerindo menor secrecdo de fluido
através das células de Sertoli, o que de certa
forma mostra que as céulas de Sertoli
encontram-se menos funcionais.

No presente estudo resultados que
podem ser considerados surpreendentes foram
encontrados para 0 peso testicular, volume
tubular, nimero de células de Sertoli por
testiculo e produgdio espermdtica nos ratos
tratados com PTU+leuprolide, cujos vaores
apresentaram praticamente a mesma magnitude
do tratamento somente com PTU. No entanto, é
interessante ser mencionado que o peso corpora
nos ratos tratados com PTU+l euprolide foi cerca
de 20% menor, o0 que resultou em consideravel
aumento no indice gonadossomético em
comparacdo com os ratos tratados somente com
PTU. Tendéncia semelhante ocorreu no grupo
tratado com PTU+antide. Assim, neste aspecto,
pode ser considerado que a associagdo de PTU
com antagonistas de GnRH parece promover
alteracdes no desenvolvimento corporal de ratos
Wistar. Ainda comparando-se 0s grupos
experimentais  tratados com PTU e
PTU+leuprolide pode ser notado que existe uma
ligeira tendéncia de aumento em torno de 10%,
eventualmente  significativo, em  aguns
pardmetros importantes como por exemplo
comprimento tubular, eficiéncia da célula de
Sertoli e produgdo espermética. Os resultados
encontrados para O grupo tratado com
PTU-+leuprolide nos ratos adultos nos levaram a
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investigar especificamente os efeitos do
leuprolide e a associagdo do mesmo com PTU,
em periodo por nés considerado importante
durante a fase de desenvolvimento pré-puberal
do testiculo, ou sgja, de 30 a 43 dias de idade,
conforme seré discutido no item 4.5.

24.4. Células de Leydig em ratos Wistar
adultos tratados com PTU, leuprolide e
antide durante o desenvolvimento testicular

Além de seus efeitos sobre a populagdo
de células de Sertoli, o tratamento com PTU
também influencia a populagdo e a fungédo das
células de Leydig (Hardy et a., 1993; Antony et
a., 1995, Hardy et a. 1996, Mendis
Handagama et al., 1998; Teerds et a., 1998;
Mendis-Handagama &  Ariyaratne, 2004).
Estudos quantitativos indicaram que o ndmero
de células de Leydig em animais tratados com
PTU foi cercade 70% maior do que nos animais
controle. Enquanto o tamanho da céula de
Leydig, o nimero de receptores para LH e o
potencia  esteroidogénico destas céulas
estavam reduzidos (Hardy et al., 1993), sem no
entanto alterar significativamente  as
concentragbes plasméticas de testosterona nos
animais tratados. Embora ndo tenha sido foco
principa de nosso estudo, as células de Leydig
em ratos Wistar adultos também foram
investigadas no presente trabalho. Em contraste
com aliteratura e reforcando dados encontrados
em nosso laboratério (Miranda, 2002), quando
se compara o grupo tratado com PTU com o
grupo controle notase que nas nossas
condi¢des, e com alinhagem de rato utilizeda, o
tratamento com PTU néo foi capaz de dterar o
tamanho das células de Leydig e nem o nimero
destas células por testiculo, apesar deste 6rgéo
ser mais de 50% maior devido a0 tratamento
com PTU.

Ao se comparar os grupos tratados com
antide e leuprolide fica evidenciado que os
efeitos destes dois tratamentos em vérios dos
parametros analisados para as células de Leydig
podem ser considerados diferentes. Por
exemplo, a proporcao (%) de nicleo nacélulae
0 volume nuclear sfo significativamente
menores nos ratos tratados com antide. Em
contrapartida, os valores observados para o
nimero de células de Leydig por grama e por
testiculo estdo entre ~35 a ~60% maiores.
Portanto, a semelhanga do observado para a
eficiéncia da célula de Sertoli e a producdo
espermatica, estes tratamentos sdo capazes de



produzirem efeitos de certa forma distintos.
Neste contexto, merece ser comentado que o
tratamento com leuprolide é utilizado para
aumentar a eficiéncia do transplante de
espermatogonias ao propiciar maior proliferagdo
destas células (Ogawa et al., 1998), 0 que em
Ultima andlise levaria a maior eficiéncia das
clulas de Sertoli e mesmo da produgdo
espermética. Comparado com os demais grupos,
chama nos a atencdo o fato do tratamento com
PTU+leuprolide resultar em nos menores
valores para o percentual de células de Leydig
no testiculo, volume nuclear, volume
citoplasmético e volume individual destas
células. Reforcando assim a particularidade
deste tratamento na funcéo testicular.

2.4.5. Efeitos do leuprolide e leuprolide+PTU
durante a fase de desenvolvimento pré
puberal do testiculo

Conforme esperado (Steinberger et a.,
1971; Orth, 1982; Bortoluss et al., 1990), a
partir dos 30 dias de idade o nimero de células
de Sertoli por testiculo nos ratos controles
mostrou-se bastante estavel, apesar de ligeira
tendéncia de aumento (~15%) ter sido
observada nas idades de 43 e 100 dias. De
acordo com o mencionado no item 4.2, a
supressdo dos niveis plasméticos de FSH
através do leuprolide encerrou-se em torno de 5
semanas apés o inicio do tratamento. Periodo
este no qual O processo espermatogénico
encontrava-se ainda bastante atrasado nos ratos
tratados com PTU e, particularmente, nagueles
tratados com PTU+leuprolide, em decorréncia
principalmente do maior grau de imaturidade
das células de Sertoli que refletiu diretamente
na evolugdo do processo espermatogénico.
Desta forma, pode ser inferido que no grupo
tratado com PTU+leuprolide estas células
apresentavam ainda alta capacidade mitética
gue poderia ser estimulada através de altas
concentragcbes de FSH, que é considerado o
principal fator mitogénico para as células de
Sertoli (Orth, 1982; Almiron and Chemes, 1988;
Sharpe, 1994; Franga & Chiarini-Garcia, 2005).
De fato, a0 que parece, esta condicdo foi
suficiente para aumentar o nimero de células de
Sertoli por testiculo no mesmo patamar
encontrado aos 100 dias de idade para o
tratamento somente com PTU. Refletindo ainda
diretamente nos incrementos observados para o
peso testicular, volume tubular e producéo
espermatica. Efeito semelhante foi observado

em sagiis tratados com antagonista de GnRH de
longa duracdo (antide), nos quais 0 nimero de
células de Sertoli teve periodo de proliferacdo
estendido apds o encerramento dos efeitos do
tratamento, retornando a0 mesmo patamar
observado para os animais controles (Sharpe et
al., 2000). No presente estudo, o tratamento
somente com leuprolide ndo foi capaz de
promover os mesmos efeitos encontrados em
sagliis por Sharpe e colaboradores. Desta forma,
pode ser inferido que a maior proliferacdo das
células de Sertoli nos ratos tratados com
PTU+leuprolide deveu-se em grande parte ao
status mais imaturo destas células em
decorréncia do hipotireoidismo (van Haaster et
al., 1992). Os resultados encontrados em sagliis
com a utilizagdo de antide de longa duragéo e os
resultados por nés encontrados em ratos com o
leuprolide sugerem novamente um efeito
diferente destas drogas na funcdo testicular. No
entanto, a particularidade de cada espécie néo
pode ser descartada, uma vez que o padréo de
proliferacdo pds-natal das células de Sertoli é
diferente nestas duas espécies de mamiferos
(Sharpe et al., 2003).
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3.CAPITULOI

PROLIFERACAO DAS CELULASDE SERTOLI NA REGIAO DE TRANSICAO
ENTRE OSTUBULOS SEMINIFEROSE RETE TESTISEM RATOSWISTAR PRE-
PUBERES

RESUMO

De acordo com aliteratura, a proliferacdo pés-natal das células de Sertoli em ratos ocorre somente até o
final daterceira semana de idade. Também j& esta estabelecido que o FSH € o principal fator mitogénico
para as células de Sertoli, enquanto o hormbnio triiodotironina (T3) € responsavel pela
maturagdo/diferenciagdo dessas células. No entanto, em diversas espécies de mamiferos ja investigadas, o
peso testicular, comprimento total de tdbulos seminiferos e producdo espermética didria aumentam
significativamente em animais sexuamente maduros sem aumento evidente no didmetro tubular e
eficiéncia das células de Sertoli, sugerindo que proliferagdo dessas células pode ainda eventualmente
ocorrer. Dessa forma, o presente trabaho teve como principal objetivo investigar se as células de Sertoli
presentes na regido de transicao entre os tubulos seminiferos e rete testis apresentam capacidade mitética
por um periodo de tempo mais prolongado, uma vez que as mesmas parecem sofrer diferenciacéo mais
tardiamente. Com finalidade, foram realizadas andlises estruturais destas células em ratos Wistar
com idades entre 26 e 36 dias, utilizando-se microscopias éptica e eletronica de transmissdo e marcagdo
imunohistoquimica para o filamento intermediério vimentina. Essas andlises mostraram que as células
localizadas na regido de transi¢do entre os tUbulos seminiferos e a rete testis eram predominantemente
células de Sertoli e que as mesmas apresentavam-se com caracteristicas morfol dgicas de células imaturas.
Figuras eventuais de mitoses foram também observadas nessa regido. A partir desses resultados, o
tratamento com a droga bociogénica propiltiouracil (PTU) em ratos com idades entre 21 e 40 dias foi
realizado, visando verificar se a maturagdo dessas células também é mediada pelo horménio T3. Os
resultados encontrados para 0 peso testicular e o didmetro tubular nos ratos sacrificados aos 40 dias
mostraram que o tratamento com PTU foi efetivo. Aos 160 dias de idade, o peso testicular, comprimento
total de tubulos seminiferos, nimero de células de Sertoli por testiculo e a producdo espermética diaria
foram significativamente maiores (p < 0,05) nos animais tratados com PTU na fase pré-pubera,
sugerindo fortemente que a maturagédo das células de Sertoli presentes na regido de transicdo entre os
tibulos seminiferos e a rete testis é também mediada pelo horménio tireoideano T3. No entanto, resta
ainda investigar 0os mecanismos responsaveis pelo retardamento de maturacdo/diferenciacdo dessas
células.

PALAVRAS-CHAVE: Rato, testiculo, tubulos seminiferos, rete testis, céula de Sertoli,
espermatogénese, triiodotironina

SERTOLI CELL PROLIFERATION IN THE TRANSITION REGION BETWEEN
SEMINIFEROUS TUBULESAND RETE TESTISIN PREPUBERTAL WISTAR RATS

ABSTRACT

According to the literature, the postnatal proliferation of the Sertoli cellsin rats only occurs until the end
of the third week of age. It is dready established that the FSH is the main mitogenic factor regarding the
Sertoli cells, while the triiodothyronine hormone (T3) is responsible for the maturation/differentiation of
these cells. However, in several species of mammals, already investigated, the testis weight, total length
of seminiferous tubules and daily sperm production significantly increase in sexually mature animals
without any evident increase in the tubular diameter and efficiency of the Sertoli cells, suggesting that the
proliferation of such cells can eventualy still occur. Thereby, the present work has as main objective to
investigate if the Sertoli cells present in the transition region, between the seminiferous tubules and the
rete testis, present a longer-period mitotic capacity, since they seem to suffer a delayed differentiation.
With this purpose, structural analyzes of these cells had been carried through in Wistar rats, with ages
between 26 and 36 days, using transmission optical and electronic microscopy and immunocytochemistry
marking for the vimentin intermediate filaments. These analysis had shown that the cells, located in the
transition region between the seminiferous tubules and rete testis, were predominantly Sertoli cells and



that they presented morphologic characteristics of immature cells. Eventual figures of mitoses also had
been observed in this region. Starting from these results, in order to verify if the maturation of these cells
is aso mediated by the T3 hormone, a treatment with the goitrogen drug propiltiouracil (PTU) in rats,
with ages between 21 and 40 days, was carried through. The results found for the testis weight and
tubular diameter in the rats sacrificed at 40 days had shown that the treatment with PTU was effective. At
160 days of age, the testis weight, total length of seminiferous tubules, Sertoli cell number per testis and
daily sperm production had been significantly bigger (p < 0.05) in the animals treated at the prepubertal
phase with PTU, suggesting that the maturation of the Sertoli cells presents in the transition region
between the seminiferous tubules and rete testis is also mediated by the thyroid hormone T3. However,
investigating the responsible mechanisms for the maturation/differentiation sowdown of these cells, is

yet to be done.

