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RESUMO

Malformacgdes e disfuncdes do sistema reprodutor masculino observadas
no individuo adulto podem resultar de disfuncbes da gbnada fetal. Um dos
fatores que modifica a fungéo testicular fetal € a exposicao a xenobioticos, dentre
0s quais, o antiviral ganciclovir (GCV). A exposicdo ao GCV no dia 10 de
gestacdo (DG10) causa o desenvolvimento de tubulos seminiferos contendo
apenas células de Sertoli (TACS). Como o mecanismo de acdo do GCV esta
relacionado com o metabolismo do DNA e inibicdo da proliferacdo celular,
aventa-se que os TACS ocorrem por efeito citotdéxico do GCV sobre as células
germinativas. Para testar esta hipétese, expusemos ratas gestantes a 300 mg/kg
de GCV (trés injecdes subcutaneas de 100 mg/kg) no DG10, 14 e 19, quando as
células germinativas apresentam, respectivamente, taxas elevadas de migracao,
proliferacdo ou estdo mitoticamente quiescentes. Os descendentes masculinos
expostos ao GCV no DG 10 e 14 foram avaliados para marcadores de
androgenizacdo, androgenos fecais e séricos e histomorfometria testicular,
quando adultos. Nos testiculos fetais (DG15 e 20), utilizamos a
imunofluorescéncia de dupla marcacdo para DAZL (marcador especifico de
células germinativas) e Ki67 (marcador de proliferacdo celular) para investigar o
namero de gondcitos e a atividade proliferativa de células germinativas e
somaticas, 24 h ap0s a primeira injecdo do GCV. Os ratos adultos expostos no
DG14 apresentaram reducdo de 50% no peso testicular, resultado da reducéo
nos volumes do espaco intersticial e dos tabulos seminiferos, dos quais em torno
de 30% eram TACS. Apresentaram, ainda, atraso na puberdade, apesar dos
niveis normais de androgénios. Nos animais expostos no DG10 os efeitos foram
menos pronunciados, com reducdo de 30% do peso testicular e 12% de
ocorréncia de TACS. Em ambos 0s grupos, a populacéo de células de Sertoli foi
reduzida, com aumento no indice de células de Sertoli (raz&o entre o niumero de
esperméatides redondas por célula de Sertoli) nos animais expostos no DG14.
Nos testiculos fetais, o niumero de células germinativas foi reduzido em 50% nos
ratos expostos no DG14, enquanto permaneceu inalterado naqueles expostos
no DG19. No entanto, a exposi¢cdo ao GCV no DG 19 reduziu a imunomarcacao
do Ki67 das células de Sertoli, 0 que indica que o GCV reducédo da proliferacao
num periodo da gestacdo em que normalmente as células de Sertoli apresentam
alta taxa de proliferacdo. Em conclusao, a exposi¢cado ao GCV durante a gestacéo
parece apresentar efeitos tdxicos sobre células somaticas e germinativas
testiculares. No entanto, a toxicidade do GCV sobre as células germinativas é
mais pronunciada e esta diretamente relacionada com a taxa de proliferacéo.
Esse efeito € tempo-dependente e, em ratos, o DG 14 é uma janela critica de
sensibilidade ao GCV, ja que a exposi¢cao nesse dia causou uma perda macica
aguda das células germinativas, a qual persistiu até a idade adulta.

Palavras-chave: Toxicologia. Células germinativas. Desordens reprodutivas
masculinas. Antiviral.



ABSTRACT

Impairment of fetal gonadal development can lead to malformations and
dysfunction of the male reproductive system in adult life. Several factors are
potentially disruptors of the fetal testicular function, including exposure to
xenobiotics such as the antiviral ganciclovir (GCV). Exposure to GCV at day 10
of gestation (GD10) causes the development of seminiferous tubules containing
only Sertoli cells (SCOT). As the mechanism of action of GCV is related to DNA
metabolism and inhibition of cell proliferation, SCOT could be a consequence of
the cytotoxic effect of GCV on germ cells migration and proliferation. To test this
hypothesis, we treated pregnant rats with 300 mg/kg of GCV (three subcutaneous
injections of 100 mg/kg) at GD10, 14 and 19, when germ cells show high rates of
migration, proliferation or are mitotically quiescent, respectively. Male offspring
exposed to GCV at GD10 and 14 were evaluated for androgenic markers, fecal
and serum androgens and testicular histomorphometry when adults. In the fetal
testis (GD15 and 20), we used double-label immunofluorescence for DAZL (germ
cell specific marker) and Ki67 (cell proliferation marker) to investigate the number
of gonocytes and the proliferative activity of germ cells and somatic cells, 24 h
after the first injection of GCV. The adult rats exposed at GD14 presented a 50%
reduction in the testicular weight, as a result of a volume reduction of the
seminiferous tubules (30% were SCOT) and of the interstitial space. GD14
animals had also delayed puberty, despite normal levels of androgens. In the
animals exposed at GD10, the effects were less pronounced, with a reduction of
30% in testicular weight and 12% of SCOT. In both groups, the Sertoli cell
population was reduced, with an increase in the Sertoli cell index (ratio of the
number of round spermatids per Sertoli cell) in the animals exposed in GD14. In
the fetal testis, the number of germ cells was reduced by 50% in the rats exposed
in GD14, while it remained unchanged in GD19 testes. However, exposure to
GCV in GD19 reduced Ki87's immunostaining, indicating that GCV reduced the
proliferation of Sertoli cells in a period of the gestation when Sertoli cells are
expected to have a high proliferation rate. In conclusion, exposure to GCV during
gestation causes toxic effects on somatic and testicular germinative cells.
However, the toxicity of GCV on germ cells is more pronounced and is directly
related to the rate of proliferation. This effect is time-dependent and, in rats, GD14
is a critical window of sensitivity to GCV, since exposure at GD14 caused a
massive acute loss of germ cells, which persisted into adulthood.

Key-words: Toxicology. Germ cell. Male reproductive disorders. Antiviral.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento pré-natal é considerado um periodo critico na etiologia de
diversas doencas. Alteracdes induzidas no ambiente intrauterino, incluindo a
exposicdo a determinadas substancias quimicas, pode levar a uma série de
modificacdes no feto, as quais podem se manifestar na forma de doencas ou
disfuncdes organicas na vida pos-natal (MARCINIAK et al., 2017). Este tipo de efeito
ja foi demonstrado sobre diversos sistemas orgéanicos, incluindo o sistema reprodutor.
Nos machos, estudos experimentais e epidemiologicos ja demonstraram que danos
causados sobre as células testiculares durante o desenvolvimento gonadal fetal
resulta em malformacgdes e disfuncdes do sistema reprodutor masculino, tanto em
animais como no homem, comprometendo a fertilidade.

Em humanos, a exposicao pré-natal aos xenobioticos e fatores associados ao
estilo de vida vem sendo relacionados com a queda na contagem espermatica, com o
aumento na incidéncia de cancer testicular, na frequéncia de criptorquidismo e
hipospadias e com o aparente aumento na demanda por reproducdo assistida
(CARLSEN et al., 1992; SHARPE; SKAKKEBAEK, 1993; SKAKKEBAEK; RAJPERT-
DE MEYTS; MAIN, 2001; MCGLYNN; COOK, 2009; LEVINE et al., 2017).
Modificacdes da funcdo das células somaticas e germinativas durante o periodo de
organogénese testicular podem levar a alteracdes do sistema reprodutor masculino,
incluindo alteracdes mais discretas na morfologia testicular como a presenca de
tubulos seminiferos apenas com células de Sertoli (TACS), hiperplasia de células de
Leydig e microcalcificages no interior dos tibulos seminiferos (microlitiase) (JUUL et
al.,, 2014; SKAKKEBAEK et al., 2003). Estudos experimentais em animais
(AKINGBEMI et al., 2004; ANDRADE et al., 2006; KITA et al., 2016) e epidemiolégicos
em humanos, sustentam a relacdo entre disfuncdo das células testiculares durante a
organogénese e as desordens do sistema reprodutor masculino na vida pés-natal que
deram origem a hipotese da sindrome da disgenesia testicular (SDT) (SKAKKEBAEK;
RAJPERT-DE MEYTS; MAIN, 2001; SKAKKEBAEK, 2004; SHARPE; SKAKKEBAEK,
2008; TOPPARI et al., 2010)

Diversos contaminantes ambientais, como plastificantes, metais pesados
(PIZENT; TARIBA; ZIVKOVIC, 2012), residuos da agroindustria (JOSHI; SHARMA,
2011) e de processos industriais (QUEIROZ; WAISSMANN, 2006), tém a capacidade
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de interferir no desenvolvimento e funcao testicular. Além destes, até mesmo alguns
medicamentos tem sido relacionados com o desenvolvimento de disfuncdes
testiculares, como anti-inflamatérios (DUMORTIER et al., 2011; VYAS et al., 2016),
analgésicos (DEAN et al., 2016; HOLM et al., 2016), e antivirais (BAIRY; KUMAR,;
RAO, 2009; MOVAHED et al., 2013), como o ganciclovir (GCV) (FAQI et al., 1997;
KLUG et al., 1991; NIHI et al., 2014; QIU et al., 2016), que é o objeto do nosso estudo.

O GCV ¢é utilizado para tratar a citomegalovirose, uma doencga oportunista
causada pelo citomegalovirus (CMV), a qual atinge, principalmente, pessoas com o
sistema imunolégico comprometido, como é o caso de receptores de transplante de
orgao, pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) ou pacientes
sob terapia com imunossupressores (LANDOLFO et al., 2003). Os sintomas da
citomegalovirose sao amplos e genéricos como dores de cabeca e muscular e febre,
podendo incluir também pneumonia, retinite, miocardite, anemia hemolitica, dentre
outros (VANCIKOVA; DVORAK, 2001). O diagndstico pode ser realizado a partir da
deteccdo do DNA viral através da reacado em cadeia da polimerase (PCR) no sangue
ou outros fluidos corporais, mas também por meio de imuno-histoquimica em biépsias
de figado ou pulméo, por exemplo (LANDOLFO et al., 2003). O quadro mais grave da
citomegalovirose ocorre em neonatos que podem ser infectados via transplacentaria,
no parto ou durante a amamentacado. Nestes a citomegalovirose pode evoluir para
quadros de déficit sensorial, cognitivo e motor relacionados com a infeccdo do sistema
nervoso central (SWANSON; SCHLEISS, 2013).

O tratamento de mulheres gestantes com o GCV é considerado de risco para
o desenvolvimento de teratogenia, embora ainda ndo existam relatos cientificos do
desenvolvimento de teratogenia apos o tratamento de mulheres gestantes com o0 GCV
(BRIGGS; FREEMAN; YAFFE, 2001; PESCOVITZ, 1999; PULIYANDA et al., 2005),
alteracdes no desenvolvimento fetal ja foram descritas em modelos experimentais
(BRIGGS; FREEMAN; YAFFE, 2001; KLUG et al., 1991). Isso reforca a atencéo que
deve ser tomada quando h& necessidade de tratamento de gestantes com o GCV.
Nos modelos experimentais expostos in utero a doses elevadas de GCV (da ordem
de 100x a dose de tratamento utilizada em humanos), houveram altera¢cées no nimero
de somitos, no desenvolvimento da cabeca e do pericardio dos fetos (KLUG et al.,
1991). Além disso, dependendo do momento da gestacdo em que a exposicdo de

modelos experimentais ocorre, foram observadas também alteragdes testiculares nos
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descendentes, com comprometimento da espermatogénese e, potencialmente, da
fertilidade dos animais (HARTMANN et al., 1991; NIHI et al., 2014).

A exposicéao de ratas gestantes a 300 mg/kg de GCV no dia de gestacao (DG)
10 causou reducao do peso testicular nos descendentes adultos e a ocorréncia de
corddes/tubulos seminiferos contendo apenas ceélulas de Sertoli (TACS) nos fetos no
DG 20, bem como nos descendentes adultos, indicando efeitos permanentes da
exposicdo ao GCV durante a gestacdo (NIHI et al., 2014). O periodo de exposi¢ao
escolhido pelos autores (DG10) é considerada uma janela temporal critica para a
organogénese testicular de ratos, quando ha migracao e inicio da proliferacdo de
células germinativas (ENCINAS; ZOGBI; STUMPP, 2012; KEMPER; PETERS, 1987).

Os efeitos testiculares da exposi¢cdo ao GCV também sdo observados quando
a exposicao ocorre apenas na fase adulta. FAQI et al. (1997) expuseram ratos adultos
a 300 mg/kg de GCV e observaram reducdo progressiva do peso testicular e do
namero de espermatozoides, com valores minimos registrados depois de oito
semanas do tratamento. Entretanto, diferente do que ocorre nos ratos expostos ao
GCV in utero, nos quais o efeito sobre o epitélio seminifero pode ser observado ja no
20 DG e perdura até o dia pos-natal (DPN) 90, nos ratos adultos ocorre recuperacao
gradual do epitélio seminifero. Os niveis normais de peso testicular e producao
espermatica sdo restaurados 24 semanas apos a exposicdo ao GCV, evidenciando
um efeito temporario do GCV sobre o testiculo do animal adulto. Assim,
aparentemente, nos ratos adultos, o efeito citotoxico do GCV ocorreria sobre as
células germinativas nos estagios iniciais da espermatogénese, mas ndo sobre as
espermatogobnias-tronco (FAQI et al., 1997).