KEY-WORDS: Rat, testis, seminiferous tubules,

triiodothyronine

3.1. Introducgéo

A célula de Sertoli é o elemento chave
do processo espermatogénico, sendo
considerada uma das mais complexas céulas do
corpo animal, tanto do ponto de vista funcional
guanto estrutural (Russell & Griswold, 1993).
Durante o desenvolvimento testicular em
mamiferos, as células de Sertoli apresentam
duss fases bem caracteristicas: fase
proliferativa, na qual essas células sofrem
sucessivas mitoses; e fase de diferenciacdo, na
gqua as mesmas iniciam 0 processo de
maturagdo e se tornam capazes de realizar suas
variadas e importantes fungdes. O encerramento
da fase proliferativa e inicio do processo de
diferenciagdo sdo mediados pelo hormonio
tireoideano triiodotironina (T3; Cooke, 1991;
Hess et a., 1993; Cooke et al., 2005). Em ratos,
0 encerramento da fase proliferativa das células
de Sertoli ocorre aproximadamente aos 20 dias
de idade (Orth, 1982; Almirén & Chemes,
1988).

Estudos recentes demonstraram que as
células de Sertoli proliferam em peixes adultos
(Schulz et a., 2005). Apesar de ser ainda
controverso, alguns estudos tem mostrado que
em mamiferos de reproducdo sazonal (eqtiinos e
hamsteres) as células de Sertoli podem se
dividir ap6s a maturidade sexua (Johnson &
Thompson, 1983; Tarulli et a., 2006). No
entanto, nas espécies de mamiferos ndo sazonais
investigadas até o presente momento, considera-
se que as células de Sertoli ndo mais se dividem
apos a puberdade, constituindo uma populagéo
fixa no testiculo (Orth, 1982; Franca et d.,
2000; Franca et a., 2005). Porém, em ratos, €
comum observar aumento do peso testicular
apos essa fase (Ekwall et al., 1984; Berndtson &
Thompson, 1990; Meisami et a., 1992; Russdll,
1992), mesmo havendo estahilizagdo do

rete testis, Sertoli cell, spermatogeness,

didmetro tubular (Ekwall et a., 1984). Também
em suinos, apesar da eficiéncia espermatogénica
(produgdo espermética didria por grama de
testiculo) se manter estavel apds a maturidade
sexual (Swierstra, 1973; Franga, 1987; Castro et
a., 1991; Franca et a., 2000; Franca et d.,
2005), o comprimento total de tdbulos
seminiferos e a producéo espermética diéria por
testiculo continuam a aumentar (Swierstra,
1973; Castro et a., 1991; Franca, 1991). Alias,
nessa Ultima espécie, 0 peso testicular aumenta
pelo menos até quatro anos de idade (Podany,
1969; Swierstra, 1973).

O epitédlio da regido termina dos
tibulos seminiferos, na transicdo com a rede
testicular, € congtituido principalmente por
aglomerado de céulas de Sertoli e agumas
poucas espermatogdnias (Dym,1974; Osman &
Ploen, 1978). Portanto, seria l6gico especular
gue o aumento em comprimento dos tubulos
seminiferos ocorra a partir do pool de células de
Sertoli presentes na regido de transicdo, e
mesmo da proliferacdio de eventuas
espermatogbnias ai localizadas. Considerando
gue a vimentina € o principal tipo de filamento
intermediario presente nas células de Sertoli
(Russell & Griswold, 1993) e que as células
germinativas ndo apresentam esse filamento em
seu citoplasma, a vimentina pode ser utilizada
como marcador especifico para as células de
Sertali, diferenciando-as  das  cédulas
germinativas (Mali et al., 1987). Dessa forma, o
objetivo do presente traba ho foi investigar se as
células de Sertoli presentes nessa regido
apresentam capacidade de proliferagdo por
periodo mais longo, bem como verificar se a
maturacdo dessas células € também regulada
pel os horménios tireoideanos.

55



3.2. Material e Métodos

3.2.1. Animais e tratamento

No presente experimento foram
utilizados um total de 47 ratos Wistar machos.
Desses, 39 animais foram divididos em dois
grupos experimentais, conforme segue:

- Grupo |, controle, n = 27, dos quais
15 sfo ratos controles histéricos de outros
experimentos realizados nas mesmas condic¢des;

- Grupo I, tratamento com PTU de 21
a40 diasdeidade, n=12.

Os animais de cada grupo
permaneceram em caixas plasticas separadas,
com as respectivas maes, até 20 dias apds o
nascimento, periodo em que se procedeu a
retirada das fémeas (desmame). Aos 21 dias de
idade iniciou-se o tratamento do grupo Il com a
droga bociogénica PTU (6-propil-2-tiouracil,
Sigma), encerrando-se 0 mesmo aos 40 dias de
idade. O PTU, na concentracdo de 0,03%, foi
colocado na &gua de beber dos animais. Visando
melhorar a palatabilidade dessa droga, que tem
sabor amargo, foram adicionadas 10 gotas de
adocante (Adocyl) por litro de solucdo utilizada.
Todos os animais foram mantidos em biotério
climatizado do Departamento de Morfologia do
ICB/UFMG, com temperatura média de 22°C,
umidade média de 70% e 12 horas diarias de
luminosidade. Agua e racio peletizada foram
disponibilizadas ad libitum.

Quatro animais de cada grupo
experimental acima citado foram sacrificados
com a finalidade de se investigar o grau de
desenvolvimento testicular ao final do periodo
de tratamento (40 dias de idade). Os animais
remanescentes (oito de cada grupo) foram
sacrificados aos 160 dias de idade.

Além dos dois grupos experimentais ja
mencionados, 6 ratos Wistar com idades entre
26 e 36 dias foram sacrificados, com a
finalidade de se investigar o status de maturacao
das células de Sertoli presentes na regido de
transicdo entre tlbulos seminiferos e rede
testicular, através de microscopia eletronica de
transmissdo (26 e 36 dias de idade; n = 3 para
cada idade). A presenca de filamento
intermedi&io  (vimenting)  também  foi
investigada nessa mesma regido, através da
técnica de imuno-histoquimica, em ratos
imaturos com 28 dias de idade (n = 2),
completando assim o total de 47 ratos Wistar
utilizados.
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3.2.2. Colheita de material

Na época programada para o sacrificio,
os animais foram pesados, anestesiados com
pentobarbital sodico (Tiopental, Cristalia) (5
mg/100g de peso corpora), heparinizados
(Liguemine, Roche) (125 Ul Kg/peso corporal)
e perfundidos através do ventriculo esquerdo
com solugdo salina 0,9%, por alguns minutos.
ApOs essa etapa, os animais foram fixados com
glutaraldeido a 4% em tampéo fosfato 0,05M,
pH 7,2, durante 25-30 minutos, segundo técnica
citada por Sprando (1990). Em seguida, os
testiculos foram coletados, dissecados e
pesados. Excecdo feita para 0os animais cujos
testiculos foram submetidos a técnica de imuno-
histoquimica, que foram fixados pela mesma
técnica. No entanto, o fixador utilizado foi o
paraformaldeido a 2% em tampéo fosfato 0,1M,
pH 7.4.

De cada anima dos grupos controle e
tratados com PTU, fragmentos transversais do
testiculo direito ou esquerdo, com até 3 mm de
espessura, foram colhidos. Esses fragmentos
foram imersos em glutaraldeido 4% e no mesmo
tamp&o, por um periodo de até 24 horas. Apds
esse periodo, 0 materia foi armazenado a 4°C,
no mesmo tampdo. Para os estudos em
microscopia de luz, os fragmentos foram
desidratados em série crescente de édlcoois e
incluidos em resina pléstica a base de glicol
metacrilato  (Historesin, Leica). Cortes
histolégicos com 4 um de espessura foram
obtidos com navalha de vidro, sendo
posteriormente corados com azul de toluidina-
borato de sddio a 1% para andlises histologica e
morfométrica.

Apbs afixagdo inicial, os testiculos dos
animais que foram submetidos a técnica de
imuno-histoquimica  foram  imersos em
paraformaldeido a 2% por um periodo adicional
de até 24 horas. Posteriormente, fragmentos
transversais retirados proximos a rede testicular,
com até 3 mm de espessura, foram colhidos,
lavados em trés banhos de tampéo PBS, com 10
minutos de duragdo cada, a 4°C. Em seguida,
foram lavados e desidratados em série crescente
de d&coois e incluidos rotineiramente em
paraplast. Seccles histologicas com 4 um de
espessura foram obtidas com navalha de vidro e
submetidas a técnica de imuno-histoquimica.



3.2.3. Andlises histol6gica e morfométrica dos
testiculos

O diémetro tubular médio por animal
foi obtido a partir da mensuragéo ao acaso de 30
secgOes transversais de tubulos seminiferos que
apresentavam contorno o0 mais circular possivel.
Essas medidas ndo levaram em consideracéo o
estédio do ciclo do epitélio seminifero e foram
realizadas utilizando-se reticulo micrométrico
acoplado a uma das oculares de 10x, em
aumento final de 100x e 400x. As proporgdes
volumétricas dos diversos constituintes do
parénquima testicular, tais como compartimento
tubular (lume, epitélio e tlnica propria) e
compartimento intertubular (células de Leydig,
vasos e outros), foram estimadas utilizando-se
reticulo com 441 intersecgdes (pontos), em
aumento de 400x. Para cada anima foram
andisados 15 campos, escolhidos ao acaso,
perfazendo-se um total de 6615 pontos. O
volume (mL) de cada componente testicular foi
estimado a partir do conhecimento do
percentual ocupado pelos mesmos no testiculo e
do conhecimento do volume liquido do
testiculo. O valor desse dltimo foi obtido
subtraindo-se do peso bruto do testiculo o peso
da tlnica abugineaa. Em ratos adultos,
considera-se que 0 peso da tUnica abuginea
corresponde a 6,5% do peso bruto do testiculo
(Russdl & Franga, 1995). Nos animais em
desenvolvimento, o percentual da tdnica
albuginea foi estimada a partir da proporgédo
volumétrica da mesma no testiculo. Pelo fato da
densidade do testiculo ser muito proxima de 1
(1,03 a 1,04; Franca, 1991), o peso do testiculo
foi considerado igual ao seu volume.

O comprimento total dos tubulos
seminiferos (CT) por testiculo, expresso em
metros, foi estimado a partir do conhecimento
do volume ocupado pelos tlbulos seminiferos
no testiculo e do diametro tubular médio obtido
para cada animal. A seguinte formula foi
empregada (Attal & Courot, 1963; Dorts &
Sajonski, 1974):

CT = VTS/nR? onde,

VTS é igua a0 volume tota dos tubulos
seminiferos no testiculo, e ©R® é a &rea de
seccdo transversal de tubulos seminiferos (R =
didmetro tubular/2).

3.2.4. Contagem celular

A estimativa da populagdo de
espermatides arredondadas e de células de
Sertoli realizada nos animais sacrificados aos

160 dias de idade foi feita a partir de contagens
dos nucleos das espermétides arredondadas e de
nucléolos das células de Sertoli no estadio VII
do ciclo do epitédlio seminifero (CES),
classificado de acordo com o método do sistema
acrossomico (Russdll et a., 1990). Nos animais
sacrificados aos 40 dias de idade, a populagéo
de células de Sertoli foi estimada a partir da
contagem de nucléolos de células de Sertoli,
obtida independentemente do estédio do ciclo
do epitélio seminifero. As contagens foram
redizadas em aumento de 1000x, sendo
utilizadas 10 secgdes transversais de tubulos
seminiferos com perfis 0 mais arredondados
possiveis, para cadaanimal.

Os vaores obtidos para as
espermatides arredondadas e células de Sertali
foram  corrigidos para o  didmetro
nuclear/nucleclar e espessura do corte
histologico, utilizando-se a férmula de
Abercrombie (1946), modificada por Amann
(1962).

O numero de células de Sertoli por
testiculo foi estimado a partir do ndmero
corrigido de nucléolos de células de Sertoli por
seccdo transversal de tlbulo seminifero e do
comprimento total de tdbulos seminiferos por
testiculo, segundo a férmula empregada por
Hochereau-De Reviers & Lincoln (1978). A
partir desse célculo, e utilizando-se o peso
liquido do testiculo, foi também estimado o
nimero de células de Sertoli por grama de
testiculo.

Com o objetivo de se estimar a
eficiéncia do processo espermatogénico e da
célula de Sertoli nos animais sacrificados aos
160 dias de idade, foi calculada a razéo entre os
ndmeros corrigidos  de espermatides
aredondadas e de células de Sertoli,
denominado indice de células de Sertali (ICS)
ou eficiéncia da célula de Sertoli.

A estimativa da producdo espermética
diaria (PED) foi feita de acordo com Franca
(1992), utilizando-se a seguinte férmula: PED =
Numero total de células de Sertoli por testiculo
x ICS x freqliéncia do estadio VI (%) / Duragéo
do estadio VII (dias), onde ICS = nimero de
espermatides arredondadas por célula de Sertali
no estadio VII. O vaor utilizado para a duracéo
do estadio VII foi o citado por Russell et al.
(1990).
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3.2.5. Imuno-histoquimica

Secgdes histolégicas dos testiculos de
animais de 28 dias de idade foram submetidas a
técnica  de imuno-histoquimica para
identificagdo de vimentina. Essas secgOes foram
colocadas em laminas previamente tratadas com
poli-L-lisina para facilitar a aderéncia dos cortes
histologicos. Tais secgOes foram submetidas a
imuno-histoquimica utilizando-se a técnica da
estreptavidina-biotina-peroxidase (Ultra vision
large volume detection system anti-polyvalent,
HRP — ready to use — LabVision).

A recuperagdo antigénica foi feita
incubando-se as secglBes histolégicas em
Solucdo Retrieval (Dako), em banho-maria a
98°C, por 20 minutos. Posteriormente, foram
incubadas com H,O, na concentragdo de 3%,
em metanol, por 15 minutos, para bloquear a
peroxidase enddgena. A seguir, os cortes foram
incubados em camara umida, conforme segue:
15 minutos com soro norma de coelho, para
bloguear sitios de reagdo inespecifica dos
anticorpos; 1 hora com anticorpos anti-
vimentina, a temperatura ambiente; lavagem em
PBS, seguida de incubagdo por 15 minutos com
anticorpo secund&rio biotinilado. A reacdo do
complexo estreptavidina-biotina foi realizada de
acordo com o protocolo do fabricante. Para
visudlizar a ligagdo dos anticorpos, os cortes
foram cobertos com 3,3- diaminobenzidina
(DAB, Sigma). As secgdes foram contracoradas
com Hematoxilinade Mayers.

3.2.6. Processamento do material para
microscopia eletrénica de transmissao

Para a andlise de microscopia
eletronica de transmissdo (MET), fragmentos
préximos a regido da rede testicular foram
obtidos a partir de testiculos de animais
submetidos a perfusdo com glutaraldeido 4%.
Em seguida, esses fragmentos foram lavados e
armazenados por véarias semanas em tampéo
fosfato 0,05M, pH 7,2, a4°C.

Apl6s esse periodo, 0 material foi
fixado novamente (fixador secundario) em
tetroxido de 6smio (0sO,) 1%, reduzido com
ferrocianeto de potassio (K4 Fe(CN)g]) 1,5%,
em &gua destilada, durante cerca de 90 minutos
(Langford & Coggeshall, 1980). Em seguida, os
fragmentos foram desidratados em
concentracOes crescentes de dcool e acetona. A
inclusdo foi feita em mistura Epon 812-Araldite
502 (Voelz & Dworkin, 1962), em capsulas de
plastico, seguindo-se a  polimerizacdo
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sequencia em estufas de 35°C, 45°C e 60°C,
por 24, 24 e 48 horas, respectivamente.

Os cortes semifinos (0,5 - 1,0 pm)
foram obtidos em ultramicrétomo Leica RM
2165 e corados com azul de toluidina-borato de
sodio a 1% (Pease, 1964), para andlise em
microscopio de luz. A partir dessa andlise, as
a&reas de interesse foram selecionadas para a
obtenco de cortes ultrafinos (90 — 100 nm), os
quais foram montados em tela de cobre (200
mesh) e contrastados pelo acetato de uranila a
2% durante 10 minutos (Watson, 1958), e
citrato de chumbo por 5 minutos (Reynolds,
1963). Os cortes foram andlisados no
microscopio eletroénico Zeiss EM-10 do Centro
de Microscopia Eletronica do Instituto de
Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de
Minas Gerais (CEMEL-UFMG).

3.2.7. Andlise Estatistica

Todos os dados obtidos para os
diferentes experimentos foram expressos como
média + erro padrdo da média Os vaores
meédios foram submetidos ao teste t de Student.
Esses testes estatisticos foram realizados
utilizando-se o software STATISTICA 3.11
(StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma, USA, 1995).
O nivel de significancia considerado foi de p <
0,05.

3.3. Resultados

3.3.1. Avaliacao morfoldgica

A andlise morfoldgica detahada da
regido de transicdo entre os tubulos seminiferos
e rede testicular dos testiculos de animais
sacrificados aos 26 e 36 dias de idade, através
de microscopias Optica e €eetrdnica de
transmissdo (MET), revelou a presenca de
células de Sertoli com caracteristicas
morfoldgicas de células imaturas (Figura 1).
Cédulas apresentando caracteristicas
morfoldgicas de divisdo mitética também foram
eventualmente  observadas nessa  regido
especifica do testiculo (Figura 2).

A técnica de imuno-histoquimica para
identificacdo de vimentina evidenciou forte
marcacdo para esses filamentos intermediérios
nas células presentes na regido de transicdo
entre tlbulos seminiferos e a rede testicular
(Figura 3), confirmando assim os resultados
encontrados através de MET gque demonstraram
serem essas células as células de Sertoli.



Figura 1 - Microscopia eletrbnica de
transmissdo da regido de transicdo entre o0s
tibulos seminiferos e a rete testis em ratos
Wistar com 26 dias de idade. Na Figura A
observa-se célula germinativa (CG) com
mitocdndrias (M) com cristas lamelares e
células de Sertoli (CS) com aspecto de célula
em processo de diferenciagdo, conforme
evidenciado pelo nucleo contendo nucléolo
(Nu) relativamente evidente e a presenca de
juncdo de oclusdo (TJ) entre duas células de
Sertoli adjacentes. No detalhe dessa figura
observa-se mitocondria (M) aongada e com
cristas tubulares caracteristica de células de
Sertoli de ratos. A Figura B mostra células de
Sertoli localizadas na regido de transi¢do entre
os tubulos seminiferos e a rete testis. Essas
células apresentam-se com caracteristicas
morfoldgicas de células de Sertoli imaturas e
auséncia de jungdes de oclusdo entre células
adjacentes. O detalhe dessa figura mostra
mitocondrias semelhantes aquelas da Figura A.
Ja na Figura C observase célula epitelial
caracteristica da rete testis e apresentando
microvilosidades (MV) voltadas para o lume
desta regido especifica do testiculo. Aumento
3500x (A e C) e 3000x (B).
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Figura 2 — Regido de transicdo (RT) entre os
tibulos seminiferos e a rete testis (*) em
testiculos de ratos Wistar imaturos e com 36
dias de idade. Observe na Figura A que aregido
da rete testis encontra-se préxima a regido dos
dictulos eferentes (DE) que conectam o
testiculo ao epididimo (Aumento de 60x). O
destaque da Figura A mostra projecdo do
epitélio seminifero em diregdo a rete testis. As

Figuras B e C mostram secgdes de tubulos
seminiferos na regido de transicdo com rete
testis (Aumentos de 200x e 300x,
respectivamente). As células de Sertoli dessa
regidio apresentam caracteristicas de células
imaturas, com a eventual presencga de nlicleo em
préfase mitética (M; em destaque).

Figura 3 — Regido de transicdo (RT) entre tubulos seminiferos e arete
testis de ratos Wistar imaturos e com 28 dias de idade. Observe que as
células de Sertoli (setas) desta regido apresentam intensa marcagao para
filamentos intermediarios (vimentina). Também merece ser citado que
as células germinativas (CG) do tubulo seminifero a direita ndo
apresentam este tipo de filamento. Aumento 1000x.

3.3.2. Animais sacrificados aos 40 dias de
idade

A Figura 4 mostra a aparéncia
histolégica dos testiculos dos ratos controles e
tratados, aos 40 dias de idade. Conforme pode
ser observado nos testiculos dos animais
tratados com PTU, provavelmente em
decorréncia do status mais imaturo das células
de Sertoli e damaior incidéncia de apoptoses de
células germinativas, o diametro tubular
apresenta-se menor.

Os dados biométricos e morfométricos
dos animais sacrificados aos 40 dias de idade
podem ser observados na Tabela 1. Ao fina do
tratamento, os animais tratados com PTU
apresentaram pesos corpora e testicular cerca

de 1/3 inferiores aos valores obtidos para os
animais do grupo controle (p < 0,05). No
entanto, nd foi observada diferenca
significativa para o indice gonadossomético
entre os dois grupos investigados (p > 0,05).

O di@metro tubular e o volume (mL)
dos tdbulos seminiferos foram
significativamente menores nos animais tratados
com PTU (p < 0,05). No entanto, o percentual
de tdbulos seminiferos no parénquima testicular
ndo apresentou diferenca significativa entre os
dois grupos experimentais investigados (p >
0,05). A mesma tendéncia foi encontrada para o
comprimento total de tdbulos seminiferos (p >
0,05). Apesar do aumento de 17% no ndmero
total de céulas de Sertoli por testiculo
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observado para os animais tratados com PTU, a
diferenca encontrada ndo foi estatisticamente
significativa (p > 0,05). No entanto, o valor
obtido para o nimero de células de Sertoli por

grama de testiculo, nos animais tratados com
PTU, foi significativamente maior do que no
grupo controle (p < 0,01).

Tabela 1. Dados biométricos e morfométricos de ratos Wistar controles e tratados com PTU entre 21 e
40 dias de idade e sacrificados aos 40 dias (média + erro-padréo).

Parédmetro Controle (n = 4) PTU (n=4)
Peso corporal (g) 138+ 4 87+2
Peso testicular (mg) 702 + 53 471+ 407
indice gonadossomético (%) 1,01 + 0,05 1,09+ 0,11
Diametro tubular (pum) 266 + 16 21+ 7
Percentual dos tdbulos seminiferos (%) 90,5+0,9 9221+14
Volume dos tdbul os seminiferos (mL) 0,61 + 0,06 0,42 + 0,04
Comprimento tubular total (m) 11,1+ 0,6 10,9+ 0,6
Células de Sertoli por testiculo (x10°) 342+16 39,9+25
Células de Sertoli/grama/testicul o (x10°) 535+ 6,4 913+35

N = nimero de animais. * Diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05).

3.3.3. Animais adultos

A Figura 5 mostra a histologia do
testiculo nos animais dos grupos tratado e
controle. Conforme pode ser notado,
aparentemente ndo existe nenhuma ateracdo
visivel no parénquima testicular dos animais dos
dois grupos experimentais.

Os dados biométricos e morfométricos
obtidos para os animais sacrificados aos 160
dias de idade estdo mostrados na Tabela 2.
Conforme pode ser observado nessa tabela, ndo
houve diferencas significativas (p > 0,05) parao
peso corpora e o indice gonadossomaético
observados para os animais dos dois grupos
experimentais investigados. Por outro lado, o
valor encontrado para o peso testicular foi
significativamente maior (p < 0,05) nos animais
tratados com PTU durante afase pré-puberal.

Ja os valores obtidos para didmetro
tubular e o percentual ocupado pelos tabulos
seminiferos no parénquima testicular foram
muito préximos nos animais controles e tratados
(p > 0,05). Em contraste, os valores encontrados
para o volume (mL) e o comprimento total de
tubulos seminiferos apresentaram-se
significativamente maiores nos animais tratados
com PTU (p<0,05). A mesma tendéncia foi
observada para as células de Sertoli, cujo
numero tota por testiculo foi quase 20% maior
(p < 0,05) nos ratos Wistar tratados com PTU.
Porém, o nimero de células de Sertoli por
grama de testiculo foi semelhante (p > 0,05) nos
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dois grupos experimentais. Em resumo, as
varidveis interdependentes, tais como peso
testicular, volume ocupado pelos tubulos
seminiferos no  parénquima  teticular,
comprimento total de tubulos seminiferos,
ndmero total de células de Sertoli por testiculo e
producdo espermética diaria por testiculo,
apresentaram  a mesma tendéncia, sendo
significativamente maiores (p < 0,05) nos
animais tratados com PTU.