Apesar dos achados descritos anteriormente, ainda n&o estdo esclarecidos os
mecanismos pelos quais o0 GCV induz as alteragdes testiculares. Os resultados
obtidos por Nihi et al. (2014) sugerem que o GCV pode interferir na colonizacao dos
testiculos pelas células germinativas, provavelmente por alterar a migracdo ou a
sobrevivéncia destas células, resultando em disfuncao testicular permanente. Ja os
resultados de Faqi et al. (1997) demonstram haver maior susceptibilidade de alguns
tipos celulares da linhagem germinativa do que em outros.

O fato de a exposicao in utero ao GCV causar efeitos permanentes sobre o
epitélio seminifero de ratos é bastante preocupante. Ainda que nao se possa
extrapolar diretamente esses dados para humanos, existe o potencial para esse

mesmo efeito em mulheres gestantes, jA que as mesmas podem ser tratadas com o



16

GCV quando desenvolvem infeccao por citomegalovirus. Nessa condicao, os fetos do
sexo masculino poderiam potencialmente sofrer alteracdo no desenvolvimento
testicular por acdo do GCV. Frente a este cenério, nds investigamos os efeitos da
exposicdo pré-natal ao GCV em diferentes janelas do desenvolvimento testicular de
ratos, buscando esclarecer os mecanismos envolvidos. Considerando que o GCV tem
efeito sobre o metabolismo do DNA e que as células germinativas sdo,
aparentemente, mais sensiveis ao efeito citotoxico do antiviral (FAQI et al., 1997; NIHI
et al, 2014), n6s expusemos ratas gestantes ao GCV em momentos do
desenvolvimento testicular em que as células germinativas estdo passando por
diferentes processos: migracdo e proliferacdo, somente proliferacdo e em fase
estacionaria. Nossa hipotese é a de que os efeitos da exposi¢cdo ao GCV sobre o
desenvolvimento testicular dependem do momento da exposicdo em relacdo aos
diferentes processos pelos quais as células germinativas e somaticas passam durante
as etapas de organizacao dos tubulos seminiferos.

Sendo assim, nds expusemos ratas gestantes ao GCV nos dias 10, 14 ou 19
da gestacao, quando, nos fetos masculinos, as células germinativas tém altas taxas
de migracado, proliferacdo ou estdo em fase estacionaria, respectivamente. Nos
descendentes machos adultos expostos ao GCV no DG 10 ou 14 avaliamos a funcao
testicular por analise morfométrica detalhada do parénquima testicular, medida de
testosterona em amostras seéricas e fecais e parametros andrégeno-dependentes.
Adicionalmente, para avaliar se o GCV interfere na proliferacdo ou na densidade de
gonacitos e na proliferacdo das células sométicas testiculares, avaliamos as gbnadas
fetais de animais expostos no DG 14 ou 19 através do uso de anticorpos especificos
para as proteinas de proliferacdo, Ki67, e de gondcitos, DAZL, associado com a

visualizagdo em microscopia de imunofluorescéncia.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PROGRAMACAO FETAL

Diversos estudos epidemiolégicos e experimentais demonstram que
alteracdes no estado imunoldgico, nutricional e psicolégico da gestante, assim como
a exposicao a substancias toxicas, contaminantes ambientais e até mesmo a alguns
medicamentos, podem estar relacionados com o desenvolvimento de disfuncdes
organicas nos descendentes. As mudangas no ambiente intrauterino podem induzir
adaptacdes gendmicas ou da comunicacdo e sinalizacdo intercelular do feto
resultando em modificacbes estruturais, fisiolégicas e metabdlicas permanentes.
Estas modificacbes podem predispor o individuo a doencas cardiovasculares,
metabolicas, endocrinas e reprodutivas durante a vida pos-natal (GODFREY;
BARKER, 2001; HELENE, 2002; ALEXANDER; DASINGER; INTAPAD, 2015; NANDI;
MISHRA, 2015; LUCCHESE et al., 2017; MARCINIAK et al., 2017). Esta é a hipétese
da programacéo fetal discutida pela primeira vez pelo epidemiologista britdnico David
Baker (1992), o qual reporta o desenvolvimento de diabetes do tipo 2 na vida pés-
natal relacionado com a ma nutricdo do individuo na vida intrauterina e perinatal
(HALES; BARKER, 1992).

A relacdo entre danos causados durante o desenvolvimento fetal e
consequéncias de longo prazo foi também discutida em relacdo a funcéo reprodutiva
pelos pesquisadores Skakkebaek, Meyts e Main (SKAKKEBAEK; RAJPERT-DE
MEYTS; MAIN, 2001), os quais sugerem que o aumento na incidéncia de cancer
testicular, criptorquidismo e hipospadias em homens, assim como a queda na
gualidade do sémen, sédo sinais de um efeito ndo explicito da sindrome de disgenesia
testicular (SDT). A SDT seria resultado de alteracdes na funcao das células somaticas
(células de Leydig e de Sertoli) e germinativas, durante o periodo de organogénese
testicular e de diferenciacdo fenotipica fetal, causando disfuncdes do sistema
reprodutor masculino (FIGURA 1) (CARLSEN et al., 1992; SHARPE; SKAKKEBAEK,
1993; TOPPARI et al., 2010).

Estudos experimentais em roedores expostos in utero a substancias com acéo
anti-androgénica, como o desregulador enddécrino di(2-etilhexil) ftalato (DEHP),

demonstraram que ocorre disfuncao testicular, malformacéo do sistema reprodutor e



18

alteracdo das caracteristicas fenotipicas masculinas sustentando a hipotese da SDT.
Entretanto diversas outras substancias quimicas podem interferir no desenvolvimento
testicular causando malformagfes e disfungcdes como metais pesados (PIZENT;
TARIBA; ZIVKOVIC, 2012), residuos da agroindistria (JOSHI; SHARMA, 2011) e de
processos industriais (QUEIROZ; WAISSMANN, 2006). Mais recentemente, também
vem crescendo as investigacdes sobre 0s efeitos da exposi¢cdo a medicamentos sobre
a funcao testicular. Véarios compostos j& foram relacionados com disfuncbes
testiculares, como anti-inflamatérios (VYAS et al., 2016), analgésicos (DEAN et al.,
2016), e antivirais (BAIRY; KUMAR; RAO, 2009; MOVAHED et al., 2013), como o
ganciclovir (GCV), foco deste estudo, o qual tem sido relacionado com o
desenvolvimento de malformacdes embrionarias e alteragdes testiculares in vivo e in
vitro (FAQI et al., 1997; KLUG et al., 1991; NIHI et al., 2014; QIU et al., 2016).

Diferenciagao

células e e el Disgenesia
testiculares
Fungdes Proliferagdo  «—— Pproliferagéo T Fungdes
testiCUIo fEtaI Diferencia(}éo AMH InS|3 Comprometidas
Resultados Al 0TS R N Masculinizagéo
diferenciagio Esptg ongamento egressao Descida testicular
testicular Maturagéo CS Ductos de Muller CL adulta
Redugdo nimero CG Numero reduzido de CS  Masculinizagao incompleta
Diferenciacdo incompleta CG  Imaturidade funcional ~ Descida incompleta testiculos

L 4
l l 1 Resultados

) . disgenesia
TACS Contagem espermatica reduzida Hipospadias

Cancer CG Malformag&o de TS DAG reduzida
Criptarquidismo
Produgao T reduzida

Figura 1 — Sindrome da disgenesia testicular

FONTE: Adaptado de Sharpe e Skakkebaek, 2008.

NOTA: Diagrama esquematico que ilustra como a disgenesia sobre o testiculo fetal pode levar a
alteragdo das fungdes das células somaticas e germinativas, resultando nas desordens que compde a
Sindrome da disgenesia testicular (SDT). A disgenesia pode ser causada por fatores ambientais, como
a exposicdo ambiental aos desreguladores enddcrinos, ou por fatores genéticos, como a microdelegcfes
do cromossomo Y e os polimorfismos.

LEGENDA: CG =células germinativas; CS = células de Sertoli; CL = células de Leydig; AMH = horménio
anti-Mdlleriano; T = testosterona; Insl3 = hormdnio semelhante & insulina 3; Esptg = espermatogonias;
TS = tibulos seminiferos; TACS = tdbulos apenas com células de Sertoli; DAG = distancia anogenital.
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2.2 DIFERENCIACAO E DESENVOLVIMENTO TESTICULAR EMBRIONARIO EM
RATOS

O desenvolvimento gonadal em mamiferos € bastante similar entre as
espécies, divergindo muitas vezes, apenas no periodo da gestagcdo em que cada
estagio ocorre (BUEHR, 1997). Como esta tese foi desenvolvida com ratos como
modelo experimental, os eventos do desenvolvimento testicular aqui descritos tém
como base a linha temporal para esta espécie (FIGURA 2), embora algumas vezes
seja apresentado o periodo correspondente ao evento da organogénese testicular em

humanos.
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8 e
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CGP: 4 A
12 migragao, Diferenciagao; Diferenciagéo
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Figura 2 — Linha temporal da diferenciacéo testicular em ratos

FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: CL = célula de Leydig; DG = dia de gestacao; CGP = células germinativas primordiais; AMH
= hormonio anti-milleriano; T = testosterona; InsI3 = fator semelhante a insulina 3; DPN = dia pds-natal.
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A determinacéo do sexo cromossémico do individuo ocorre no momento da
fecundacdo, pelos cromossomos sexuais parentais. O desenvolvimento gonadal
ocorre a partir de uma gbénada bipotencial, a qual pode diferenciar para ovario ou
testiculo, dependendo da expresséo génica. Caso o embrido tenha no seu DNA o
gene Sry, normalmente contido no brago curto do cromossomo Y, e a sua expressao
ocorra normalmente, isso levara a diferenciacdo masculina da genitalia. A expressao
do gene Sry desencadeia a diferenciacdo das células de Sertoli e de Leydig, a
producdo de androgénios e a diferenciacdo gonadal e fenotipica do sexo masculino
(SWAIN, 2006; EWEN; KOOPMAN, 2010). Nos casos em que a expressao do gene
Sry ndo ocorra ou em que a sintese ou a acdo da testosterona ndo ocorram
normalmente, como resultado de mutacdes genéticas nas enzimas esteroidogénicas
ou nos receptores de testosterona, independente do sexo cromoss6mico, havera
diferenciacéo sexual para um individuo do sexo feminino.

As célula germinativas primordiais (CGP, FIGURA 2), precursoras dos
espermatozoides e ovdcitos, sdo especificadas na regido posterior do epiblasto por
volta do DG 6-8 em ratos (ZHAO; GARBERS, 2002; MARLOW, 2015), o que equivale
aproximadamente a terceira semana de gestacdo em humanos (KAVOUSSI;
COSTABILE; SALONIA, 2013). A especificacdo depende de moléculas sinalizadoras
secretadas pelo ectoderma extraembrionario e endoderma visceral, as quais
desencadeiam a expressdo de genes especificos das CGP, como o gene Stella, ao
mesmo tempo que reprimem a expressao de genes especificos das células somaticas
(SAGA, 2008). As CGP ja determinadas podem ser identificadas pela alta atividade
de fosfatase alcalina, na membrana celular e no citoplasma, a partir dos DG 7-8 em
ratos (KEMPER; PETERS, 1987; GINSBURG; SNOW; MCLAREN, 1990; SAITOU,
2009; MANKU; CULTY, 2015).

A migracdo das CGP inicia por volta do DG 8 — 10 em ratos e ocorre,
inicialmente, de forma passiva, pois sdo levadas por meio do movimento de
dobramento da endoderme até a parte ventral do intestino posterior (MOLYNEAUX et
al., 2001, 2003). Na sequéncia, elas migram ativamente através do mesentério dorsal
do intestino posterior, alcangando as cristas genitais por volta do DG 14 (FIGURA 3)
(BUEHR, 1997; MOLYNEAUX et al., 2001; BANDYOPADHYAY et al., 2003; RAZ,
2004; ENCINAS; ZOGBI; STUMPP, 2012). Em humanos, as células germinativas
primordiais alcangcam as cristas genitais e comegam a formar os corddes seminiferos

em conjunto com as células de Sertoli por volta da 52 — 72 semana de gestacdo
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(WARTENBERG,1989 apud KURIHARA et al., 2010; O'SHAUGHNESSY; FOWLER,
2011; KAVOUSSI; COSTABILE; SALONIA, 2013).

Intestino :
AT Intestino Crists
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Intestino genital
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Mesonéfro
Cloaca
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Figura 3 — Trajetoria de migracdo das células germinativas primordiais

FONTE: adaptado de Gardner D.G., Shoback D. Endocrinology, 92 edi¢do. Dominio publico, disponivel
em: http//www.accessmedicine.com

NOTA: Desenho esquemaético de embrido de mamifero mostrando (A) as células germinativas
primordiais (CGP) na parede do saco vitelinico, préximo ao alantdide. (B) Trajetéria de migracdo das
CGP a partir do endoderma do intestino posterior e mesentério dorsal do intestino posterior, até as
cristas genitais.