LWL i .
Figura 4 — Secgbes transversais de tubulos seminiferos (TS) de ratos do grupo controle (A) e tratado com
PTU (B), aos 40 dias de idade. Notar que o didametro tubular nos animais tratados com PTU apresenta-se

menor (B). Céulas germinativas em apoptose foram freqlientemente observadas (setas) nos ratos tratados
com PTU e avaliados aos 40 dias de idade (C1 e C2). Aumento 120x (A e B) e 550x (C1 e C2).
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Figura 5 — Secgdes transversais de tdbulos seminiferos (TS) de ratos do grupo controle (A) e tratado com
PTU (B), aos 160 dias de idade. Esses tubulos apresentam didmetro muito préximo. Aparentemente, o
processo espermatogénico apresenta-se normal nos animais adultos que foram tratados com PTU antes da
puberdade. Aumento 75x.



Tabela 2. Dados biométricos e morfométricos de ratos Wistar controles e tratados com PTU entre 21 e 40
dias de idade e sacrificados aos 160 dias (média + erro-padréo).

Parémetro Controle PTU
(n=23) (n=8)
Peso corpord (g) 397+ 15 440+ 11
Peso testicular (@) 1,58 + 0,03 1,81+ 0,03
{ndice gonadossomético (%) 0,80 + 0,02 0,82+ 0,02
Diémetro tubular (um) 334+5 336+2
Percentual dos tdbulos seminiferos (%) 89,6+ 14 89,5+0,7
Volume dos tdbul os seminiferos (mL) 1,32+ 0,02 1,51+ 0,02
Comprimento tubular total (m) 152+ 0,4 17,1+ 0,3
Células de Sertoli por testiculo (x10°) 365+15 427+18
Células de Sertoli/gramaltesticulo (x10°) 24,7+ 0,9 252+ 0,9
Espermétides arredondadas por células de Sertoli 9,2+0,3 10,0+ 0,3
Producéo espermética diéria por testiculo (x10°) 256+1,1 328+12
Producéo espermética diéria/gramaltesticul o (x10°) 17,3+ 0,6 19,4+ 0,6

N = ndmero de animais. * Diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05).

3.4. Discussao

3.4.1. Consideragdes gerais

Nas espécies de mamiferos ja
investigadas até o presente momento, o periodo
de proliferagdo pés-natal das células de Sertali
coincide com a proliferacdo intensa de
espermatdcitos primarios, formagdo das jungdes
de oclusdo da barreira de células de Sertali
(hemato-testicular), secrecdo de fluido tubular e
desenvolvimento do cito-esqueleto  dessas
células (Russell et a., 1989). Assim, esses
eventos sdo considerados como marcadores
morfo-funcionais da diferenciagdo ou maturacéo
das céulas de Sertoli (Russell et a., 1989). E
considerado ainda que, a partir desse periodo,
esse elemento somatico muito importante do
testiculo ndo mais se divide (Orth, 1982; Franca
& Russdl, 1998; Franca et al., 2000; Franca et
al., 2005), -constituindo, portanto, uma
populacdo estéavel no testiculo, uma vez que
apoptoses de células de Sertoli adultas sdo
raramente observadas em condi¢des normais
(Russéll et a., 2001). No entanto, apds a
puberdade e inicio da maturidade sexual, apesar
de ser observado estabilizagdo no didmetro
tubular e na eficiéncia das céulas de Sertali, o
peso do testiculo, o comprimento tubular e a
producdo espermética anda aumentam
significativamente em vérias espécies de
mamiferos ja investigadas (Podany, 1969;
Swierstra, 1973; Ekwall et al., 1984; Franca,
1987; Berndtson & Thompson, 1990; Castro et

a., 1991; Meisami et al., 1992; Russell, 1992;
Franca et a., 2000). Esses dados sugerem
fortemente que o nimero total de células de
Sertoli no testiculo pode ainda aumentar, além
do periodo no qua a mesmas ndo
apresentariam atividade mitética.

34.2. Andlise estrutural e presenca de
filamentos intermedidrios na regido de
transicao entre os tubulos seminiferos e a rete
testis

Estudos ultra-estruturais em mamiferos
adultos mostraram que o epitélio da regido
termina dos tubulos seminiferos, na transicéo
com a rede tedsticular, €é constituido
principalmente por aglomerado de células de
Sertoli e algumas espermatogbnias (Dym,1974;
Osman & Ploen, 1978; Nykanen, 1980; Wrobel
et a., 1982). No entanto, nesses estudos, 0 grau
de maturidade ou diferenciacdo das células de
Sertoli dessa regido, bem como a capacidade
mitética  dessas  células, ndo  foram
particularmente investigados.

Durante o desenvolvimento pos-natal
dos testiculos, as células de Sertoli apresentam
caracteristicas morfolégicas e funcionais que
denotam o grau de maturag&o e de diferenciacdo
dessas células (Russell et al., 1989; Gondos &
Berndtson, 1993; Franca & Chiarini-Garcia,
2005). As caracteristicas morfologicas das
mitocdndrias das células de Sertoli também
podem diferir nas diferentes espécies de
mamiferos (Russell, 1993; Russell and Brinster,
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1996; Hess and Franca, 2005), servindo como
marcador morfoldgico dessas células ou mesmo
para distinguir as células de Sertoli das células
germinativas que normalmente apresentam
mitocondrias com cristas lamelares (Russell and
Brinster, 1996; Franca et a., 1998). Os
resultados inéditos obtidos no presente estudo,
através de microscopia eletronica  de
transmissdo, mostraram que em ratos pré
puberes as células presentes na regido de
transicdo entre os tlbulos seminiferos e a rete
testis apresentaram caracteristicas de cdulas de
Sertoli imaturas com potencial capacidade de
proliferacdo (Gondos & Berndtson, 1993;
Franca &  Chiarini-Garcia, 2005). As
mitocdndrias dessas células também possuiam
morfologia tipica de mitocondrias de células de
Sertoli de ratos (Russell and Brinster, 1996). Os
nossos resultados utilizando marcago imuno-
histoquimica para filamentos intermediarios
(vimentina) também permitiram demonstrar,
através da intensidade de marcagdo, que as
células presentes na regido de transicéo entre os
tibulos seminiferos e a rete testis eram de fato
células de Sertoli (Mali et a., 1987; Russdll &
Griswold, 1993).

Além de permitir visudizar que as
células presentes na regido de transi¢do entre os
tlbulos seminiferos e a rete testis apresentavam
caracteristicas de células de Sertoli imaturas,
nossos estudos com microscopia de luz
mostraram que essas células eventualmente
apresentavam-se  em processo de divisdo
mitética. No entanto, proporcionamente, o
nimero de células observadas em mitose foi
muito pequeno, sugerindo que o ritmo de
proliferacdo das células de Sertoli nessa regido
especifica do testiculo € muito lento. De fato,
estudos em andamento no nosso laboratério em
ratos pré-puberes, utilizando a timidina triciada
como marcador, mostram que células de Sertali
marcadas nessa regido Ssdo  raramente
observadas.

3.4.3. Efeitos dos hormonios tireocideanos na
proliferacdo de células de Sertoli presentes
na regido de transicdo entre os tubulos
seminiferos e arete testis

Os resultados encontrados através de
microscopias de luz e eletrénica de transmissdo
nos permitiram inferir que as céulas de Sertoli
presentes na regido de transi¢do entre os tubulos
seminiferos e a rete testis apresentavam
capacidade proliferativa por um tempo mais
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longo do que seria de se esperar em ratos (Orth,
1982; Almirén & Chemes, 1988). A partir
desses resultados nos propusemos investigar se,
a semelhanga do que ocorre com as células de
Sertoli presentes em outros locais do testiculo
de ratos, a diferenciacdo das células de Sertoli
dessa regido especifica do testiculo é também
regulada pelos hormdnios tireoideanos (Cooke,
1991; Hess et a., 1993; Franga et a., 1995;
Cooke et al., 2005).

Os resultados encontrados para varios
parametros biométricos e morfomeétricos obtidos
para o0s animais controles e tratados e
sacrificados aos 40 dias de idade, indicaram que
o tratamento com PTU entre 20 e 40 dias de
idade foi bastante eficiente. ApGs o tratamento,
0 retorno ao estado eutiredidico possibilitou a
recuperacdo do desenvolvimento corporal,
conforme pdde ser observado nos ratos tratados
e investigados aos 160 dias de idade (Miranda,
2002). Particularmente no que se refere ao grau
de maturacéo das células de Sertoli e atraso ha
evolucdo do processo espermatogénico, esses
resultados refletiram diretamente no peso
testicular e no didmetro tubular que se
apresentaram significativamente menores nos
ratos Wistar tratados com PTU. JA o maior
nimero de células germinativas em apoptose,
observado nos ratos tratados, pode ser atribuido
em parte ao status mais imaturo das células de
Sertoli e ao fato das células germinativas,
particularmente 0s espermatdcitos primarios,
apresentarem receptores (TRal) para hormonios
tireodianos (Buzzard et al., 2000). Portanto, a
maior apoptose de espermatdcitos primérios em
paquitenos  deveu-se  provavelmente a0
hipotireoidismo causado pelo tratamento com a
droga PTU. Em conseguiéncia do menor nimero
de células germinativas no epitélio seminifero, a
densidade de células de Sertoli no parénquima
testicular foi bem mais alta resultando em maior
nimero de células de Sertoli por grama de
testiculo observado nos ratos tratados. Além das
alteragOes observadas devido ao tratamento com
PTU, merece ser salientado que o possivel
efeito do hipotireoidismo em outros elementos
do testiculo, tais como células de Leydig e
células peritubulares midides, ndo pode ser
descartado (Maran et d., 2001, Mendis-
Handagama & Ariyaratne, 2004).

Apesar de ser quase 20% maior, O
ndmero total de células de Sertoli por testiculo
ndo foi significativamente diferente nos ratos
tratados com PTU e sacrificados aos 40 dias de



idade. No entanto, deve ser sdientado que o
ndmero de animais utilizados nessa idade pode
ser considerado pegueno. Além disso, o possivel
efeito do hipotireoidisno no atraso da
maturagdo das células de Sertoli localizadas na
regido de transico entre os tubulos seminiferos
e arete testis pode ter se estendido além dos 40
dias de idade, uma vez que, conforme j& foi
comentado, a proliferacéo das células de Sertali
nessa regido parece ser muito lenta. Também
deve ser considerado que ap0s o0 encerramento
do tratamento com PTU o0s animas
provavel mente ainda permaneceram
hipotiredidicos por vérios dias (van Haaster et
al., 1992), atrasando ainda mais a maturacdo das
células de Sertoli da regido de transicdo. De
fato, apesar da magnitude da diferenca ser
praticamente a mesma entre 0s animais tratados
e controles na idade adulta, entre 40 e 160 dias
de idade o nimero tota de células de Sertoli por
testiculo aumentou ainda ligeiramente e
significativamente nos ratos tratados, em
comparagdo com 0s ratos controles. Esse
resultado bastante positivo sugere fortemente
que os hormoénios tirecideanos sdo também
importantes para a maturagdo das células de
Sertoli locdizadas na regido de transicao.
Ainda, em decorréncia do maior nimero de
células de Sertoli por testiculo, os animais
adultos tratados com PTU entre 20 e 40 dias de
idade apresentaram maior peso testicular, maior
comprimento tubular, maior volume de tdbulos
seminiferos no testiculo e maior produgdo
espermética do que os ratos controles estudados
namesma idade.

O amento observado para o0
comprimento  tubular  provavelmente néo
ocorreu somente devido a0 aumento no nimero
de células de Sertoli nessa regido. Pois, 0 maior
nimero de células de Sertoli propiciaria maior
disponibilidade de nichos (Shinchara et 4.,
2001; Shinohara et a., 2003) que seriam
ocupados pelas espermatogdnias indiferenciadas
localizadas nas proximidades. Assim, apés o
retorno ao estado eutiredidico e estabelecimento
pleno do processo espermatogénico, a
proliferacéo dessas espermatogonias
contribuiriam para 0 maior comprimento total
de tdbulos seminiferos nos animais tratados.
Essa hipbtese encontra suporte na literatura a
partir de estudos desenvolvidos com
transplantados de células germinativas em
camundongos mostrando que a disponibilidade
de nichos permite que as espermatogbnias

proliferem cerca de 70 um por dia ao longo do
tibulo seminifero, mesmo véarios meses apés o
transplante (Nagano et al., 1999).