Durante a migracao, a populacao de CGP passa pelos processos de mitose,
reprogramacao epigenética e apoptose. As CGP apresentam um periodo de
duplicacdo bastante uniforme de, aproximadamente, 16 h e o numero de CGP
aumenta de poucas células determinadas no DG 6 para uma populacdo de mais de
25.000 por volta do DG 14 na gbnada fetal (BEAUMONT; MANDL, 1963; TAM; SNOW,
1981; OHINATA et al.,, 2005; CULTY, 2009). A extensa reprogramacdo das
informacdes epigenéticas das CGP através da metilacdo/demetilacdo de DNA e da
modificacdo do padrao de histonas tem por objetivo inibir a via de diferenciacdo das
CGP em células somaticas, estabelecer a rede regulatdria de transcricdo necessaria
para manter a plasticidade de diferenciacdo das CGP e deletar parte das informacgdes
epigenéticas oriundas dos progenitores (DE FELICI, 2011; GUERRERO-BOSAGNA
et al., 2013; CHEN; YAN; DUAN, 2016). A apoptose ocorre em celulas que
apresentam migracao errbnea e para a eliminagdo de células germinativas anémalas
(BOULOGNE et al., 1999; HERMO et al., 2010).

Quando as CGP se tornam residentes nas cristas genitais e sdo envoltas
pelas células de Sertoli elas passam a ser denominadas gondcitos. Em ratos, os

gondcitos continuam a proliferar até o DG 18, quando entram em fase estacionaria,
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sem atividade proliferativa, até por volta do DPN 5 em ratos (BOULOGNE et al., 1999;
CULTY, 2009; ENCINAS; ZOGBI; STUMPP, 2012). Em humanos, 0os gondcitos
proliferam até por volta da 72 semana de gestagdo e voltam a proliferar somente na
puberdade (KAVOUSSI; COSTABILE; SALONIA, 2013). Entre os DPN 5 e 8 em ratos
(CULTY, 2009; ENCINAS; ZOGBI; STUMPP, 2012; MANKU; CULTY, 2015) e por
volta da 142 semana de gestacdo em humanos (GONDOS; HOBEL, 1971), os
gondcitos migram do centro para proximo da membrana basal dos corddes
seminiferos. Em ratos, entram novamente em proliferacdo até que as primeiras
espermatogbnias sdo observadas por volta do DPN 15 (FIGURA 2), as quais
permanecem no estado indiferenciado de espermatogdnias-tronco ou se diferenciam
em espermatogbnias do tipo A. Essas Ultimas irdo protagonizar a primeira onda
espermatogénica (MEACHEM et al., 2005), quando ha também intensa atividade
apoptotica das células germinativas, provavelmente para a manutencao de uma razao
ideal de células germinativas por células de Sertoli (BOULOGNE et al., 1999; OLASO,;
HABERT, 2000; RUWANPURA; MCLACHLAN; MEACHEM, 2010; MANKU; CULTY,
2015). Finalmente, por volta do DPN 50 os primeiros espermatozoides podem ser
observados na cauda do epididimo de ratos (ROBB; AMANN; KILLIAN, 1978).

Quanto as células somaticas, as células de Sertoli sdo as primeiras a se
diferenciar nas cristas genitais a partir de células do epitélio celémico, por volta do DG
11 — 12 em ratos (FIGURA 2) (KARL; CAPEL, 1998; OLASO; HABERT, 2000) e por
volta da 72 semana de gestacdo em humanos (WARTENBERG,1989 apud
KURIHARA et al., 2010). As células precursoras das células de Sertoli expressam o
gene Sry, resultando na proteina SRY, também conhecida por fator determinante
testicular, que estimula a expressdo de SOX9. Em conjunto, a proteinas SOX9 e SRY
induzem a diferenciacdo da génada indiferenciada em testiculo (OLASO; HABERT,
2000; SWAIN, 2006). Sao as células de Sertoli que coordenam a diferenciacédo de
outros tipos de células testiculares e organizam o desenvolvimento gonadal
(AUHAREK et al., 2010).

Um dos primeiros produtos secretados pelas células de Sertoli € o hormdnio
anti-Mlleriano (AMH). A principal fun¢cdo do AMH € induzir a regresséo dos ductos de
Miller no embrido do sexo masculino, 0s quais dariam origem aos Orgaos
reprodutores femininos. A sua secrecao perdura até o periodo peripuberal, quando ha
elevacdo dos niveis de horménio foliculo estimulante (FSH) e de testosterona
(KURODA et al., 1990; WALKER; CHENG, 2005). Neste periodo, além de cessar a
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expressao de AMH, as células de Sertoli também perdem a capacidade de proliferar,
0 gque caracteriza a mudanca do estado imaturo para o maduro das células de Sertoli
(CARMONA et al.,, 1998; SHARPE et al.,, 2003; GERBER; HEINRICH; BREHM,
2016;).

Em diversas espécies sao identificados dois momentos distintos em que as
células de Sertoli proliferam: o periodo neonatal e o peripuberal (SHARPE et al.,
2003). Em ratos e camundongos estes periodos quase se sobrepdem e,
aparentemente, a proliferacdo das células de Sertoli ocorre de forma continua.
Entretanto, a proliferacdo das células de Sertoli nos ratos ocorre entre o DG 14 e 0
DPN 21 (FIGURA 2) (ORTH, 1982; SHARPE et al., 2003; SKINNER, 2005;
ANGELOPOULOU et al., 2008; SCOTT et al., 2008; CUPP; PITETTI et al., 2013;),
sendo identificados dois momentos de pico de proliferagdo, um no DG 18 e outro no
DPN 7 (ANGELOPOULOU et al., 2008).

Durante os periodos de proliferacdo estabelece-se o numero de células de
Sertoli que irdo compor o testiculo no individuo adulto (ORTH; GUNSALUS;
LAMPERTI, 1988; RUSSELL et al., 1990), o qual, por sua vez, esta intrinsecamente
relacionado com o comprimento dos tubulos seminiferos e com a capacidade de
producdo espermatica do individuo. Sabe-se que em cada espécie existe um nimero
definido de células germinativas suportadas por cada célula de Sertoli (RUSSELL,;
PETERSON, 1984; ORTH; GUNSALUS; LAMPERTI, 1988; NEUBAUER et al., 2004)
e, portanto, se houver reduc¢do do numero de células de Sertoli havera consequente
reducado do volume testicular e da producéo espermatica (AUHAREK et al., 2010).

Concomitantemente com a diferenciacdo das células de Sertoli, ocorre a
diferenciacdo das células de Leydig. Duas populacbes de células de Leydig se
sucedem ao longo da vida do individuo, as células de Leydig fetais e as adultas
(LORDING; DE KRETSER, 1972). Em ratos, as células de Leydig fetais diferenciam
por volta do DG 12 e, entre os DG 14 e 15 (GANGNERAU; PICON, 1987; SCOTT,;
MASON; SHARPE, 2009), iniciam a producao de testosterona de forma independente
de estimulo de hormdnios hipofisarios (hormdnio luteinizante — LH) ou placentéarios
(gonadotrofina coribnica — GC), a qual mantém-se elevada até o DPN 8 (LEE et al.,
1975; HARDY; ZIRKIN; EWING, 1989). Em humanos, as células de Leydig
diferenciam entre a 72 e a 82 semana de gestacdo, quando iniciam a producao de
testosterona estimuladas pela GC secretada pela placenta (KAVOUSSI; COSTABILE;
SALONIA, 2013; O'SHAUGHNESSY; FOWLER, 2011) e, por volta da 162 semana de
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gestacao, a producao de testosterona comeca a ocorrer em resposta ao estimulo do
LH fetal (SCOTT; MASON; SHARPE, 2009; KAVOUSSI; COSTABILE; SALONIA,
2013).

O periodo entre os DG 15 e 19 em ratos (equivalente ao periodo entre a 82 e
142 semanas em humanos) € um periodo critico no qual estruturas dependentes de
androgénios se desenvolvem como resultado da exposicdo a concentracdes
crescentes de testosterona secretada pelas células de Leydig fetais, sendo este
periodo conhecido como janela de masculinizagdo fetal (SCOTT et al., 2008; VAN
DEN DRIESCHE et al., 2012; JUUL et al., 2014). Os androgénios secretados pelas
células de Leydig fetais promovem a manutencdo e a diferenciacdo dos ductos de
Wolff em epididimos, vasos deferentes e vesiculas seminais e influenciam o tamanho
de oOrgdos do sistema reprodutor masculino, como testiculo, préstata, vesiculas
seminais, pénis, glandulas bulbouretrais (JOUBERT; TOBIN; LEBART, 1994). Além
disso, a conversdo da testosterona em di-hidrotestosterona e estradiol induz a
masculinizacdo da genitalia externa e do sistema nervoso central, respectivamente
(MCCARTHY, 2008; SHARPE, 1998; VAN DEN DRIESCHE et al., 2012).

As células de Leydig fetais também produzem o hormdénio semelhante a
insulina-3 (Insl3), o qual induz a diferenciacdo do ligamento do gubernaculo que
controla a fase transabdominal de descida testicular para o escroto (ADHAM; EMMEN,;
ENGEL, 2000). Na auséncia deste fator, os testiculos ndo descem para a bolsa
escrotal e permanecem na cavidade abdominal, condicdo a qual se denomina
clinicamente de criptorquidismo (HUTSON; HASTHORPE, 2005; TOPPARI et al.,
2010). A descida transabdominal dos testiculos para a regido inguinal ocorre entre a
102 e a 158 semana em humanos (KAVOUSSI; COSTABILE; SALONIA, 2013).

Apés o0 nascimento, ocorre a mudanca da populacdo de células de Leydig
fetais para as células de Leydig adultas, as quais se diferenciam a partir de células-
tronco mesenguimais por volta da segunda semana pés-natal em ratos (MENDIS-
HANDAGAMA; ARIYARATNE, 2001). Devido a troca da populacdo de células de
Leydig a concentragéo de testosterona declina ao nascimento, tanto em ratos quanto
em humanos, mas volta a aumentar gradativamente até a puberdade (LEE et al., 1975;
HARDY; ZIRKIN; EWING, 1989).
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2.3 TUBULOS SEMINIFEROS APENAS COM CELULAS DE SERTOLI

Os tubulos seminiferos contendo apenas células de Sertoli (TACS), também
denominados tubulos com aplasia das células germinativas, foram descritos pela
primeira vez por del Castillo et al. (1947), referindo-se apenas ao achado histolégico
caracterizado pela presenca de tubulos seminiferos depletados de células
germinativas (FIGURA 4) (CASTILLO; TRABUCCO; DE LA BALZE, 1947). Na
avaliacdo do parénquima testicular os TACS podem ocorrer na forma completa (total),
quando todos os tubulos seminiferos sao afetados, ou incompleta (focal, atrofia mista
testicular), quando ao exame histolégico € detectado um percentual variavel de
tubulos seminiferos com células germinativas e espermatogénese normal (STEGER
et al., 1999; MAYMON, 2000). A etiologia desta malformacgé&o, no entanto, tem origem
diversa e ainda nao foi completamente elucidada.

100 pm

Figura 4 — Aspecto morfol6gico de tibulos seminiferos normais e de tubulos contendo apenas células
de Sertoli de ratos adultos.

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Seccdes transversais de tlbulos seminiferos de rato apresentando aspecto normal (esquerda)
ou contendo apenas células de Sertoli (direita). Coloracdo hematoxilina-floxina.

A sindrome de TACS é normalmente identificada em homens com idade entre
20 e 40 anos ao procurarem por auxilio médico apds tentativas infrutiferas de
concepcgao. O achado clinico mais comum nestes pacientes € a oligo ou azoospermia
ndo-obstrutiva, denominacdes para a baixa concentracdo de espermatozoides no
ejaculado (< 15 x 108 espermatozoides/ ml) ou a auséncia de espermatozoides no
ejaculado, respectivamente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). O
diagnéstico da sindrome sé é possivel por meio da andlise histoldgica de bidpsias do
testiculo, quando os TACS sao observados (BEHRE et al., 2015). Acredita-se que seja

uma sindrome subnotificada em homens, visto que o seu diagndstico s é realizado
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naqueles individuos que procuram clinicas de fertilidade e se submetem a técnica de
diagnéstico mais invasiva.

Dentre as principais causas do desenvolvimento de TACS em homens estao
as alteracdes de caribtipo, especialmente aguelas relacionadas com 0s cromossomos
sexuais. A Sindrome de Klinefelter, caracterizada pela presenca de um cromossomo
X a mais no homem (47, XXY), € a principal anormalidade genética causadora de
azoospermia nao-obstrutiva com TACS. Outras anormalidades incluem as
microdele¢bes no cromossomo Y e variagbes cromossomais como mosaicismo (46,
XY, 47, XXY; STOUFFS et al., 2016). Nao se sabe o mecanismo pelo qual os TACS
se desenvolvem nos pacientes, embora seja sugerido que a perda de células
germinativas ocorra previamente ao nascimento, desencadeando a manifestagéo da
sindrome (WERLER et al., 2014). Além disso, sabe-se que a probabilidade de
encontrar espermatozoides em pacientes com a sindrome de Klinefelter é maior
quanto mais jovem for o individuo e que a perda de um cromossomo X em
determinadas espermatogonias diploides as torna capazes de progredir e,
eventualmente, completar a espermatogénese (SELICE et al., 2010; KLEIMAN et al.,
2016).

Além dos fatores genéticos, fatores ambientais também podem desencadear
a degeneracédo progressiva do epitélio seminifero, tal como agentes antineoplasicos
(radiacdo ou quimioterapia), trauma testicular, criptorquidismo, varicocele e infeccao
(LIU; DING,; LIU, 2014; STOUFFS et al., 2016). Pacientes submetidos ao tratamento
de neoplasias com busulfan, por exemplo, sofrem deplecdo de células germinativas
devido a toxicidade do busulfan sobre células em proliferacdo, o que torna as
espermatogobnias sensiveis a este agente. Apos algumas semanas do tratamento com
busulfan ocorre deplecéo total das células germinativas do epitélio seminifero (CHOI
et al.,, 2004; SMITH; O'SHAUGHNESSY; REBOURCET, 2015), sendo que a
recuperacdo ou nao do epitélio seminifero apds o término do tratamento, depende da
idade do individuo e da dose utilizada. Um mesmo regime de tratamento pode ser
seguido de recuperacdo do epitélio germinativo em pacientes tratados apos a
puberdade, mas pode induzir azoospermia permanente em homens em idade pré-
pubere (JIANG, 1998; MEISTRICH, 2009). Nos casos de criptorquidismo e varicocele,
a perda das células germinativas € consequéncia do aumento da temperatura

testicular, e a correcao cirurgica pode restabelecer a espermatogénese.



27

A formacéo de TACS pode também ser resultado da perda de CGP durante o
desenvolvimento fetal, seja por falha no processo de migracdo do saco vitelinico para
as cristas genitais ou pela morte de células germinativas no epitélio seminifero. Para
a migracdo das CGP ser efetiva sdo necessarias sinalizagfes de células somaticas,
por meio da secrecdo de lipidios e proteinas, que podem tanto atrair como repelir as
CGP, além de uma estrutura intrinseca funcional para realizacdo da motilidade ativa
das CGP (RICHARDSON; LEHMANN, 2010). Na situacado de migracdo andmala ou
de perda de viabilidade das CGP, as mesmas sofrem apoptose (RUCKER et al., 2000;
ZHENG, 2006; SHAHA; TRIPATHI; MISHRA, 2010).

Como todo o processo de desenvolvimento das gdnadas esta na dependéncia
de fatores endocrinos altamente complexos e regulados, as alteracdes hormonais
podem também levar ao aparecimento de TACS. Por exemplo, a regulacdo da
sobrevivéncia das células germinativas nos corddes e tubulos seminiferos depende
dos hormoénios foliculo estimulante (FSH), luteinizante (LH), gonadotrofina coribnica e
testosterona. As células de Sertoli participam diretamente desse processo, sendo
regulada pelo FSH e testosterona, os dois principais hormoénios reguladores da
espermatogénese. Durante a maturacdo dos corddes seminiferos estes dois
horménios suportam a sobrevivéncia das células germinativas por inibir a sinalizacéo
de morte celular (WALKER; CHENG, 2005; SHAHA; TRIPATHI; MISHRA, 2010).
Tanto a exposicdo ao excesso como a privacdo destes hormonios pode levar a
apoptose das células germinativas (TAPANAINEN et al., 1993; ZIRKIN, 1998).

A estreita relacdo entre as células germinativas e as células de Sertoli suscita
uma guestao importante relacionada com os possiveis efeitos da auséncia de células
germinativas sobre a funcéo das células de Sertoli na sindrome dos TACS. Muitos
autores tém investigado esse tema, principalmente no que diz respeito ao processo
de maturacdo das células de Sertoli e identificaram que na auséncia de células
germinativas as células de Sertoli expressam AMH e citoqueratina, ambas proteinas
marcadoras de imaturidade das células de Sertoli, uma vez que a expressao dessas
proteinas é ausente na célula adulta. Adicionalmente, concentra¢des séricas baixas
de inibina B e altas de FSH estdo associadas ao estado imaturo das células de Sertoli
(ANNIBALLO; BREHM; STEGER, 2011). Entretanto, células de Sertoli imaturas nao
ocorrem em todos os casos de TACS, seja em pacientes ou em animais experimentais
(STEGER et al., 1996; MAYMON, 2000;ANNIBALLO; BREHM; STEGER, 2011).
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As alteracdes tubulares que levam a ocorréncia dos TACS podem resultar
também em alteracdes na morfometria testicular, sendo que € normal que os TACS
apresentem diametro tubular menor (CASTILLO; TRABUCCO; DE LA BALZE, 1947),
embora existam descricbes na literatura de TACS com diametro normal e [imen
aparente (ANNIBALLO; BREHM; STEGER, 2011). Um outro achado histolégico na
sindrome de TACS é a aglomeracao de células de Leydig ao redor dos TACS,
comumente encontrada em pacientes tanto com a forma completa ou focal de TACS.
Além disso, existe uma correlacdo positiva entre o tamanho dos clusters e a
severidade da deficiéncia na producdo espermatogénica. Este aumento nos
aglomerados de células de Leydig pode decorrer da reestruturacdo do compartimento
intertubular, devido a reducé@o do volume ocupado pelos TACS ou ser resultado da
hiperplasia das células de Leydig em resposta a secrec¢do elevada de LH (LARDONE
et al., 2013).

Em roedores, diversos modelos de deplecdo de células germinativas foram
propostos para estudar a interferéncia que esta condi¢cdo causa sobre a funcédo das
células somaticas. Alguns dos modelos utilizados sao inducdo cirargica de
criptorquidismo, exposicdo ao busulfan em diferentes estagios do desenvolvimento
(fetal, pré-pubertal e adulto), exposicdo a radiacdo bem como o cultivo de células
testiculares isoladas (SHAHA; TRIPATHI; MISHRA, 2010). Existem desvantagens em
todos esses métodos, tais como 0 aumento da temperatura testicular, o que pode
alterar a funcdo das células sométicas testiculares; a deplecao total das células
germinativas, tornando o modelo pouco representativo de alteragcdes mais discretas,
as quais podem estar relacionadas a reducdo da qualidade do sémen na populacéo;
ou incapacidade de mimetizar a relacdo de interdependéncia entre as células
testiculares nos modelos in vitro (SMITH; O'SHAUGHNESSY; REBOURCET, 2015).

Animais com criptorquidismo unilateral induzido cirurgicamente apresentam
reducdo marcante do peso testicular associado com a degeneracdo do epitélio
seminifero e o desenvolvimento de TACS em quantidade variavel, bilateralmente
(HUTCHISON et al., 2008). As células de Sertoli passam a expressar marcadores de
células imaturas, o que pode resultar do processo de desdiferenciacdo causado pela
auséncia das células germinativas ou do aumento da temperatura testicular
(HUTCHISON et al., 2008). A producéo de testosterona néo € afetada nessa condi¢cao

experimental, embora ocorra aumento na secrecao de LH e hipertrofia das células de
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Leydig nas regides em torno dos tubulos seminiferos com espermatogénese
prejudicada (RISBRIDGER; KERR; DEKRETSER, 1981).

A exposi¢do de camundongos e ratos adultos a 30 mg/kg busulfan causa
degeneracdo das células germinativas 30 dias apds a exposi¢cdo. Neste modelo, a
auséncia de células germinativas ndo altera a secrecdo de testosterona nem a
expressdo de genes relacionados a esteroidogénese nas células de Leydig
(O’'SHAUGHNESSY; HU; BAKER, 2008; ZOHNI et al., 2012). No entanto, quando a
ablacdo das células germinativas pelo busulfan ocorre durante os periodos pré-
pubertal ou fetal em ratos, ocorre aumento da secrecao de testosterona pelas células
de Leydig, j& que apesar da reducdo da populacdo de células de Leydig, a
concentracdo de testosterona sérica é normal (BOUJRAD; REVIERS; CARREAU,
1995).

O tratamento com busulfan afeta também as células de Sertoli. Em
camundongos adultos, a expressao proteica das células de Sertoli € alterada quando
da deplecdo de células germinativas pelo busulfan, principalmente quando as
espermétides sao eliminadas do epitélio seminifero (O'SHAUGHNESSY; HU; BAKER,
2008). Ja em ratos expostos in utero, ha reducdo do niumero de células de Sertoli, 0
que leva a reducdo do comprimento de tdbulos seminiferos e da producéo
espermatica (VIGUIER-MARTINEZ et al., 1984; BOUJRAD; REVIERS; CARREAU,
1995). Aparentemente, a exposi¢cao in utero ao busulfan no DG 20 causa redugao no
namero de todas as células testiculares (VIGUIER-MARTINEZ et al., 1984).

A exposicao a doses altas de radiacao (> 6 Gy) em ratos causa apoptose das
células em mitose e leva a infertiidade, associada a falha persistente no
reestabelecimento da espermatogénese. Em doses menores, no entanto, pode
ocorrer 0 reestabelecimento da espermatogénese em até 20 semanas apos a
exposicao (ABUELHIJA et al., 2013).

2.4  GANCICLOVIR

O GCV, ou di-hidroxipropoximetil guanina, € um composto polar hidrofilico,
com apresentacdo farmacéutica na forma de sal sodico liofilizado que deve ser
reconstituido para utilizacdo endovenosa ou na forma de capsulas para administracao

oral. O GCV foi desenvolvido a partir da busca de agentes antivirais que
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interrompessem a multiplicacdo do DNA viral sem afetar a divisdo celular, ja que
geralmente os agentes que afetavam a multiplicacdo viral também afetavam a
replicacdo de células ndo-infectadas (ELION et al., 1977). Foi desenvolvida, entdo,
uma classe de antivirais analogos de nucleosideos seletivamente ativados em células
infectadas porgque apresentavam maior afinidade de fosforilacdo pela TC viral (ELION
et al.,, 1977; ASHTON et al., 1982). O GCV é um nucleosideo analogo da guanosina
(FIGURA 5) que apresenta acao contra o citomegalovirus (CMV), os herpes simples
virus 1 e 2, o Epstein-Barr virus e o virus da varicela-zoster (MATTHEWS; BOEHME,
1988).

O GCV é o antiviral de escolha para o tratamento e prevencdo da
citomegalovirose, doenca que atinge principalmente pessoas imunocomprometidas,
com AIDS e receptores de transplante de 6rgdos (LANDOLFO et al.,, 2003;
SWANSON; SCHLEISS, 2013). Gestantes sob tratamento imunossupressor formam
um grupo de alto risco para o desenvolvimento de citomegalovirose. Adicionalmente,
nesses casos, o feto pode ser infectado via transplacentaria com consequéncias
deletérias para o sistema nervoso central. Fetos expostos ao CMV desenvolvem
problemas cognitivos, auditivos e locomotores (ADLER; NIGRO; PEREIRA, 2007). A
citomegalovirose congénita ocorre em aproximadamente 1% dos recém-nascidos e é
a principal causa infecciosa de nascidos com defeitos congénitos (PULIYANDA et al.,
2005). Se a primeira exposicdo ao CMV ocorre nesta situacdo, as gestantes podem
ser tratadas com GCV para diminuir o risco de transmissdo congénita da doencga
(KIMBERLIN, 2002; PULIYANDA et al., 2005; ADLER; NIGRO; PEREIRA, 2007).
Entretanto, devido ao conhecido potencial teratogénico do GCV, o mesmo foi
categorizado no grupo C de medicamentos usados na gravidez pela agéncia federal
do Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos, FDA (Food &
Drug Administration), o que significa que deve ser avaliado o beneficio do tratamento
frente ao risco de desenvolvimento de teratogenia, jA que ndo foram observados
efeitos teratogénicos em humanos, embora tenham ocorrido em modelos

experimentais.
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Figura 5 — Estrutura quimica do antiviral ganciclovir e da guanosina

FONTE: dominio publico (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov).

NOTA: As duas moléculas se assemelham em estrutura e funcdo e, por isso, o ganciclovir é
considerado um anélogo da guanosina.

O potencial teratogénico do GCV se da pelo seu mecanismo de acao estar
relacionado com o metabolismo de DNA. Para exercer seu efeito antiviral o GCV deve
ser convertido para a forma trifosfatada. A primeira fosforilagdo do GCV é realizada,
preferencialmente, em células infectadas, que expressam a TC viral, sendo este o
principal fator que atribui seletividade ao antiviral. Na sequéncia, cinases da célula
hospedeira convertem o monofosfato de GCV nas formas di- e trifosfatada. O trifosfato
de ganciclovir bloqueia a sintese de DNA viral por dois mecanismos: mimetizando os
nucleotideos naturais e inibindo competitivamente a DNA polimerase viral, impedindo
a replicacdo do DNA viral; ou através da incorporacdo ao DNA levando a terminacao
da replicacdo por mecanismo ainda ndo esclarecido (CHEN; BEARDSLEY; COEN,
2014; BOUJEMLA et al., 2016).