Em relacio a0 nimero de
espermatides arredondadas por célula de Sertali,
gue é o melhor indicativo da eficiéncia dessas
células (Russdll & Peterson, 1984; Orth et dl.,
1988; Russell et a., 1990; Franca & Russell,
1998; Franca et a., 2005), diferentemente do
observado por Hess e colaboradores (1993) e
Miranda (2002), no presente trabaho o
tratamento com PTU ndo promoveu redugdo
desse pardmetro nos animais adultos. No
entanto, nos dois trabalhos acima mencionados
o tratamento com PTU foi realizado no periodo
neonatal, proporcionando aumento acentuado
do nimero de células de Sertoli por testiculo e
por grama de testiculo. Portanto, diferente de
nosso estudo, reducdo do numero de
espermatides arredondadas por célula de Sertali
ocorre particularmente em situagbes onde
elevacdo acentuada na densidade dessas células
no epitélio seminifero é observada (Hess et d.,
1993; Miranda, 2002).

Estudos desenvolvidos recentemente
mostram que os hormonios tirecideanos agem
na diferenciacdo/maturacdo das células de
Sertoli através das proteinas p21 e p27, que sdo
inibidoras de proliferacéo celular (Cooke et al.,
2005; Holsberger & Cooke, 2005; Holsberger et
a., 2005). Corroborando esses resultados,
estudos em desenvolvimento em noSsoO
laboratorio mostram que as células de Sertoli
locadlizadas na regido de transicdo entre os
tubulos seminiferos e a rete testis apresentam
marcagd0 menos intensa para essas proteinas,
denotando, assim, 0 status mais imaturo dessas
células e a conseqliente preservagdo por um
periodo de tempo mais longo da capacidade
proliferativa dessas células. No entanto, seria
bastante apropriado e estimulante investigar
futuramente os mecanismos envolvidos no
atraso de maturacdo €/ou prolongamento da
capacidade proliferativa das células de Sertali
localizadas nessa regido especifica do testiculo.
Um importante aspecto que talvez deva ser
considerado nessas investigagdes é o fato de
que, diferente do testiculo que se origina da
crista gonadal, a rete testis que fica em contato
com a regido de transicdo (extremidade distal)
dos tdbulos seminiferos, se origina de
remanescentes do rim primitivo. Portanto,
poderia ser considerado, por exemplo, que
fatores emanados da rete testis poderiam regular
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funcionalmente as células de Sertoli sSituadas
nas proximidades da mesma.
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4. CAPITULO I

ESTRUTURA E FUNGCAO TESTICULARESEM RATOS HIPERADIPOSOS NAO-
GENETICOS PRE-PUBERESE ADULTOS: EFEITOSDA | NDUGAO POS-NATAL DA
HIPERLEPTINEMIA NA PROLIFERACAO DASCELULASDE SERTOLI

RESUMO

Ha pouca informacdo disponivel na literatura sobre os niveis hormonais, estrutura e fungdo testiculares
durante o desenvolvimento pds-natal de ratos tratados logo apds o nascimento com glutamato
monossodico (MSG). No presente traba ho, ratos machos recém-nascidos receberam injecfes com MSG
(4 mg/g de peso corporal) a cada 2 dias até os 10 dias de idade, sendo avaliados nas fases pré-pubera e
adulta. Os niveis plasmaticos de leptina, LH, FSH, prolactina, testosterona (T), corticosterona e tiroxina
livre (FT,) foram avaiados. Os animais tratados com MSG apresentaram concentragdes plasméticas
elevadas de corticosterona e hiperadiposidade/hiperleptinemia, independentemente da idade avaliada. No
entanto, os niveis de prolactina ndo foram afetados. Além disso, ratos pré-puberes revelaram redugéo
significativa (p < 0,05) no peso testicular e no niimero de células de Sertoli (CS) e de Leydig (CL) por
testiculo. Os niveis plasméticos de leptina apresentaram-se elevados (2,41 vs. 8,07; p<0,05) nos ratos
tratados com MSG avaliados na fase pré-puberd, e tais animais mostraram niveis plasmaticos de LH,
FSH, T e FT, expressivamente diminuidos. Essas informagdes indicam que o desenvolvimento do
testiculo, assim como a proliferacdo de CS e CL, apresentaram alterages nos animais tratados com MSG
e avaliados na fase pré-puberal. Ratos tratados com MSG e avaliados na fase adulta também mostraram
niveis plasméticos de leptina expressivamente mais atos (7,26 vs. 27,04; p < 0,05), a0 passo que os nivels
plasméticos de LH e FSH apresentaram-se reduzidos (p < 0,05). Entretanto, os niveis plasmé@icosde T e
FT,4 estavam normais, e nenhuma alteracéo aparente foi observada na estrutura do testiculo dos animais
tratados com MSG. Apenas o nimero de CS por testiculo apresentou-se reduzido significativamente (p <
0,05) nos animais adultos tratados com MSG. Dessa forma, apesar do fendtipo
hiperadiposidade/hiperleptinemia aplicado no periodo neonatal ter sido provavelmente o responsavel
pelos danos do eixo reprodutivo em animais tratados com MSG, ainda precisa ser investigado se ta
condicdo é o fator principal da disfuncgo do eixo hipotdamo-hipdfise-gonadal em ratos tratados com
MSG.

PALAVRAS-CHAVE: Rato, lepting, testiculo, morfometria, célula de Sertoli, célula de Leydig,
espermatogénese, hormonios

TESTISSTRUCTURE AND FUNCTION IN A NONGENETIC HYPERADIPOSE RAT
MODEL AT PREPUBERTAL AND ADULT AGES

ABSTRACT

There are few data for hormonal levels and testis structure and function during postnatal development in
rats neonatally treated with monosodium L-glutamate (MSG). In our study, hewborn male pups were ip
injected with MSG (4 mg/g body weight) every 2 d up to 10 d of age and investigated at prepubertal and
adult ages. Plasmalevels of leptin, LH, FSH, prolactin, testosterone (T), corticosterone, and free T4 (FT4)
were measured. MSG rats displayed elevated circulating levels of corticosterone and
hyperadiposity/hyperleptinemia, regardless of the age examined; conversely, circulating prolactin levels
were not affected. Moreover, prepubertal MSG rats revealed a significant (P<0.05) reduction in testis
weight and the number of Sertoli (SC) and Leydig cells per testis. Leptin plasma levels were severafold
higher (2.41 vs. 8.07; P < 0.05) in prepubertal M SG rats, and these animals displayed plasmaLH, FSH, T,
and FT4 leves significantly decreased (P < 0.05). Taken together, these data indicate that testis
development, as well as SC and Leydig cell proliferation, were disturbed in prepubertal MSG rats. Adult
MSG rats also displayed significantly higher leptin plasmalevels (7.26 vs. 27.04; P<0.05) and lower (P <
0.05) LH and FSH plasma levels. However, T and FT4 plasma levels were normal, and no apparent
aterations were observed in testis structure of MSG rats. Only the number of SCs per testis was
significantly (P<0.05) reduced in the adult MSG rats. In conclusion, athough early installed
hyperadi pose/hyperl eptinemia phenotype was probably responsible for the reproductive axis damages in
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MSG animals, it remains to be investigated whether this condition is the main factor for hypothalamus-

pituitary-gonadal axis dysfunctionin MSG rats.

KEY-WORDS: Rat, leptin, testis, morphometry, Sertoli cell, Leydig cell, spermatogenesis, hormones

4.1. Introducdo

O peptideo leptina, derivado do tecido
adiposo, demonstrou ser importante para o
controle da ingestdo de aimentos, do
metabolismo de energia e da funcdo reprodutiva
(Barash et a., 1996; Magni et a., 2000; Caprio
et a., 2001; Smith et a., 2002), independente
do sexo dos individuos. Este peptidio é o
produto do gene ob, controlado pelo fator alfa
de necrose tumoral (TNF-a), 0 qual € composto
por 145 residuos de aminoécidos e peso
molecular de ~16 kDa (McGregor et a., 1996).
Vérios trabalhos descreveram o envolvimento
da leptina na maturagdo sexual norma e no
processo reprodutivo (Barash et al., 1996;
GarciasMayor et a., 1997). Além disso, foi
mostrado que a leptina é um regulador
metabdlico vital da funcéo reprodutiva, sendo
um sina entre a condicdo nutricionad e a
reproducdo (Smith et a., 2002).

O receptor de |eptina esté expresso em,
pelo menos, seis isoformas (af) surgindo da
unido de variantes de mRNA (Tartaglia et a.,
1995). A variante biologicamente ativa do
receptor de leptina (Ob-Rb) esta localizada nos
nicleos arqueados (ARC) e ventromediais
(VMN) do hipotalamo. Igualmente, a expressdo
e a locdizacdo do receptor de leptina foram
mostradas em gonadotrofos (Sone et a., 2001),
céulas de Leydig (Caprio et a., 1999) e células
da linhagem espermatogénica (El-Hefnawy et
al., 2000). No testiculo de camundongos foi
evidenciado que a leptina aravessa a barreira
hematotesticular em um processo ndo-saturéavel
(Banks et a. 1999). Outros autores
encontraram receptores de leptina nesse 6rgéo,
sendo a isoforma Ob-Rb a variante expressa
predominante. Também foi mostrado que Ob-Rf
€ uma isoforma sollvel, a qual funciona como
uma proteina circulante transportadora de
leptina (Lahlou et a., 2000). Inclusive,
Bjorbaek & Kahnum (2004) descreveram um
sistema de transporte saturével para a leptina ao
nivel do sistema nervoso central.

Foi proposto que uma estreita e
especifica faixa de concentracdo de leptina €
necessaria para manter a fungdo reprodutiva
normal. Niveis superiores ou inferiores a estes
limiares so criticos para a influéncia da leptina

na fungdo do eixo hipotéamo-hipdfise-gonadal
(HPG) (Caprio et a., 2001; Smith et al., 2002).
Assim, apesar de camundongos machos
deficientes em leptina (ob/ob) apresentarem-se
inférteis, tal condicdo pode ser revertida com a
administragdo deste peptideo (Mounzih et d.,
1997).

A administragdo neonatal de glutamato
monossodico (MSG) em roedores danifica o
nicleo arqueado, resultando assm em uma
sindrome caracterizada por  crescimento
retardado, hiperadiposidade e hipogonadismo
durante a idade adulta (Redding et a., 1971;
Spinedi et a., 1984). Entretanto, de acordo com
0 nosso conhecimento, existe pouca informagéo
na literatura a respeito dos niveis plasméticos
dos variados horménios secretados pelos
gonadotrofos em camundongos nas idades
adulta e pré-pubera danificados pelo glutamato
monossodico (Rush, 1986). Também, nenhum
dado relacionado as mudangas na estrutura e na
funcgao do trato reprodutivo masculino durante o
desenvolvimento pés-natal foi relatado em
camundongos lesados com MSG. Estudo
recente mostrou que a hiperleptinemia
endégena, causada pelo tratamento com
glutamato monossadico, € capaz de modificar a
aividade ederoidogénica tedticular e a
expressdo do receptor de leptina das células de
Leydig em camundongos adultos
(Giovambattista et a., 2003). Desta forma,
apesar dos efeitos neurotdxicos do MSG terem
sido relativamente bem estudados, para 0 nosso
conhecimento, o presente trabalho € o primeiro
estudo a executar uma investigagcdo detalhada
sobre o impacto do tratamento neonatal com
MSG no desenvolvimento do eixo hipotalamo-
hipdfise-gonadal, tendo como base a avaliagéo
feita a partir de par@metros relacionados a
estrutura e atividade do testiculo, em associagdo
a diversos marcadores da fungéo reprodutiva.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Animais, tratamento e colheita de
material

Ratos adultos Sprague-Dawley machos
(entre 350-450g) e fémeas (entre 240-280g)
foram dispostos em gaolas para o
acasalamento, sendo mantidos em temperatura
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controlada (20-22°C) e 12 horas didrias de
luminosidade. Agua e racdo peletizada foram
disponibilizadas ad libitum. As ratas gestantes
foram colocadas em gaiolas individuais de
pléstico transparente.

Filhotes machos, 2 dias apés o
nasci mento, foram injetados
intraperitonealmente com 4 mg/g de peso
corporal com glutamato monossodico (Merck,
Darmstadt, Alemanha) dissolvido em 0,9%
NaCl ou o mesmo volume de 10 % NaCl
(controle) a cada 2 dias, até o décimo dia de
idade (Giovambattista et al., 2003). Estes
animais foram desmamados aos 21 dias de
idade, sendo sacrificados com 1 ou 4 meses de
idade (n = 9-10 ratos por grupo/idade).

Amostras de sangue foram coletadas
antes da perfusdo, através de puncgdo cardiaca,
sendo as amostras de plasma mantidas
congeladas (- 20°C) até a dosagem dos
diferentes horménios [leptina, FSH, LH,
prolactina, corticosterona, testosterona (T), e
tiroxina livre (FT4)]. O processamento dos
testiculos para andlise histologica foi realizado
de acordo com Russell et al. (1990). Quinze
minutos antes de iniciar a perfusdo para a
fixacdo do tecido, os animais foram injetados
intraperitonealmente com 130 Ul/kg de peso
corporal de heparina. Em seguida, os animais
foram  anestesados  (quetamina-xilazing),
perfundidos através do ventriculo esquerdo com
0,9 % NaCl (~5 min) para limpeza dos vasos
sanguineos. Apoés esta etapa, 0s mesmos foram
fixados com glutaraldeido a 4% em tampéo
fosfato 0,05M, pH 7,2, durante 25-30 minutos,
sendo posteriormente retirados e pesados os
testiculos, epididimos, vesicula seminal, aém
de glandula de coagulacéo e glandulas adrenais.
Para a andlise a microscopia optica, fragmentos
do testiculo foram rotineiramente processados e
incluidos em resina pléastica a base de glicol
metacrilato (Historesin, Leica).
Subseguentemente, seccbes de 4 pm de
espessura foram obtidas e coradas com azul de
toluidina. Imediatamente ap6s o sacrificio,
depdsitos de gordura (a soma de omental,
epididimal e retroperitoneal) dos animais em
ambos os grupos e idades foram retirados,
dissecados e pesados.

4.2.2. Dosagens Hor monais

Concentragdes plasméticas de leptina
foram obtidas por radioimunoensaio (RIA)
especifico, desenvolvido e validado para leptina
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de ratos (Giovambattista et al., 2000).
Resumidamente, leptina murina (PrePro Tech,
Inc., mleptina) sintética foi usada para ambos,
peptideos marcados e comuns, assim como para
0 desenvolvimento de soro antileptina. A leptina
foi marcada com *°I-Na (atividade especifica
de 15 Ci/mmol; Amersham Pharmacia Biotech,
Little Chalfont, Reino Unido) pelo método de
cloraminaT e purificada por eluicdo apds
adicdo da mistura de radio-iodagéo de Sephacryl
S-300 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) (1,5 x 60 cm) balanceada com fosfato de
sodio (0,05 M)-BSA (2 g/L) - solucdo sodica
(10 mg/L) (pH 7,4). O soro antileptina foi
desenvolvido com aimunizagdo de coelhos com
leptina murina (PrePro Tech) em associagéo
com BSA. O raio de deteccdo da curva padréo
foi de 0,4-50 ng/mL. Desconhecidos ou padroes
(200 pL) foram incubados durante a noite em
temperatura ambiente na presenca de 50 pL de
soro de coelho antileptina (diluicdo final
1:15000) e 50 pL (aproximadamente 30000
cpm) de contraste. A separagcdo das fragOes
limites e livres foi conseguida ao adicionar,
primeiramente, 200 pL de solugéo salina normal
contendo y-globulin anticoelho, e depois 500 pL
de solug&o polietileno glicol 6000 (10% wt/val,
em salinidade normal), depois incubada por 30
minutos a 4°C até a centrifugacdo (40 min a
4°C, 4000 rpm). Particulas flutuantes foram
aspiradas e o limite radioativo foi medido. O
ensalo mostrou 2% e 0% de reatividade-cruzada
com a leptina humana e hormonios hipofisarios
(LH, FSH, GH, PRL) de ratos/camundongos,
respectivamente. Os coeficientes de variagdo do
intra-ensaio e inter-ensaio foram 5-8 e 10-13%,
respectivamente.

Os niveis soroldgicos de LH, FSH e
prolactina foram determinados por RIAs de
anticorpos duplos (Suescun et a., 1994). Os
resultados estdo expressos em termos de
preparacdes de referéncia (LH-RP3, FSH-RP-2
e PRL-RP-3 de ratos), fornecido pelo National
Ingtitute of Diabetes and Digestive and Kidney
Diseases (Bethesda, MD). As sensibilidades
para os ensaios foram: LH, 0,024 ng/tubo; FSH,
0,10 ng/tubo e prolactina, 0,05 ng/tubo. Os
coeficientes de variagdo do intra-ensaio e inter-
ensaio foram menores que 8% e 13%,
respectivamente, independente do ensaio. Os
niveis de T no plasma foram medidos por RIA
usando Testosterona [1,2-*H (N), 60 Ci/mmol]
from New England Nuclear (Boston, (MA)
Mass., USA) e um anticorpo especifico de



Immunotech Diagnostic (Montreal, Canada),
como previamente descrito e validado (Suescun
et a., 1985). A sensihilidade do ensaio de
testosterona foi 12,5 pg/mL. Os coeficientes de
variacdo do intra-ensaio e inter-ensaio foram
menores que 12%. As concentragOes
plasméticas de corticosterona foram avaiadas
por um RIA especifico (Giovambattista et al.,
2000). A curva padrdo variou entre 1 e 250
po/dL, e CVsintra- e inter- ensaio foram 5% e
9% respectivamente. Os niveis de FT,4 no soro
também foram analisados por RIA usando um
kit comercia da Diagnostic Product Corp.
(USA) e validado para amostras de plasma de
camundongos. Os coeficientes de variagdo do
intra-ensaio e inter-ensaio foram 45 e 8%,
respectivamente.

4.2.3. Histologia e morfometria do testiculo
A andise histol6gica
qualitativa do testiculo foi redizada para
identificar qual a célua da linhagem
espermatogénica mais avancada presente no
epitédlio seminifero de cada animal com 30 dias
de idade, de acordo com critério estabelecido
por Russell et al. (1990) para caracterizagdo de
estadios do ciclo do epitélio seminifero de ratos
pelo sistema acrossomico. Células germinativas
em apoptose foram caracterizadas como células
com nuicleos e citoplasma escuros e membrana
plasméatica enrugada. Estas caracteristicas
apoptéticas das células germinativas sd0
facilmente reconheciveis no corte histolégico
fixado com glutaraldeido e incluido em resina
plastica, sendo tal abordagem metodoldgica
amplamente validada na literatura (Russell et
al., 1990; Russell et al., 1993).
O diémetro tubular médio por anima
foi obtido em aumento aproximado de 200x, a
partir da mensuracao ao acaso de pelo menos 30
seccOes transversais de tUbulos seminiferos que
apresentavam contorno o mais circular possivel.
As densidades volumétricas de vérios
componentes do parénquima testicular foram
estimadas utilizando-se reticulo com 441
intersecgdes (pontos) adaptado a uma das
oculares do microscopio de luz, em aumento de
400x. Para cada animal foram analisados 15
campos, escolhidos ao acaso, perfazendo-se um
total de 6615 pontos. Artefatos raramente foram
vistos e ndo foram considerados no nimero total
de pontos utilizados para obter as densidades
volumétricas. Os seguintes parémetros foram
avaliados: tdbulo seminifero, compreendido de

tinica propria, epitélio e lume, céulas
germinativas em apoptose, células de Leydig,
vasos linfaticos e sanglineos e tecido
conjuntivo. O volume (mL) de cada
componente testicular avaliado foi estimado a
partir do conhecimento do percentual ocupado
pelos mesmos no testiculo e do conhecimento
do volume liquido do testiculo. Como a
densidade do testiculo é muito proxima de 1
(1,03 a 1,04; Franca, 1991), o peso do testiculo
foi considerado igua a0 seu volume. Para
obtencdo de uma avaliagdo mais precisa do
volume do testiculo, a tdnica albuginea (~3,4%
com 30 dias de idade e ~6,5% com 120 dias de
idade) foi excluida do peso do testiculo. O
comprimento total dos tdbulos seminiferos
(metros) foi estimado dividindo-se o volume do
tibulo seminifero pelo raio a0 quadrado (R?)
dos tdbulos seminiferos multiplicado pelo valor
TC.

4.2.4. Contagem celular

Nucléolos de células de Sertoli foram
contados em 10 seccOes de tubulos seminiferos
as mais arredondadas possiveis, escolhidas ao
acaso para cada animal. Os vaores obtidos
foram corrigidos para o diédmetro nucleolar e
espessura do corte histoldgico, utilizando-se a
formula de Abercrombie (1946), modificada por
Amann (1962). Para td propésito, dez
didmetros nucleolares foram medidos para cada
animal. O nimero total de células de Sertali por
testiculo foi estimado a partir do ndmero
corrigido de nucléolog/nicleos de células de
Sertoli por seccdo transversa de tdbulo
seminifero e do comprimento total de tdbulos
seminiferos por testiculo, segundo formula
empregada por Hochereau-De Reviers &
Lincoln (1978). A edtimativa da producéo
espermatica di&ia (PED) foi feita de acordo
com Franca (1992), utilizando-se a seguinte
formulac PED= NUmero total de células de
Sertoli por testiculo x ICS x freguéncia do
estédio VII (%) / Duragdo do estédio VII (dias),
onde ICS = ndmero de espermatides
arredondadas por célula de Sertoli no estédio
VII.

O volume individua das céulas de
Leydig foi obtido a partir do volume de niicleo e
a proporcdo entre o nucleo e citoplasma. O
volume do ndcleo foi obtido utilizando-se a
média do diametro nuclear, tendo sido avaliados
30 didmetros nucleares para cada anima. O
volume nuclear individual obtido foi expresso
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em (um®), utilizando-se a férmula 4/37R°, onde
R = diémetro nuclear/2. Para cacular a
proporcdo entre nlcleo e citoplasma, foi
utilizado reticulo com 441 intersecgdes
(pontos), em aumento de 400x.
Aproximadamente mil pontos sobre células de
Leydig foram contados para cada anima. O
nimero de células de Leydig por testiculo foi
estimado a partir do volume individua e do
volume total ocupado por estas células no
testiculo.

4.2.5. Analise etatistica

Os dados referentes aos vaores
hormonais (média = erro padrdo) foram
submetidos a andlise de varidncia (idade x
tratamento), seguido pelo teste de Fisher para a
comparacdo de vaores médios diferentes (Zar,
1974). Os dados morfométricos estdo expressos
como média * ero padrdo, tendo sido
analisados pelo teste t de Student. As andlises
foram redlizadas utilizando-se o0 programa
STATISTICA 3.11 (StatSoft, Inc., Oklahoma,
USA, 1995). Para a andise edtatistica das
proporcBes volumétricas, os dados foram
submetidos a transformagao angular. O nivel de
significancia considerado foi de p < 0,05.

4.3. Resultados

4.3.1. Efeitos do tratamento neonatal com
M SG na morfologia do testiculo e nos
mecanismos endécr inos em ratos machos
com 30 diasde idade.

Os resultados dos par@metros
morfométricos e biométricos encontrados nos
ratos tratados com MSG e controles estdo
mostrados na Tabela 1 e Figura 1, sendo os
resultados obtidos para os niveis hormonais
apresentados na Tabela 2. Como mostrado na
Tabela 1, animais tratados com M SG mostraram
reducdo significativa (p < 0,05) no peso
corporal, indice gonadossomético (peso
testicular dividido pelo peso corporal) e pesos
testiculares, epididimérios e da glandula
adrenal . Similarmente, estes  animais
apresentaram reducdo no didmetro tubular (p <
0,05), volume de tdbulos seminiferos,
comprimento total de tdbulos seminiferos,
porcentagem e volume do lume dos tubulos
seminiferos, volume nuclear das células de
Leydig e nimero total de células de Leydig e
Sertoli por testiculo (Figura 1).
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A andlise quditativa dos tubulos seminiferos
mostrou gque o ritmo do desenvolvimento das
células germinativas foi ligeiramente atrasado
nos animais tratados. A este respeito, como
mostrado na Figura 2, as células germinativas
mais avancadas nos animais controle foi
esperméatide alongada na fase 16, a0 passo que
nos animais hiperleptinémicos tais céulas
encontravam-se na fase 9. Em contrapartida ao
observado no grupo controle, no qual células
germinativas em apoptose raramente foram
observadas, a porcentagem do epitdio
seminifero ocupado por estas células foi de
05% nos animais tratados (Figura 2).
Entretanto, a morfologia das células de Leydig,
verificadas a microscopia odptica, estava
aparentemente normal em ambos 0S grupos
analisados (Figura 3). As células de Sertdli
aparentavam-se ligeiramente menos maduras,
apresentando reducdo significativa no didmetro
dos nucléolos (1,95 vs. 1,86; p < 0,05) nos
animais tratados com M SG.