A via de administracdo do GCV é comumente a endovenosa, mas também
pode ser administrado pela via oral, sendo a via endovenosa preferivel a oral por
aumentar a biodisponibilidade do GCV. Além disso, utilizando a via endovenosa, sob
infusdo continua, consegue-se manter a concentracdo sanguinea desejada, j4 que
sua meia-vida em circulacéo é curta. Em individuos sem alteracdo renal, a meia-vida
do GCV é de 2,7 + 1,3 h, sendo 89,6 = 5% do medicamento eliminado pela urina
(WINSTON et al.,, 2006). A dose de GCV utilizada pela via endovenosa é€,
normalmente, de 5 mg/kg, a cada 12 h, em pacientes HIV e CMV positivo. Desta

forma, atinge-se uma concentracdo plasmatica maxima (Cmax) de 12,2 pg/mL, 1 h
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apos a administracdo. Ja a administracao de 1 g de GCV, via oral, trés vezes ao dia,
atinge Cmax de 1,46 ug/mL, em 14 h apos as trés doses (PESCOVITZ et al., 2000).
A concentracdo das diferentes formas de GCV intracelular foi avaliada por
cromatografia liquida e espectrometria de massas em pacientes transplantados renais
sob tratamento com 450 mg de valganciclovir, um éster valinico de GCV (BILLAT et
al., 2015). As concentracbes maximas plasmatica e intracelular de GCV, GCV-
monofosfato e trifosfato foram de 5,8 + 3,7, 1,8 + 1,3, 2,1 + 2,1 e 6,4 + 4,7 pg/L,
respectivamente.

Ratos e camundongos adultos expostos a 100 mg/kg de GCV via
intraperitoneal, uma vez ao dia, durante cinco dias, apresentaram Cmax de 0,8 e 3,8
pug/mL, respectivamente, apés 1h da ultima aplicagdo, com niveis indetectaveis apos
2 h da dltima administragdo (BOUJEMLA et al.,, 2016). Em camundongos recém-
nascidos, no DPN 5, sob o0 mesmo regime de exposicao, foi observado pico de GCV
no sangue 2 h apds a ultima administracdo, quando atingiu o Cmax de 6,6 pg/mL
(BOUJEMLA et al., 2016). Ratas gestantes, expostas a trés aplicacdes de 100 mg/kg
de GCV, com intervalo de 4 h entre a aplicacdes, no DG 10, apresentaram 42.8 £ 4.9

png/mL uma hora apdés a ultima aplicacéo (NIHI et al., 2014).

2.4.1. Toxicidade

A presenca da timidina cinase viral em células infectadas, faz com que a
concentracdo de GCV trifosfato seja dez vezes maior em células infectadas do que
em células ndo infectadas (ADLER; NIGRO; PEREIRA, 2007). Utilizando-se deste
conhecimento, buscou-se associar o efeito do GCV com a manipulacdo genética, de
forma a desenvolver terapias génicas para impedir a replicacdo de células
cancerigenas ou células infectadas por HIV (CARUSO; KLATZMANN, 1992; CARUSO
et al., 1993; BUURSMA et al., 2004), além de modelos experimentais transgénicos
(FURMAN et al., 1980; HEYMAN et al., 1989; DZIERZAK et al., 1993; MINASI et al.,
1993). A modelagem genética permite que o DNA da TC viral seja inserido ao DNA
celular em conjunto com uma regido promotora que é ativada somente quando ocorre
estimulo especifico para a expresséo do promotor. Se ativada, a TC viral é expressa
e a célula torna-se mais sensivel aos efeitos téxicos do GCV. A possibilidade de

transferir o gene da TC viral para células tumorais possibilitaria o uso do GCV como
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agente terapéutico (CARUSO et al., 1993; HERRSTRO; ERIKSSON, 2001 BUURSMA
et al., 2004). Em modelos experimentais a insercdo do gene da TC viral associada ao
uso do GCV em diferentes tipos celulares permite a ablacdo de tipos celulares
especificos. Por exemplo, para compreender o papel da interleucina-2 (IL-2) na
resposta imunolégica, Minasi et al., (1993) desenvolveram um camundongo no qual a
expressdo da IL-2 e da TC viral estdo associadas e, quando estes animais sao
expostos ao GCV, as células produtoras de IL-2 s&o eliminadas.

Entretanto, em alguns desses modelos experimentais, 0s machos
transgénicos para a expressao de TC viral também se tornaram estéreis devido a
citotoxicidade proteica da TC viral expressa em altos niveis nas células germinativas
(AL-SHAWI et al., 1991; SALOMON et al., 1995; CAl et al., 2012, 2009;). Em ratos e
camundongos, a expressao desta proteina nas espermatides redondas e alongadas
resulta em disfuncdo da espermiogénese e na formacdo de espermatozoides com
cabeca malformada e cauda dobrada. Adicionalmente, com a maturidade sexual, ha
perda das células germinativas por toda a extensao dos tubulos seminiferos (BRAUN
et al., 1990; CAIl et al., 2009) como decorréncia da desorganizacdo das juncgdes de
adesdao entre células de Sertoli e células germinativas (CAl et al., 2012).

N&o se sabe exatamente o mecanismo que leva as células germinativas pés-
meidticas a expressarem a TC viral em altos niveis nos animais transgénicos.
Aparentemente, as espermatides apresentam promotores especificos que identificam
uma regiao localizada no gene da TC viral induzindo a expressao de polipeptideos
menores do que a proteina completa da TC viral (AL-SHAWI et al., 1991; SALOMON
et al.,, 1995). Aparentemente, as células germinativas mesmo de animais nao
transgénicos (NIHI et al., 2014), apresentam alguma particularidade na expresséo da
timidina cinase celular, o que promoveria a fosfoliragao do GCV em taxas maiores do
gue as encontradas em outros tipos celulares na auséncia de infeccao viral. 1sso
tornaria as células germinativas mais sensiveis a toxicidade do GCV.

Naturalmente, qualquer célula em proliferacao expressa TC enddgenas para
replicacdo do DNA (SHERLEY; KELLY, 1988; CHEN et al., 2015) e, portanto, mesmo
células normais, ndo infectadas, podem promover a ativagdo do GCV. A ativacdo do
GCV em células nado infectadas leva aos seus efeitos colaterais, sendo o principal
deles a toxicidade hematologica, particularmente, a trombocitopenia e a leucopenia
que atingem entre 5-41% e 7-68% dos pacientes, respectivamente (MORETTI et al.,
1998;HARTMANN et al., 2008; KELES et al., 2010; SALEH et al., 2010; VENTON et
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al., 2014; MATSUMOTO et al.,, 2015). Estas alteragcbes hematoldgicas levam a
diminuicdo da dose ou, até mesmo, a descontinuacdo do tratamento, o que pode
causar resisténcia do virus ao antiviral e colocar em risco a vida do paciente. Neste
sentido, estudos tem investigado a relacdo entre a concentracdo plasméatica e
intracelular de GCV e suas formas fosfatadas e a ocorréncia de toxicidade n&o
somente das células sanguineas, mas também de outros tecidos (BILLAT et al., 2016).

Em uma populagéo de pacientes com transplante renal foi encontrada
associagao entre a diminuicdo da contagem de neutréfilos durante os primeiros trés
meses de tratamento e a concentracdo intracelular de GCV trifosfato. Ratos e
camundongos sadios também apresentam queda do numero de neutrofilos, eritrocitos
e plaquetas apds a exposicao via intraperitoneal a 50 mg/kg de GCV, duas vezes ao
dia, durante trés dias (BOUJEMLA et al., 2016). Células da linhagem linfoblastéide B
sdo também alvo da toxicidade in vivo e in vitro do GCV, sendo que a concentracéo
citotoxica diminui a medida que o tempo de exposicdo aumenta. Assim, 0S
tratamentos com GCV podem se tornar mais eficazes e menos téxicos para células
sanguineas quando se utiliza uma maior dose em menor intervalo de tempo (JANOLY-
DUMENIL et al., 2009). De modo geral, esses estudos demonstraram que o GCV é
particularmente toxico para populacdes de células sanguineas com alta atividade
proliferativa, como é o caso das células-tronco hematopoiéticas.

A citotoxicidade ao GCV ocorre mesmo em pacientes com baixa carga viral
ou em células ndo infectadas (BILLAT et al., 2016). Células nao infectadas, em cultivo,
também convertem GCV até a sua forma trifosfatada, mas a concentracéo intracelular
€ cerca de dez vezes mais baixa do que aquela encontrada em células infectadas
(FREITAS et al., 1985; SMEE et al., 1985). Além disso, a concentracdao de GCV
necessaria para impedir a proliferacdo de células ndo infectadas € maior do que
aguela para inibir a replicacédo viral em células infectadas (SMEE et al., 1985). Por
exemplo, células linfoblastéides B em cultivo tem seu crescimento diminuido em 50%
quando expostas a 20 mg/L de GCV, concentracdo que inibiu completamente a
replicacédo viral em células linfoblastéides B infectadas (JANOLY-DUMENIL et al.,
2012). Ha também diferenca na sensibilidade dependendo do tipo celular, sendo que
as concentracdes de GCV necessarias para inibir a proliferacéo in vitro de células
progenitoras de macréfagos (4,8 mg/L) e eritrocitos (7,4 mg/L) ndo infectadas, foram
comparativamente menores (SOMMADOSSI; CARLISLE, 1987).
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A variacdo da sensibilidade celular ao GCV pode estar associada a varios
fatores, tal como o tipo de transportador de GCV trifosfato presente na membrana das
células. Por exemplo, a proteina de resisténcia multidrogas MRP4 esta envolvida no
efluxo de GCV intracelular. Células que expressam grande quantidade desta proteina
tem resisténcia aumentada a citotoxicidade do GCV, j4 que o efluxo dos seus
metabolitos € aumentado, com menor taxa de acumulacéo intracelular (SMEE et al.,
1985; ADACHI et al., 2002).

Estudos com ratos demonstram que o GCV causa malformagdes no
desenvolvimento embrionario in vivo e in vitro e alertam também para o seu potencial
teratogénico (KLUG et al., 1991). Um estudo comparou a toxicidade pré-natal induzida
por cinco analogos de nucleosideos, sendo que o GCV foi o segundo mais potente
em interferir no desenvolvimento embrionério, causando diminuicdo do comprimento
embrionario, do nimero de somitos e da concentracéao total de proteinas/embrido. Foi
possivel observar alteracbes no formato da cabeca, microcefalia e alteracdes do
pericardio em dois tercos dos embrides de ratos expostos in utero a 600 mg/kg de
GCV no DG 10 (KLUG et al., 1991).

2.4.2. Toxicidade testicular

N&o existem relatos na literatura sobre a toxicidade testicular causada em
pacientes sob tratamento com GCV. Em animais experimentais, o GCV causa
alteracdes testiculares permanentes ou transitorias dependendo do momento e da
dose de exposicado (NEYTS et al., 1995; FAQI et al., 1997; NIHI et al., 2014). Ratos
machos adultos expostos a 300 mg/kg apresentam diminui¢cdo do peso testicular e
epididimério, da contagem espermatica e aumento do niumero de espermatozoides
morfologicamente anormais (FAQI et al., 1997). A histologia testicular evidencia
alteraces principalmente na periferia dos tubulos seminiferos aonde podem ser
observadas inclusGes gordurosas, debri celular e nuclear e aumento de volume das
células de Sertoli (FAQI et al., 1997).

Os efeitos reportados por FAQI et al. (1997), foram mais pronunciados na
oitava semana apos o tratamento quando a producdo espermatica foi reduzida em
mais de 90%. O periodo de 8 semanas é o0 tempo necessario para que uma

espermatogobnia passe pelo processo completo de espermatogénese até a formacéao



36

dos espermatozoides (LEBLOND; CLERMONT, 1952; RUSSELL et al., 1990). Isso
indica que o GCV, provavelmente, danificou células jovens da linhagem
espermatogénica, como as espermatogbnias em diferenciagdo, e ndo as
espermatogoénias-tronco ou células de Sertoli. Isso permitiu que o epitélio seminifero
se recuperasse completamente 24 semanas apo6s o fim da exposicdo (FAQI et al.,
1997). Também camundongos, sadios ou infectados com virus herpes simples e
tratados com 100 mg/kg/dia de GCV durante 14 dias, apresentaram baixo peso
testicular, atrofia do epitélio seminifero dos tubulos seminiferos e TACS. Estas
avaliacbes foram realizadas 4 semanas apos o final do tratamento e ndo foram
observadas alteracdes histolégicas em outros 6rgaos (NEYTS et al., 1995).

Os achados referentes a animais adultos diferem do que se observa quando
a exposicdo ao GCV acontece in utero, no periodo de desenvolvimento gonadal.
Descendentes masculinos de ratas gestantes expostas a trés aplicacdes de 100
mg/kg de GCV no DG 10 apresentaram menor peso testicular e epididiméario no DPN
90 (HARTMANN et al., 1991; NIHI et al., 2014). A histologia testicular evidenciou a
presenca de TACS nos fetos, no DG 20, bem como nos descendentes adultos, nesse
caso sugerindo um efeito permanente (NIHI et al., 2014).

Nihi et al. (2014) também expuseram ratas gestantes ao aciclovir, um antiviral
nucleosideo analogo da guanosina, como o ganciclovir, mas ndo foi observada
nenhuma alteracdo na funcao testicular dos descendentes. Parece que o GCV é mais
susceptivel a fosforilacdo por quinases proprias das células nao infectadas do que o
aciclovir, resultando na incorporacdo ao DNA e morte celular, principalmente em
células com alta taxa de proliferacdo (HAYNES; LAMBERT; MITCHELL, 1996). Isso
poderia explicar a deficiéncia de células germinativas ap6s a exposi¢cdo ao GCV in
utero (NIHI et al., 2014) ou na idade adulta (FAQI et al., 1997). Além disso, parece que
a exposicao ao GCV no DG 10 impactou sobre a migracéo e a sobrevivéncia das CGP
(NIHI et al., 2014).

O GCV pode afetar também células sométicas testiculares, mas os estudos
sao muito limitados. Por exemplo, a linhagem SerW3 de células de Sertoli imaturas
de rato, quando cultivadas in vitro e expostas a diferentes concentragdes de GCV,
ACV e penciclovir (PCV), apresentaram a expressao de conexina 43 diminuida (QIU;
HORVATH; STAHLMANN, 2016). A conexina 43 € uma das 15 proteinas que formam
as juncodes do tipo gap e é a mais abundante no testiculo, compondo as junc¢des entre

as células de Sertoli adjacentes e entre células de Sertoli e células germinativas
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(GERBER; HEINRICH; BREHM, 2016). As juncdes do tipo gap, as juncdes de oclusdo
e 0s desmossomos constituem a base anatdmica da barreira hemato-testicular, além
de auxiliar na manutengé&o estrutural, organizacional e na comunicacao intercelular do
epitélio seminifero (PELLETIER, 2011). A conexina 43 é essencial no periodo de
desenvolvimento testicular porque estd envolvida no processo de parada da
proliferacéo e maturacao das células de Sertoli (BREHM et al., 2007) e também com
a migracdo, proliferacdo e sobrevivéncia das células germinativas no periodo fetal
(JUNEJA et al., 1999).
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3. HIPOTESES E PREDICOES

Nés propomos que a exposicao de ratas gestantes ao GCV no DG 14, que é
uma fase de diferenciacéo das células germinativas e com a maior taxa de proliferacao
destas células, ir4 acarretar em maior disfungéo testicular do que a exposi¢cdo no
DG10, levando a reducdo do numero de células germinativas na vida fetal, e por
consequéncia, ao desenvolvimento dos TACS nos descendentes adultos. Além disso,
aventamos a hipétese de que o GCV induz o desenvolvimento de TACS nos ratos por
impedir a proliferacdo das células germinativas na vida fetal.

Para testar estas hipoteses, ndés optamos por expor ratas gestantes ao GCV
em diferentes janelas de acordo com os processos de diferenciacdo das células
germinativas: (1) DG 10, quando ha migracao e baixa taxa de proliferacdo das células
germinativas; (2) DG 14, quando ocorre maior taxa de proliferagdo das células
germinativas; e (3) DG 19, quando as células germinativas estdo em fase estacionaria.

Primeiramente, avaliamos o efeito da exposicdo ao GCV nos DG 10 e 14
sobre os descendentes masculinos adultos para verificar através da histomorfologia
testicular e de parametros de androgenizacao pré- e pds-natais (medida da distancia
anogenital, dia da separacdo prepucial e dosagem de testosterona sérica e de
metabdlitos fecais de testosterona) a ocorréncia de maior efeito nos descendentes
expostos no DG 14.

Posteriormente, para verificar a inducéo de efeito citotéxico do GCV sobre as
células germinativas em proliferacao, os descendentes masculinos expostos ao GCV
nos DG 14 e 19 foram avaliados para o numero e proliferacdo das células
germinativas, 24h apds a exposicao ao GCV, através de imunofluorescéncia de dupla
marcacdo para as proteinas especificas de células germinativas (DAZL) e de
proliferacdo celular (Ki67). A nossa hipdtese € a de que o numero de células
germinativas, identificadas a partir da marcacdo da proteina DAZL, assim como a

marcacao de Ki67, seriam menores nos animais expostos ao GCV no DG 14.
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4. OBJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi verificar os efeitos da exposi¢cao ao GCV em
janelas criticas do desenvolvimento embrionéario sobre a formagéo e funcéo testicular

dos ratos machos e investigar possiveis causas para a formacao dos TACS.

4.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar se o periodo da gestacdo altera o nivel de exposicdo dos
descendentes ao GCV;
2. Avaliar se 0 GCV causa toxicidade geral e reprodutiva nas ratas gestantes;
3. Investigar os seguintes parametros nos descendentes masculinos adultos
apos a exposicdo in utero ao GCV nos DG 10 ou 14:
a) O crescimento ponderal e 0 peso de 6rgdos como marcadores da
toxicidade geral;
b) A androgenizacéao intrauterina e pés-natal;
c) A producédo pdés-natal de testosterona;
d) A morfologia testicular.
4. Investigar os seguintes parametros nos descendentes masculinos 24h apés
a exposicao in utero ao GCV nos DG 14 ou 19:
a) A marcacdo de proliferacdo para a proteina Ki67 de gondcitos e
células sométicas testiculares 24h apds a exposicao;
b) A colonizacéo testicular pelos gondcitos 24h apds a exposicao.
5. Comparar os efeitos da exposicdo ao GCV no DG 10, 14 ou 19 de forma a
ampliar o conhecimento sobre possiveis fatores da organogénese testicular
associados com o desenvolvimento das desordens testiculares causadas

pela exposicéo in utero ao GCV.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus albinus) adultos da variedade
Wistar, criados no biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal
do Parana (Curitiba). Os animais foram mantidos em condi¢cdes controladas de
temperatura (21 £ 1°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas) e receberam
dgua e racdo (Nuvilab, Colombo, Brasil) ad libidum. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Parana (niamero de consentimento 793) e estdo de acordo
com as orientacdes nacionais e internacionais de bem-estar animal.

Para a obtencé&o das progenitoras, as ratas foram acasaladas com ratos
machos adultos durante a fase escura do ciclo de luz (3 horas), na proporgéo de um
macho para trés fémeas. Foi realizado lavado vaginal para verificar a presenca de
espermatozoides e confirmar a cépula. O dia de deteccdo dos espermatozoides foi
considerado como dia zero da gestagcdo (CHAHOUD e KWASIGROCH, 1977).

5.2 EXPOSICAO AO GANCICLOVIR

Foi utilizado GCV sédico (500 mg, Novafarma, Anapolis, Brasil) para uso
injetavel, diluido para 100 mg/mL em agua destilada. O conteudo diluido foi mantido
protegido da luz, em temperatura ambiente e utilizado em menos de 12 horas, de
acordo com as recomendac0des do fabricante.

Apbs a confirmacgdo de espermatozoides no lavado vaginal (DG 0), as ratas
gestantes foram distribuidas aleatoriamente entre os grupos controle e ganciclovir. De
acordo com o0 grupo, as ratas gestantes receberam trés aplicacdes as 8:00; 13:00 e
18:00 h de 100 mg/kg de GCV ou de 1 mL/kg de salina 0,9%, via subcutanea, nos DG
10, 14 ou 19. As doses, bem como a via e os intervalos de administracdo foram
baseados em estudos prévios (STAHLMANN et al., 1988; FAQI et al., 1997; NIHI et
al., 2014).

Trés experimentos foram desenvolvidos utilizando o mesmo protocolo de

exposicdo. No experimento 1, as ratas expostas nos DG 10 (n=8) ou 14 (n=7) foram
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eutanasiadas 1 h apdés a ultima aplicacédo de GCV. O sangue foi coletado e o plasma
utilizado para dosar a concentracdo de GCV. No experimento 2, as ratas gestantes
expostas nos DG 10 ou 14 (C, n = 13; GCV10, n = 9; GCV14, n = 8) pariram e 0S
descendentes masculinos foram acompanhados ao longo do seu crescimento até o
DPN 90. No experimento 3, as ratas gestantes (n = 3 por grupo) expostas nos DG 14
ou 19 foram eutanasiadas nos DG 15 e 20, respectivamente, e os testiculos dos fetos

masculinos avaliados para proliferacéo e densidade de gondcitos.

5.3 EXPERIMENTO 1: DOSAGEM DE GANCICLOVIR NO PLASMA DE RATAS
GESTANTES

A concentracdo plasméatica de GCV das ratas gestante foi determinada por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), conforme descrito por BOULIEU,
GALLANT e SILBERSTEIN (1997). Os padroes de GCV (> 99% de pureza) foram
obtidos da Sigma (Schnelldorf, Alemanha) e as analises realizadas em uma coluna de
fase reversa LiChrospher-100 RP-18 (Merck), equipada com uma pré-coluna (Merck).
Como fase mavel foi utilizada uma mistura de fosfato de potassio monobésico (10 Mm,
pH 3,4) e aceto nitrila, na razéo de 98:2 (v:v), previamente filtrada (0,45 mm, Millipore,
Bedford, Estados Unidos) e desgaseificada. A taxa de fluxo foi de 1,5 mL/min e a
deteccao realizada a 254 nm. Para a preparacdo das amostras, uma aliquota de 100
uL de plasma foi precipitada com 50 pL de solucao de sulfato de zinco 25% em agua
(m:v). Apés ser misturada, a amostra foi centrifugada (15.000 g x 15 min) e 20 pL do

sobrenadante foi injetado automaticamente na coluna.

5.4 EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DOS DESCENDENTES MASCULINOS
ADULTOS

Ratas gestantes expostas ao GCV ou a solucao salina 0,9% nos DG 10 ou 14
tiveram sua massa corporal registrada a cada 3 dias. As progenitoras foram mantidas
com as suas ninhadas até o desmame, quando foram, juntamente com as
descendentes femininas, eutanasiadas por decapitagdo. De forma a avaliar algum
efeito do GCV sobre os resultados reprodutivos das ratas gestantes foram registrados

0 numero de implantes uterinos, o numero de filhotes ao nascimento, no DPN 4 e no
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desmame, e o numero de descendentes masculinos. Estes resultados foram utilizados
para calcular os indices de perdas pés-implante ([n° implantes — n® descendentes
nascidos] x 100/ n® implantes), de viabilidade ([n° descendentes vivos no dia pés-natal
4/ n° descendentes nascidos vivos| x 100), de desmame ([n° descendentes vivos no
dia poés-natal 21/ n° descendentes nascidos vivo] x 100) e de machos ([n°
descendentes do sexo masculino/ n® descendentes] x 100).

Os descendentes masculinos foram mantidos em, no maximo, 4 ratos por
caixa, todos da mesma ninhada. Ao longo do desenvolvimento foi registrada a massa
corporal dos descendentes masculinos a cada 5 dias e medida a distancia anogenital
(DAG) nos DPN 5, 35 e 90 com auxilio de paquimetro digital (Carrera Precision,
Guangdong, China). Para normalizar as diferencas do tamanho corporal calculou-se,
a seguir, o indice anogenital (IAG), dividindo-se o valor da DAG pela raiz cubica da
massa corporal (GALLAVAN et al., 1999). Também foi registrado o dia da separacao
prepucial, como um indicador externo da puberdade (KORENBROT; HUHTANIEMI,
WEINER, 1977). Para quantificacdo de metabdlitos fecais de androgénios amostras
semanais de fezes foram coletadas diretamente da caixa de manutencdo do DPN 37
ao 90. Foram coletadas todas as fezes da caixa, 24 h apos a troca do substrato
representando o “pool” dos animais da caixa. As amostras foram mantidas congeladas
(-20°C) até o processamento.

No DPN 90, os animais foram eutanasiados para coleta de tecidos. Até trés
descendentes de cada ninhada foram selecionados aleatoriamente e submetidos a
perfusdo intracardiaca, enquanto os demais foram eutanasiados por decapitacdo. A
perfusdo intracardiaca foi usada por ser recomendada para fixacdo de alta qualidade
do parénquima testicular para analises morfométricas (LANNING et al., 2002). Nos
animais decapitados procedeu-se a coleta de sangue e de 6rgaos, registrando-se o
peso de figado, rins, adrenais, baco, testiculos, epididimos, vesiculas seminais (sem
conteudo), prostata ventral (sem a capsula), pénis, masculo levantador do anus e
glandulas bulbouretrais. O sangue foi centrifugado (2.500 rpm x 15 min) e 0 soro
recuperado foi mantido a -20°C para posterior quantificacéo de testosterona.
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5.4.1. Perfusdo intracardiaca e processamento histologico dos testiculos

Todos os animais foram submetidos a perfusdo intracardiaca com
glutaraldeido 4%, conforme TENORIO et al (2011). Este procedimento garante melhor
preservacdo da estrutura testicular, 0 que € uma prerrogativa importante para a
morfometria. Resumidamente, os ratos foram tratados com heparina (150 Ul/ 100g de
peso corporal, i.p.), anestesiados com xilazina (1,5 mg/kg, i.p.) e cloridrato de
cetamina (75 mg/kg, i.p.) e submetidos a toracotomia. Com uma agulha inserida no
ventriculo esquerdo e uma incisdo no atrio direito, os animais foram perfundidos
(bomba peristaltica, EL 500, Insight; 30 rpm) com salina 0,9% contendo heparina 0,1%
(v:v), por 15 min e, entdo, com glutaraldeido 4% (v:v, em PBS, pH 7,2), por 45 min.
Os testiculos foram, entéo, coletados e mantidos em glutaraldeido 4% por 24 h, antes
de serem cortados perpendicularmente em se¢des de 2 — 3 mm de espessura as quais
permaneceram imersas em glutaraldeido 4% até o processamento. As secdes foram
lavadas em PBS (pH 7,2; 24 h, 4°C) e mantidas em alcool 70% (48 h, 4°C), quando
uma secao representativa da porcdo central do testiculo foi escolhida. Desta sec¢éo foi
retirada uma amostra retangular a qual foi desidratada e emblocada em glicol
metacrilato (Leica Historesin Embedding Kit). Secdes histologicas de 4 um de
espessura  foram coradas com hematoxilina-floxina e analisadas

histomorfometricamente.