A quantidade de gordura foi
significativamente maior (p < 0,05) nos ratos
tratados com MSG quando comparados ao
grupo controle (Tabela 1). Apesar dos valores
obtidos para os niveis plasméticos de prolactina
nos animais tratados com MSG representarem
apenas ~40 % dos valores observados para o
grupo controle, esta diferenca ndo foi
estatisticamente significativa (p > 0,05). Em
relagdo as dosagens hormonais avaliadas
(Tabela 2), enquanto os niveis de leptina e
corticosterona foram 3,5 e 2,5 vezes mais altos,
respectivamente (p < 0,05), nos animais tratados
com MSG do que nos animais controle,
inversamente, os niveis de LH, FSH, T e FT,
apresentavam-se significativamente mais baixos
(p<0,05).



Tabela 1. Dados biométricos e morfomeétricos de ratos controle e tratados com glutamato monossodico
(MSG), sacrificados aos 30 dias de idade (n = 9-10 ratos por grupo; média + erro padréo).

Parametro Controle MSG
Peso corpora (g) 114+5 92+ 3*
Depositos de gordura (g/100g de peso corporal) 0,51+ 0,06 1,41+ 0,10*
Peso testicular (mg)* 400 + 30 230 + 20*
Peso liquido do testiculo (mg)? 386 + 29 222 + 29*
i ndice gonadossomético (%) 0,71+0,03 0,50 + 0,04*
Peso epididiméario (mg)* 46,8 + 3,5 32,3+1,9*
Peso da glandula adrenal (mg)* 14,3+0,7 11,2 + 0,5*
Comprimento tubular total (m) 11,0+ 05 7.4+ 0,5*
Percentual de tlbulos seminiferos (%) 90+0,9 88,1+0,6
Volume tubular (pL) 352 + 20 194 + 16*
Percentual de lumen (%) 34+04 25+0,2*
Volume de lumen (pL) 14+2 6+1*
Percentual de células germinativas em apoptose (%) 0,0 0,5+0,1*
Diémetro tubular (um) 202+ 3 182 + 5*
CéuladeLeydig:
Percentual no testiculo (%) 32+0,3 33+0,2
Volume no parénquima testicular (L) 130+1,8 7,2+ 0,6*
Didmetro nuclear (um) 72+0,1 6,8 + 0,06*
Volume individual (um?) 819 + 34 761+ 25
Volume citoplasmético (um®) 622 + 25 599 + 22
Volume nuclear (um?®) 197 + 10 163 + 4*

* Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05). *Média de peso dos 6rgaos direito e esquerdo. “Peso testicular menos peso

dattnicaabuginea.
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Figura 1. Numero total de células de Sertoli (CS) e células de Leydig (CL) por testiculo em ratos
Sprague-Dawley aos 30 e 120 dias de idade. Observe que na idade pré-puberal o nimero de células de
Sertoli (A) e células de Leydig (B) por testiculo apresenta-se significativamente menor (p < 0,05) nos
animais tratados com MSG. O nimero encontrado para CS e CL para 0s animais do grupo controle e
tratados com MSG foram similares em ambas as idades investigadas. No entanto, somente os resultados
obtidos para CS foram significativamente diferentes (*, p < 0,05) para os animais adultos.
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Tabela 2. Concentragdes hormonais plasmaticas em ratos controle e tratados
com glutamato monossadico (M SG), sacrificados aos 30 dias de idade (n = 9-10
ratos por grupo; média + erro padréo).

Parametro Controle MSG
Leptina (ng/mL) 241+0,34 8,07 + 2,19*
Prolactina (ng/mL) 6,79+ 2,48 2,64+ 0,58
FSH (ng/mL) 6,96 + 0,19 3,10 + 0,29*
LH (ng/mL) 0,31+ 0,07 0,15 + 0,02*
FT, (ng/dL) 1,16 + 0,05 0,76 + 0,006*
Testosterona (ng/mL) 3,32+ 0,47 2,63+ 0,16*
Corticosterona (ug/dl) 1,84+ 0,51 454+ 0,97*

* Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

4.3.2. Estrutura e funcdo do testiculo e
demais caracteristicas fenotipicas de ratos
tratados com M SG adultos

Diversas caracteristicas fenotipicas de
ratos adultos, tratados com MSG e controles,
s80 mostradas na Tabela 3 e na Figura 1. Ratos
adultos hiperl eptinémicos apresentaram reducéo
significativa (p < 0,05) no peso corporal e nos
pesos do epididimo, vesicula semina mais
glandula de coagulagdo e glandula adrenal.
Nenhuma alteracdo histolégica aparente foi
observada nos tlbulos seminiferos e
compartimentos intertubulares do testiculo
(Figura 4). Entretanto, similar ao observado nos
ratos com um més de idade, estudos detalhados
demonstraram que 0 nimero de células Sertali
por testiculo foi ~20 % menor (p < 0,05) nos
animais hiperleptinémicos (Figura 1). Apesar de
ndo significativo, tendéncia clara de diminuicéo
foi observada para peso do testiculo, volume
individua de células de Leydig, nimero de
céulas de Leydig por testiculo (Figura 1) e
producdo espermatica didria por testiculo nos
animais tratados com MSG. Entretanto,
resultados semelhantes foram encontrados para
a maioria dos pardmetros testiculares nos
animais tratados com MSG e controle, tais
como altura do epitélio seminifero, volume do
lume, nimero de células germinativas por
secgdo transversa de tlbulo seminifero e
eficiéncia das células de Sertoli (nimero de
espermatides arredondadas por célula de
Sertoli).
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Figura 2. SecgOes transversais de tdbulos seminiferos de ratos Sprague-Dawley com 30 dias de idade.
Observe que nos animais controle (A) as células germinativas mais avangadas sdo espermétides alongadas
na fase 16 (setas) presentes no estédio 11-111. Nos animais hiperleptinémicos (B), as células germinativas
mais avangadas s espermétides aongadas no passo 9 (setas) presentes nos estédios |X-X. Paquitenos

em apoptose (setas) sdo frequentemente observados nos animais hiperleptinémicos (C). Azul de toluidina,
800x.

Figura 3. SecgBes transversais de tdbulos seminiferos (TS) e compartimento intertubular em ratos
controle (A) e hiperleptinémicos com 30 dias de idade (B). A morfologia das células de Leydig (setas),
em ambos 0s grupos, € aparentemente similar. Azul de toluidina, 800x.
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Figura 4. Visdo panoramica da estrutura testicular em ratos adultos controle (A) e hiperleptnémicos (B).
Observe que a estrutura testicular apresenta-se aparentemente normal nos animais tratados. Azul de
toluidina, 100x.

Tabela 3. Dados biométricos e morfométricos de ratos controle e tratados com glutamato monossodico
(MSG), sacrificados aos 120 dias de idade (n = 9 ratos por grupo; média + erro padrao).

Parémetro Control MSG
Peso corpora (g) 298 + 12 267 + 7*
Depositos de gordura (g/100g de peso corporal) 2,62+0,24 5,88+ 0,41*
Peso testicular (mg)* 1307 +59 1209 + 61
Peso liquido do testiculo (mg)? 1222 + 55 1130+ 57
indice gonadossomético (%) 0,87 + 0,02 0,90 + 0,05
Peso da glandula adrenal (mg)* 293+1,8 23,9+ 0,8
Peso epididiméario (mg)* 443 + 32 361 + 25*
Vesiculasemina + glandula de coagulagdo (mg)* 331+29 205 + 37*
Comprimento tubular total (m) 155+0,8 143+ 0,8
Percentual de tlbulos seminiferos (%) 90,0+1,2 92,4+0,5
Volume tubular (mL) 1,09 + 0,04 1,03 + 0,05
Percentual de lumen (%) 80+10 80+11
Volume de lumen (mL) 0,10+ 0,02 0,09+ 0,01
Diametro tubular (um) 299+4 310+7
Eficiéncia das células de Sertali 11,1+0,8 12,0+0,5
CéuladeLeydig:
Percentual no testiculo (%) 1,4+0,2 1,0+0,2
Volume no parénquima testicular (L) 170+ 3 11+2
Didmetro nuclear (um) 82+03 7,7+0.2
Volume individual (um®) 1207 + 107 966 + 66
Volume citoplasmético (um®) 914 + 84 724 + 53
Volume nuclear (um®) 293 + 24 242 + 13
Produc&o espermética diéria por testiculo (x10°) 342+18 30,0+21

* Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05). *Somatdrio dos pesos dos 6rgéos direito e esquerdo dividido por dois. *Peso

testicular menos peso da tinica albuginea.



Assim como observado para 0s animais
avaliados aos 30 dias de idade, os vaores
obtidos para depOsitos de gordura, niveis
plasméticos de leptina e corticosterona foram
significativamente maiores (p < 0,05) nos ratos
tratados com MSG quando comparados com 0s
animais do grupo controle. Inversamente, as

concentragOes plasmaticas de LH e FSH foram
menores (p < 0,05) nos animais tratados. Por
outro lado, ndo foi observada diferenca
significativa (p > 0,05) para as concentragdes
plasmaticas de prolacting, testosterona e FT,
(Tabela 4).

Tabela 4. Concentraces hormonais em ratos controle e tratados com glutamato
monossodico (MSG), sacrificados aos 120 dias de idade (n = 9 rats por grupo;

média+ erro padrdo).

Parametro Controle MSG
Leptina (ng/mL) 7,26+ 1,61 27,04 +5,9*
Prolactina (ng/mL) 7,16 + 2,77 528+281
FSH (ng/mL) 4,92 + 0,40 3,13+ 0,28*
LH (ng/mL) 0,38 + 0,07 0,19 + 0,02*
FT,4 (ng/dL) 1,20 + 0,09 1,11+ 0,01
Testosterona (ng/mL) 4,58 + 0,58 4,77+ 0,78
Corticosterona (ug/dl) 4,67 + 0,95 8,81 + 1,24*

* Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

4.4, Discussao

De acordo com 0 nosso conhecimento,
0 presente trabalho é o primeiro estudo a
investigar a funcdo e a estrutura do trato
reprodutivo masculino durante o]
desenvolvimento de ratos com distdrbios
hipotal&micos devido ao tratamento com MSG
no periodo neonatal. As concentracOes
plasm@icas de leptina e corticosterona
aumentadas e a hiperadiposidade desenvolvida
nos ratos tratados com MSG confirmam a
eficacia do tratamento com esta neurotoxina
(Perello et d., 2003). Além disso, outras
alteragdes hormonais foram caracteristicas nos
animais pré-puberes tratados com MSG, tais
como reducdo nas concentragdes de
gonadotrofinas, andrégenos e hormdnios
tireoideanos (Redding et al., 1971; Spinedi et
al., 1984). Apesar de ainda controverso
(Heiman & Ben-Jonathan, 1983; Bodnar et al.,
2001), nao encontramos alteracdes
significativas nos niveis plasmaticos de
prolactina, horménio diretamente envolvido no
desenvolvimento testicular (Perez-Villamil et
a., 1992). Além disso, em ratos tratados com
MSG, uma hiperprolactinemia clara foi
encontrada em fémeas, mas nd em machos,
sugerindo assim um dimorfismo sexual claro do
efeito neurotoxico na fungdo dopaminérgica-
lactotréfica (Bakke et al., 1978). Nossos

resultados indicam claramente que o tratamento
neonatal com MSG induziu a dteragdo em
véarios parametros do eixo hipotdlamo-hipofise-
gonadal examinado aos 30 dias de idade.
Entretanto, quando adultos, alguns destes
resultados foram normalizados.

Como na maioria das espécies de
mamiferos, o desenvolvimento do testiculo pos-
natal em ratos normais pode ser dividido em
duas fases digtintas e inversamente relacionadas
(Orth, 1993; Franca et a., 2000). Na primeira
fase, que extende-se por 2 a 3 semanas apos 0
nascimento, pode ser observada uma
proliferacdo intensa de células de Sertoli e
espermatogobnias, promovendo por sua vez 0
crescimento em comprimento dos corddes
seminiferos. Enquanto que, durante a segunda
fase, a qua ocorre da segunda a terceira
semanas de idade até a sé&ima ou oitava
semanas, € observado aumento notéavel no
ndmero de células germinativas e de células de
Leydig adultas (Orth, 1993; Franga et al., 2000;
Mendis-Handagama & Ariyaratne, 2001),
podendo ser observado também aumento
dramético no tamanho do testiculo, diémetro
tubular e secrecdo de fluido pelas células de
Sertoli. Essas duas fases sdo reguladas por
hormdnios e fatores de crescimento especificos
e diferentes (Orth, 1993; Mendis-Handagama &
Ariyaratne, 2001). Por exemplo, os hormonios
FSH e tireoideanos sdo considerados os
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principais reguladores da proliferagdo e
diferenciacdo das células de Sertoli (Orth, 1993;
Sharpe et a., 2003; Cooke et al., 2005),
respectivamente. Por outro lado, varios
horménios e fatores de crescimento, tais como
horménios tirecideanos, LH, ester6ides, AMH,
PDGF-A, TGF-a/f, IGF-1 e citocinas
secretadas por macr6fagos S0 responsaveis
pela regulagdo da proliferagdo e diferenciacéo
das células de Leydig (Mendis-Handagama &
Ariyaratne, 2001). Em gera, os fatores
relacionados a proliferacéo e diferenciacéo das
células germinativas sdo secretados pelas
células de Sertoli, principalmente sob influéncia
de androgenos e FSH (Sharpe, 1994; Griswold,
1998). Da mesma forma, complexa interagéo
entre os compartimentos intertubular e tubular
ocorrem durante o desenvolvimento do
testiculo, permitindo a este 6rgdo executar suas
fungdes enddcrina e exderina (Benahmed et al.,
1986; Orth, 1993; Schlatt et al., 1997; Franca et
al., 2000).