5.4.2. Avaliacdo da morfologia testicular

5.4.2.1. Quantificacdo de tubulos seminiferos afetados pela exposi¢cdo ao GCV

Duas secdes histolégicas de cada animal foram avaliadas sob microscopio de
luz (CarlZeiss, Standart 20, Alemanha) com objetiva de 100x. Todos os tubulos
seminiferos com contorno circular foram classificados como normais ou anormais e
quantificados para calcular as suas proporc¢des. Os tubulos seminiferos classificados
como anormais eram diferenciados por apresentarem somente células de Sertoli ou a

espermatogénese incompleta.
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5.4.2.2. Avaliacdo morfométrica do parénquima testicular

A morfometria testicular foi realizada em fotografias captadas por uma camera
fotogréfica (Olympus DP-72, Téquio, Japao), acoplada a um microscopio (Olympus
BX-51, Toquio, Japao) e conectada ao programa Cell*F (Olympus Europe, version
5.2). Posteriormente, as fotografias foram analisadas no programa Image J (versao
1.46r, dominio publico).

Para cada animal, foram registradas duas medidas diametralmente opostas
de 15 tdbulos seminiferos normais e com secéo circular dos seguintes parametros:
diametro do tubulo seminifero, altura do epitélio seminifero e diametro do limen. Estas
medidas foram mensuradas em fotografias tiradas com objetiva de 100x. As duas
medidas diametralmente opostas foram utilizadas para calcular a média de cada
pardmetro (TENORIO et al.,, 2011). Adicionalmente, para 0s animais expostos ao
GCV, foi registrado o diametro de, pelo menos, 5 tubulos seminiferos anormais. Para
0S animais expostos ao GCV, as médias do diametro dos tubulos seminiferos normais
e anormais, em conjunto com o percentual de tibulos normais e anormais, foram
utilizados para calcular a média ponderada do diametro dos tubulos seminiferos.

A média ponderada do diametro dos tubulos seminiferos é uma adaptacao da
morfometria testicular padrdo necessaria neste estudo por existirem duas populacdes
distintas de tubulos seminiferos. Este parametro influencia os valores estimados de
comprimento de tubulos seminiferos (CTS) e da populacdo de células de Sertoli
(PCS).

Para cada animal, a densidade volumétrica dos componentes do parénquima
testicular foi avaliada em fotografias de 15 campos aleatérios, incluindo areas com
tubulos seminiferos anormais, tiradas com objetiva de 400x. Com auxilio do programa
Image J foi projetada uma grade contendo 441 pontos igualmente espacados sobre
cada fotografia e os pontos sobre cada componente do parénquima testicular (tubulo
seminifero, epitélio seminifero, lamen, células de Leydig, e espaco intersticial) foram
contados, resultando na densidade volumétrica (%). Conforme descrito por VALENCA
et al. (2013), o volume de cada componente do parénquima testicular (mL) é calculado
a partir do produto entre a densidade volumétrica (%) e o peso testicular liquido (mg).
O peso testicular liquido € obtido a partir da subtracdo de 6,5% do peso testicular
bruto, correspondente ao peso da tunica albuginea (RUSSELL; DE FRANCA, 1995).
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O comprimento dos tubulos seminiferos (CTS; m) foi estimado a partir da
férmula abaixo (JOHNSON e NEAVES, 1981):

CTS = (VTS/ R?) / 106
VTS = volume de tabulos seminiferos (mL); TTR? = a area da secéo transversal dos

tubulos seminiferos e R =raio (um) é a média do diametro dos tabulos seminiferos/ 2.

5.4.2.3. Contagem e estimativa das populacdes celulares no epitélio seminifero

Espermatogbnias, espermatoécitos pré-leptéteno e paquiteno, espermatides
redondas e células de Sertoli foram contadas em 5 tubulos seminiferos em estagio VIl
sob microscopio (CarlZeiss, Standard 20, Alemanha) para cada animal. Para corrigir
a contagem bruta das células (CB), o diametro de 10 nucleos de cada tipo celular ou
de nucléolos das células de Sertoli foram medidos no Image J em fotografias tiradas
com objetiva de 1000x. Os nucléolos das células de Sertoli foram mensurados por
apresentaram formato circular, diferente do seu nucleo que tem formato irregular. A
média foi utilizada em conjunto com a espessura da sec¢do histoldégica conforme a
férmula a seguir (ABERCROMBIE, 1946; AMANN; ALMQUIST, 1962):

CC = CB x (espessura do corte/[espessura do corte + {\ (DN%/2) -(DN%/4) }])

CC = contagem corrigida; DN = média do diametro de ndcleos ou nucléolos.

O indice de célula de Sertoli (ICS), foi estimado a partir da razdo entre a CC
de células de Sertoli e de espermatides redondas por secc¢ao transversal de tubulos
seminiferos em estagio VIl (RUSSELL et al., 1990).

Nos animais expostos ao GCV, as células de Sertoli também foram
quantificadas nas seccdes transversais de tibulos seminiferos anormais. Para estes
animais, a contagem corrigida de células de Sertoli (CCS) foi calculada utilizando a
média ponderada da contagem corrigida (CC) entre os tubulos seminiferos normais e

anormais, como mostra a férmula a sequir:

CCS = (CC TS normais x %TS normais) + (CC TS anormais x %TS anormais)
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A CCS foi utilizada para calcular a populacédo de células de Sertoli (PCS),
conforme a férmula (ABERCROMBIE M., 1946; DA SILVA JR. et al., 2006):

PCSltesticulo = CTS x CCS/espessura do corte

5.4.2.4. Morfometria das células de Leydig

O volume individual das células de Leydig foi estimado a partir do volume
nuclear e da proporgéo entre nacleo e citoplasma (FRANCA et al., 2000). Para isso,
foi mensurado o didmetro nuclear de 30 células de Leydig no Image J em fotografias
tiradas com objetiva de 1000x. O volume nuclear das células de Leydig foi calculado

através da formula:

Volume do nlcleo da célula de Leydig = 4/3 x m x R®

R = diametro nuclear médio/ 2

Para calcular a proporcao entre nicleo e citoplasma, uma grade contendo 441
pontos igualmente espacados, foi projetada sobre as fotografias. Foram contados
1.000 pontos posicionados sobre o nucleo ou o citoplasma das células de Leydig. O

volume do citoplasma foi estimado através da férmula a seguir:

Volume de citoplasma das células de Leydig = (% de citoplasma x volume nuclear) /

% de nucleo

O numero de células de Leydig por testiculo foi estimado através da razéo
entre a proporcdo volumétrica das células de Leydig e o seu volume individual
(FRANCA et al., 2000).

5.4.3. Processamento de amostras fecais e quantificacdo de metabdlitos fecais de

testosterona e de testosterona sérica

Para dosagem dos metabdlitos fecais de testosterona, as fezes foram

processadas para extracdo de hormoénios esteroidais (BROWN et al., 2004). Para



47

tanto, as fezes foram secas em estufa (60°C, 10 h), maceradas e uma aliquota de
~0,5g foi adicionada em tubo de vidro contendo 5 mL de &lcool 80% (v:v, agua
destilada) e agitada vigorosamente (agitador Multi-PulseVortexer, modelo 0992,
50/60Hz — Glass-Coll, EUA) por 30 min. Cada amostra foi centrifugada (1000 x g, 15
min) e o sobrenadante foi recuperado e mantidos a - 20°C.

As concentracfes de testosterona sérica e de metabdlitos fecais de
testosterona foram determinadas por meio de enzima imunoensaio (MUNRO et al.,
1991). O anticorpo anti-testosterona (R156/7) e a testosterona conjugada com
peroxidase (Horseradishperoxidase - HRP) foram obtidos de Coralie Munro (University
of California, Davis, EUA). O ensaio foi previamente validado em nosso laboratério
(FERNANDES et al., 2015). O limite de deteccdo do ensaio foi de 46 pg/mL de
testosterona e o coeficiente de variagao intra- e interensaios foi <10%. Os resultados

sao expressos em ng/g de fezes ou ng/mL de soro.

55 EXPERIMENTO 3: IMUNOMARCACAO PARA KI67 E DAZL E DENSIDADE
DE GONOCITOS

Os testiculos de 2 machos de cada 3 ratas gestantes por grupo foram fixados
em Carnoy (6:3:1, v:v:v, etanol P.A., cloroféormio e acido acético glacial), desidratados
em concentracdes crescentes de alcool e xilol e emblocados em paraplast (Sigma
Aldrich). Secdes da gbnada inteira foram submetidas a reacao de imunofluorescéncia
para a dupla marcacdo das proteinas DAZL (sigla em inglés para deleted in
azoospermia-like), especifica de citoplasma de células germinativas, e Ki67, expressa
no nucleo de células em proliferacéao.

A reacao de imunofluorescéncia foi realizada conforme descrito por ZOGBI et
al. (2012). Resumidamente, 4 secdes testiculares de 5 um de espessura foram
lavadas em xileno para remocao do paraplast, hidratadas e submetidas a recuperacao
de antigeno por aquecimento em tampao citrato (citrato de sédio 116 mM, &cido citrico
109 mM, pH 6,0), por 10 min. Apds o resfriamento, foram bloqueadas com albumina
sérica bovina 5%, por 45 min, e incubadas com os anticorpos primarios anti-DAZL
(lgG de camundongo, 1:50, Serotec, MCA2336) e anti-Ki-67 (IgG de coelho, 1:150,
ABCAM, ab16667), por 12 h, em camara umida, a 4°C. Entdo, foram lavadas em

tampéo Tris (TBS; 25 mM, pH 7.4) trés vezes e incubadas com o0s anticorpos
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secundarios conjugados com FITC (IgG de ovelha anti-IgG de coelho, 1:100, ABCAM,
ab6791) e Alexa Fluor 546 (IgG de jumento anti-lgG de camundongo, 1:100,
Invitrogen, A10036), por 1 h. Na sequéncia, foram lavadas em TBS e incubadas com
DAPI por 15 min, sendo, logo em seguida, fotografadas com objetiva de 400x em
microscopio (Nikon Eclipse Ci-S, Téquio, Japao) acoplado a camera fotografica (Nikon
DS-QilMc, Téquio, Japao) e conectado ao programa analisador de imagens (Nis
Elements Advanced Research Nikon, versao 4.0, Japao). Para cada animal, os
gondcitos foram contados em 5 fotografias do parénquima testicular e a densidade
dos gondcitos calculada pela razdo entre o niumero de gondcitos e a area analisada
(nimero de gondcitos/ um?). Além disso, foi descrita a marcagdo da proteina de

proliferacéo, Ki-67, nas células testiculares.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados para normalidade e comparados através de
ANOVA, seguido pelo pés-teste de Tukey ou pelo teste t de Student. Os percentuais
de ratos que tiveram a separacgao prepucial dentro das categorias de idade estipuladas
foram avaliados por Qui-quadrado. A concentragcdo de metabdlitos fecais de
testosterona foi analisada para a area sob a curva de concentracdo de metabdlitos
fecais de testosterona por DPN, através da média de cada dia entre os diferentes
grupos e através dos diferentes dias para o mesmo grupo. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando o p < 0,05. A ninhada foi
considerada a unidade estatistica (FESTING, 2006).

O experimento 2 no qual foram avaliados os efeitos da exposicdo ao GCV nos
descendentes masculinos adultos, os resultados dos dois grupos controle foram
analisados separadamente para os DG 10 e 14. Contudo, como nao foram
encontradas diferencas significativas entre eles, nés optamos por combinar os dados,
formando apenas um grupo controle para as analises subsequentes. I1Sso causou 0
aumento do numero amostral no grupo controle, tendo como vantagem o fato de

aumentar a forca das analises estatisticas.
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6. RESULTADOS

6.1 CONCENTRACAO PLASMATICA DE GCV NAS RATAS GESTANTES

A concentracdo plasmética de GCV nas ratas gestantes, 1 h apds a ultima
aplicacdo nos DG 10 e 14, nédo diferiu entre os grupos. A concentracdo plasmatica
meédia foi de 41,9 + 3,9 pug/mL nas progenitoras expostas no DG 10 (n = 8) e de 37,3

+ 2,6 ug/mL nas progenitoras expostas no DG 14 (n = 7).