Vérios dos fatores mencionados acima
apresentaram-se  significativamente reduzidos
nos ratos tratados com MSG e avaliados aos 30
dias de idade e, pelo menos em parte, tais
ateragdes podem explicar o0s resultados
encontrados no presente trabal ho,
principalmente para a estrutura e funcdo
testiculares. Dados ndo publicados de
experimentos sendo desenvolvidos em nossos
laboratorios, indicam que ratos tratados com
MSG j& se encontram hiperleptinémicos duas
semanas apds 0 nascimento. Nesse estagio de
desenvolvimento, as concentragdes plasméticas
de FSH, LH e horménios tirecideanos, mas ndo
prolacting, j& estdo diminuidas nesses animais.
Assim, poderiamos esperar menores indices de
proliferacdo de células de Sertoli e células de
Leydig, assim como atividade funciona
reduzida dessas células. Devemos mencionar
que, apesar de ndo ter sido por nés avaliado, é
possivel que a conversdo de testosterona em
estradiol (atividade aromatase adiposa) estegja
envolvida no atraso do desenvolvimento das
células de Leydig e das suas fungdes nos ratos
tratados com MSG (Vermeulen et a., 2002).
Ainda, o maior grau de imaturidade observado
para as células de Sertoli e a reducdo
significativa no volume nuclear das células de
Leydig e concentragdes plasméticas de
testosterona, observada nos animais sacrificados
aos 30 dias de idade, confirmariam essa
hipétese. Esses resultados provavelmente
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refletem na reducdo do volume de tubulos
seminiferos e lume tubular nos ratos tratados
com MSG e avaliados na fase pré-puberal.
Além disso, considerando que receptores de
horménios tirecideanos estdo presentes nas
células germinativas e céulas de Sertali
(Jannini et al., 1995; Buzzard et al., 2000),
particularmente a partir de espermatogbnia
intermedi&ria até paguiteno, os achados
relacionados a0 aumento do nimero de céulas
germinativas em apoptose e menor grau de
maturidade das células de Sertoli nos ratos
tratados na fase prépuberal podem estar
correlacionados com niveis de tiroxina livre
mais baixos. Associados aos niveis mais baixos
de FT, , os resultados encontrados para as
células de Sertoli com status imaturo sugerem
gue a atividade proliferativa dessas células foi
ligeiramente estendido (Cooke et d., 2005). No
entanto, poderiamos esperar menor tamanho
testicular e nimero de células de Sertoli por
testiculo devido & reducdo nas concentragbes
plasméticas de FSH nos animais tratados com
MSG. Corroborando hip6tese, estudos
desenvolvidos em nosso laboratério (Miranda,
2002) mostraram que o hipotireoidismo pés-
natal devido ao tratamento com PTU, o qua
também diminui os niveis plasméticos de FSH,
associado a administracdes didrias de FSH
durante as trés primeiras semanas apds 0O
nascimento, possuem efeito aditivo sobre o
ndmero de células de Sertoli por testiculo.

Como os receptores de leptina sdo
encontrados em ambos 0s compartimentos,
intertubular e tubular do testiculo (El-Hefnawy
et a., 2000; Caprio et a., 2003), ndo podemos
excluir um efeito direto da hiperleptinemia no
desenvolvimento e nas fungdes das células de
Sertoli, de Leydig e células germinativas.
Dihidrotestosterona (DHT), originada pelo
metabolismo de T mediado pela 5a.-reductase, é
importante para a fungdo epididiméaria (Robaire
& Viger, 1995; Ezer e Robaire, 2002). Assim, 0
peso epididimario significativamente reduzido
observado nos animais tratados com MSG pode
estar correlacionado com o0s niveis de
testosterona mais baixos encontrados nestes
animais. A diminui¢do observada para peso da
gléandula adrenal estd de acordo com dados
publicados anteriormente (Dolnikoff et 4al.,
1988), sugerindo que as mudangas no
tamanho/morfologia do coOrtex adrenal sdo
sintométicas do estimulo tréfico. Como
esperado, os nivels plasmaticos de FSH e LH



apresentaram-se alterados nos ratos tratados
com MSG avaliados na idade adulta, indicando
lesio permanente no nlcleo arqueado destes
animais (Clemens et al., 1978). Nossos dados,
de acordo com observagBes anteriores, indicam
gue os niveis plasméticos de testosterona
(Giovambattista et al., 2003) e de hormonios
tireoideanos (Miskowiak & Partyka, 1993)
foram similares nos ratos tratados com MSG e
controles avaliados aos 120 dias de idade.

E védlido mencionar que os dados
obtidos no presente estudo para os par@metros
funcionais e estruturais de ratos adultos do
grupo controle, inclusive sobre as céulas de
Leydig, estdo dentro da gama de dados
apresentados para ratos na literatura (Russel &
Francga, 1995; Mori & Christensen, 1980; Zirkin
& Ewing, 1987). Exceto pelo nimero de células
de Sertoli por testiculo, os valores obtidos para
0s parametros relacionados aos tubulos
seminiferos foram similares em ratos adultos
tratados com MSG e controles. Estes dados
indicam que ateracbes devido ao tratamento
com MSG e hiperleptinemia, relacionadas a
funcdo das células de Sertoli e a0 processo
espermatogénico, podem ser revertidas na idade
adulta. Todavia, como geralmente a atividade
proliferativa das células de Sertoli ndo se
estende além das 2-3 semanas apés o
nascimento (Orth, 1993; Sharpe et a., 2003), o
nimero fina de tais células por testiculo
permaneceu baixo ap6s 30 dias de idade nos
ratos tratados com MSG.

Como cada célula de Sertoli pode
suportar um ndmero limitado e
aproximadamente fixo de células germinativas
para cada espécie, ja é de conhecimento geral na
literatura que 0 nimero de células de Sertoli,
estabelecido durante o periodo pré-pubera,
determina o tamanho fina do testiculo e a
magnitude da producdo espermatica em animais
sexualmente maduros (Berndtson et al., 1987;
Orth et a., 1988; Johnson et al., 1994; Franca &
Russell, 1998). A esse respeito, baseado no
nimero de células de Sertoli por testiculo,
poderiamos esperar uma baixa producdo
espermatica diaria por testiculo (eficiéncia
espermatogénica) em ratos tratados com MSG
adultos. Entretanto, experimentos nos quais o
nimero de células de Sertoli por testiculo
apresentou-se  aumentado ou  diminuido
observaram, respectivamente, reducdo (Hesse t
al., 1993; Vermeulen et al., 2002) ou eevacdo
(dados ndo publicados a partir de nosso

laboratorio) do nimero de células germinativas
para cada célula de Sertoli. Na verdade, apesar
de ndo ter sido significativamente diferente,
guando comparada a €ficiéncia das células de
Sertoli no grupo controle, os resultados
observados no grupo tratado com MSG
apresentaram-se  aproximadamente dez por
cento mais dtos. Ta resultado provavelmente
explicaarazdo de os valores encontrados para a
eficiéncia espermatogénica terem sido parecidos
em ambos os grupos avaliados. Paradoxa mente,
diferentemente do observado no presente
trabalho, diante do menor niimero de células de
Sertoli por testiculo deveriamos esperar niveis
mais atos de FSH (Dohle et a., 2003). Apesar
de ndo ser totamente compreendido, os
distrbios promovidos no eixo hipotédlamo-
hipéfise-gonadal devido ao tratamento com
MSG provavelmente mascaram o significado
real dos niveis plasméticos reduzidos de FSH
observados no presente modelo. Também n&o
podemos deixar de ressaltar que a avaliagdo dos
niveis de inibina B nos animais tratados com
MSG poderia fornecer informagdes adicionais a
respeito dafuncgéo das células de Sertali.

Apesar dos varios  par@metros
relacionados a fungdo das células de Leydig,
tais como volume individual e volume total
ocupado por tal célua no compartimento
intertubular, terem mostrado clara tendéncia
para diminuicdo nos animais adultos
hiperleptinémicos, os niveis plasméticos de
testosterona  permaneceram  normais.  Os
menores pesos dos Orgaos sexuais acessorios
observados nos ratos adultos hiperleptinémicos,
assim como os niveis plasmaticos normaisde T,
provavelmente resultaram da  atividade
esteroidogénica reduzida das células de Leydig,
durante o periodo critico do desenvolvimento
testicular. Além disso, como Orgdos sao
androgeno-dependentes  (Robaire &  Viger,
1995; Ezer & Robaire, 2002; Perello et., 2004),
alteragdes na conversao de testosterona em
diidrotestosterona ndo podem ser descartadas,
assim como um efeito direto da leptina nos
testiculos dos ratos tratados com MSG. Estudos
recentes mostraram que ratos tratados com
MSG apresentaram disfuncdo das céulas de
Leydig in vitro a0 serem expostas a diferentes
concentragbes de hCG (Giovambattista et d.,
2003). Também foi sugerido neste estudo que,
em testiculos de ratos normais, a leptina pode
representar um fator inibitério adiciona a
esteroidogénese testicular (P450ssc, StAR e 17
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B-HSD). Além disso, a hiperleptinemia crénica
induzida pelos efeitos neurotdxicos poderia ser
responsavel pela inibicdo da expressdo de
MRNA para receptores de leptina no testiculo
de ratos adultos (Giovambattista et al., 2003).
Entretanto, como animais tratados com MSG
desenvolvem precocemente
hiperadi posi dade/hi perleptinemia,
provavelmente como conseqiiéncia da maior
atividade corticoadrena (Perello et a., 2004),
ainda precisa ser determinado se a prépria leséo
hipotal@mica ou sua associagdo com alteracbes
na relacdo tecido adiposo/adrena sdo fatores
determinantes para as ateracOes na fertilidade
de ratos machos tratados com MSG (Pizzi et dl.,
1977). De fato, deveria ser considerado que a
hiperatividade corticoadrenal poderia estar
diretamente envolvida na atividade reduzida do
eixo hipotal@dmico (LHRH)-gonadotréfico (LH)
(Ladlau et al., 1990), resultando assm em
alteragdes na maturagdo sexua (Biagini & Pich,
2002) em ratos tratados com MSG. Ainda
precisa ser determinado se a corregdo da
hipercorticosteronemia, observada nos animais
com fendtipo hiperadiposo (Pizzi et a., 1977),
em ratos tratados com MSG poderia evitar uma
funcdo reprodutiva masculina debilitada. Para
melhor ~ compreensdo  dos  mecanismos
relacionados as nossas descobertas sobre as
alteragbes na reproducdo caracterizadas em
animais tratados com MSG, estudos em ratos
hiperleptinemicos ~ cronicos, devido a
administragdo de leptina exdgena diédria durante
0 desenvolvimento, est&o em desenvolvimento.

Para concluir, nossos resultados
indicam que animais tratados com MSG
apresentam caracteristicas de ateracdes do eixo
hipotdlamo-hipdfise-gonadal: 1) ateragdo na
proliferacéo de células de Sertoli e de Leydig ao
longo do desenvolvimento; 2) diminuicdo no
ndmero de células de Sertali por testiculo, Unico
elemento tubular comprometido ja
anteriormente a puberdade; e 3) pesos reduzidos
dos 6rgdos sexuais acessorios, em ambas as
idades investigadas, os quais provavelmente
resultaram da aividade esteroidogénica
reduzida de células de Leydig durante o periodo
critico do desenvolvimento testicular. Ainda
precisa ser avaliado se a hiperleptinemiaalongo
prazo é o principa fator para as ateragbes no
desenvolvimento do eixo hipotdamo-hipdfise-
gonadal nos ratos tratados com M SG.
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