6.2 RESULTADOS DA GESTACAO

Foram avaliados os possiveis efeitos da toxicidade reprodutiva do GCV em
relacdo ao crescimento ponderal das gestantes e a sobrevivéncia dos recém-natos. O
ganho de peso corporal das gestantes (FIGURA 6), o numero de implantes uterinos,
o tamanho da ninhada e a sobrevivéncia dos recém-natos foram investigados, mas

nenhuma diferencga significativa foi encontrada (TABELA 1).
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Figura 6 — Ganho de peso corporal das ratas gestantes expostas a 1 mL/kg de salina 0,9% (controle)
ou 300 mg/kg de ganciclovir nos dias de gestacdo 10 (GCV10) ou 14 (GCV14).
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TABELA 1 - RESULTADOS REPRODUTIVOS (MEDIA + EPM) DE RATAS EXPOSTAS AO VEICULO
(CONTROLE) OU 300 mg/kg DE GANCICLOVIR NOS DIAS DE GESTACAO 10 (GCV10) OU 14

(GCV14).

Controle GCV10 GCVv14
Implantes uterinos (n) 10,69 + 0,75 10,22 + 1,04 11,36 £ 0,49
Tamanho de ninhada (n) 9,54 + 0,90 8,89+ 0,93 10,55 £ 0,36
Perdas pos-implante? (%) 13,21 +4,51 11,44 + 6,02 6,75 + 2,17
indice de viabilidade? (%) 98,72 £ 1,28 93,43 £5,52 100
indice de desmame? (%) 98,72 + 1,28 93,43 +5,52 99,17 + 0,83
indice de machos* (%) 49,77 £ 4,61 46,67 £ 7,52 4583 +£5,12

L [(n° implantes — n° descendentes nascidos) x 100/ n° implantes]

2 (n° descendentes vivos no dia pds-natal 4/ n® descendentes nascidos vivos) x 100
8 (n° descendentes vivos no dia pds-natal 21/ n° descendentes nascidos vivo) x 100
4 (n° descendentes do sexo masculino/ n® descendentes) x 100

6.3 DESENVOLVIMENTO DOS DESCENDENTES MASCULINOS

A exposicdo ao GCV no DG 10 ou 14 néo influenciou o ganho de peso corporal
dos descendentes masculinos (FIGURA 7). Entretanto, a distancia anogenital,
expressa como indice da distancia anogenital (IAG) e a idade de separacao prepucial,
dois fatores associados a producao e exposicdo a testosterona, foram alterados pela
exposicao ao GCV. O IAG foi menor nos animais expostos ao GCV quando a medida
foi avaliada no DPN 5 e permaneceu reduzida, mas no DPN 90 foi estatisticamente
diferente somente no grupo GCV10, em relacdo ao controle (FIGURA 8). Os ratos do
grupo GCV14 tiveram a separacéao prepucial atrasada, em relagcdo aos grupos controle
e GCV10 (FIGURA 9).

Quanto ao peso dos 6rgaos, somente 0 peso de testiculos e epididimos foi
reduzido nos animais expostos ao GCV nos DG 10 e 14, sendo a reducdo mais
pronunciada nos animais expostos no DG 14. O peso de figado, baco, rins e adrenais,
assim como de 6rgaos androgeno-dependentes, como préstata, vesiculas seminais e

musculo levantador do anus néo sofreu alteracdo (TABELA 2).
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Figura 7 — Ganho de peso corporal de ratos machos expostos ao veiculo (controle; n = 13) ou 300
mg/kg de ganciclovir nos dias de gesta¢édo 10 (GCV10; n =9) ou 14 (GCV14; n = 11).
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Figura 8 — indice da distancia anogenital (IAG = AGD/peso corporall’®) de ratos machos apds exposicéo
ao veiculo (controle; n = 13) ou 300 mg/kg de ganciclovir no dia de gesta¢édo 10 (GCV10; n =9) ou 14
(GCV14; n = 11). 2 e b p<0,05, significativamente diferente do controle (ANOVA/Tukey).
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Figura 9 — Percentual de ratos machos que atingiram a separacgédo prepucial por periodos de dia pés-
natal (DPN 45-47, 48-50, 51-53, 54-76), expostos ao veiculo (controle; n = 13) ou 300 mg/kg de GCV
nos dias de gestac¢éo 10 (GCV10; n = 9) ou 14 (GCV14; n = 11).
NOTA: O grupo GCV14 apresentou atraso na separacao prepucial em relagdo aos grupos GCV10 e

controle.

TABELA 2 - PESO ABSOLUTO (g) E RELATIVO (g%) DE ORGAOS DE RATOS MACHOS ADULTOS
(MEDIA £ EPM) EXPOSTOS AO VEICULO OU 300 mg/kg DE GANCICLOVIR NOS DIAS DE

GESTACAO 10 OU 14.

Controle GCV10 GCV14
(n=10) (n=4) (n=9)
Testiculos 1,52+0,02 t 1,09 £ 0,09t 0,76 £ 0,07 t
(0,51+0,01) ¥ (0,39 +0,03) T (0,26 £ 0,03) T
Epididimos 0,42 £ 0,01 0,31+0,05* 0,27 +0,02*
(0,14 £0,01) t (0,12+0,01) T (0,09 +£0,01) T
Préstata 0,21 + 0,02 0,23+0,01 0,19+ 0,01
(0,07 £0,01) (0,07 £0,01) (0,06 £ 0,01)
Vesicula seminal 0,46 + 0,02 0,45 + 0,02 0,44 + 0,01
(0,16 £ 0,01) (0,15+£0,01) (0,15+£0,01)
Musculo levantador do anus 0,82 + 0,03 0,71+0,16 0,74 £ 0,04
(0),28 £ 0,01 (0,24 £ 0,05) (0,25 +0,01)
Figado 10,35+ 0,27 9,82 + 0,66 10,39 £ 0,28
(3,47 £ 0,06) (3,55+0,17) (3,37 £0,07)
Baco 0,68 + 0,01 0,42 + 0,16 0,74 £ 0,02
(0,23 £ 0,01) (0,22 £0,01) (0,24 £ 0,02)
Rins 0,96 + 0,02 0,92 + 0,06 0,98 + 0,03
(0,32 £ 0,01) (0,36 £ 0,02) (0,32 £0,01)
Adrenais 0,02 + 0,01 0,02 + 0,01 0,02 + 0,01

(0,007 + 0,0002)

(0,008 + 0,0002)

(0,007 + 0,0004)

Peso relativo = [peso do 6rgéo (g)/peso corporal (g)*100]

T p<0,05, significativamente diferente entre todos os grupos (ANOVA/Tukey)

* p<0,05, significativamente diferente do controle (ANOVA/Tukey)

n nimero de ninhadas.
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6.4 EFEITOS DO GANCICLOVIR SOBRE A MORFOLOGIA TESTICULAR

No total, foi avaliada a morfologia testicular de 76 ratos machos adultos,
provenientes de 30 ninhadas diferentes. Dos 76 animais, 43 foram expostos in utero
ao GCV, tanto no DG 10 quanto no 14, e somente 5 animais, expostos ao GCV no DG
10, apresentaram morfologia testicular inalterada.

A principal alteracdo observada na histologia testicular dos animais expostos
ao GCV foi a presenca de TACS. Estes tubulos apresentavam-se em grupos e
dispersos pelo parénquima testicular, possuiam diametro tubular reduzido e, na
maioria das vezes, auséncia de lumen. Em menor propor¢do, foram observados
tubulos seminiferos com a espermatogénese prejudicada, nos quais foram
observadas algumas células de estagios iniciais da espermatogénese (FIGURA 10).

Embora a alteracdo da morfologia testicular induzida nos animais expostos ao
GCV tenha sido a mesma, ou seja, o desenvolvimento de TACS e com a
espermatogénese prejudicada, aqueles expostos no DG 14 apresentaram maior
percentual de tubulos seminiferos anormais, em média (zEPM) de 31,9 + 6,3%,
engquanto que aqueles expostos no DG 10 apresentaram 12,7 £ 5,4% (FIGURA 11).
O efeito testicular da exposicdo ao GCV nao foi homogéneo entre os descendentes,
sendo que os percentis 25 e 75% do percentual de tibulos seminiferos anormais para
0s ratos expostos ao GCV nos DG 10 e 14 de O e 18,7% e de 7,3 e 41,4%.
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FIGURA 10 — Aspecto histoldgico testicular de ratos no dia pds-natal 90, apds exposi¢cao ao veiculo
(controle; A, C, E e G) ou 300mg/kg de ganciclovir, no dia de gestacao 10 ou 14 (GCV; B, D, F e H).
NOTA: Os animais do grupo controle apresentaram todos os tubulos seminiferos com aspecto normal.
Os animais expostos ao GCV apresentaram tubulos seminiferos apenas com células de Sertoli (TACS;
*) e tdbulos seminiferos com a espermatogénese prejudicada (EP) ao lado de tUbulos seminiferos
normais. Estas alteragbes foram observadas em ambos o0s grupos expostos ao GCV. Tubulos
seminiferos em estagio VII (7) do ciclo do epitélio seminifero de ratos estdo presentes nos controles (E
e G) e nos animais expostos ao GCV (F e H). As setas indicam nucleos de células de Sertoli com
nucléolo evidente. Estas imagens foram geradas a partir do escaneamento de uma secao histoldgica,
com objetiva de 630x, utilizando o microscopio Axio Imager Z2 (Carl Zeiss, Jena, DE), equipado com
software de captura automatizada Metafer 4/VSlide (Metasystems, Altlussheim, DE), acoplado a
camera CoolCube 1 (Metasystems, Altlussheim, DE).
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Figura 11 — Percentual de tubulos seminiferos normais em ratos machos expostos ao veiculo (controle;
n = 13) ou 300mg/kg de ganciclovir, nos dias de gesta¢édo 10 (GCV10; n =9) ou 14 (GCV14; n = 8).
NOTA: Os tubulos seminiferos foram quantificados em todo o parénquima testicular de duas secdes

histologicas por animal. * p<0,05 significativamente diferente dos grupos controle e GCV10
(ANOVA/Tukey).

6.4.1. Morfometria testicular

O diametro dos tubulos seminiferos normais foi maior nos animais expostos
ao GCV no DG 14 em relagdo aos animais do grupo controle. Isso € resultado do
maior didmetro de lumen dos tubulos seminiferos e do maior numero de células
germinativas no epitélio seminifero (TABELA 4) e ndo da maior altura de epitélio
seminifero (TABELA 3). Embora os animais expostos ao GCV no DG 10 também
tenham apresentado maior didmetro de limen, isso néo refletiu no diametro tubular.
O diametro dos tubulos seminiferos anormais é menor do que os tubulos seminiferos
normais e a meédia ponderada do didametro dos tubulos seminiferos nos animais
expostos ao GCV é menor no grupo GCV14 quando comparado ao controle (TABELA
3).

O comprimento dos tubulos seminiferos e o volume dos componentes do
parénquima testicular como volume tubular e de tecido conjuntivo, estdo reduzidos
nos grupos expostos ao GCV, exceto o volume ocupado pelas células de Leydig. No
grupo GCV14, o volume tubular esta reduzido em torno de 30% e 20% em relagéo
aos grupos controle e GCV10, respectivamente (TABELA 3).
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TABELA 3 — MORFOMETRIA DE TUBULOS SEMINIFEROS E COMPOSICAO VOLUMETRICA DO
PARENQUIMA TESTICULAR DE RATOS MACHOS ADULTOS EXPOSTOS AO VEICULO OU 300

mg/kg DE GANCICLOVIR NOS DIAS DE GESTAGAO 10 OU 14. OS DADOS SAO MEDIA + EPM.

Controle GCV10 GCVv14

(n=13) (n=9) (n=7)
Altura do epitélio seminifero (um) 96,6 +1,5 96,8+ 1,3 945+2,0
Diametro do lGmen tubular (um) 122,7 £ 2,7 134,7 + 3,1* 138,1+3,8*
Diametro do tubulo normal (um) 317,8 +3,0 327,2+29 331,7+3,9*
Diametro do tibulo anormal (um) 190,3 + 9,4** 194,3 £ 5,1 **
MP do diametro tubulo (um) 2 317,8+3,0 305,3+8,4 290,8+10,5*
Comprimento do tubulo (m) 16,2+ 0,8 13,6 £ 0,7* 11,606 *
Volume tubular (ml) 1,3+0,02 t 1,0+0,08 t 0,8+0,06 t
Volume da célula Leydig (ml) 0,02 + 0,01 0,01 +0,01 0,02 + 0,01
Volume do tecido conjuntivo (ml) ® 0,10+ 0,01 0,08 +0,01 * 0,08 +0,01*

a MP = média ponderada do didmetro dos tubulos seminiferos, corrigida pelo percentual de tubulos
seminiferos normais e anormais para cada animal.

b Tecido conectivo composto pelos vasos e espago intersticial.

* p<0,05 significativamente diferente do controle (ANOVA/Tukey).

** n<0,01 significativamente diferente do diametro de tdbulos normais entre os grupos GCV10 e GCV14
(Teste t Student).

T p<0,05, significativamente diferente entre todos os grupos (ANOVA/Tukey).

n namero de ninhadas.

A contagem de células por seccao transversal de tabulos seminiferos em
estagio VIl demonstrou que a espermatogénese esta ocorrendo sem perda de células
germinativas nos animais expostos ao GCV. No entanto, foi encontrado aumento de
espermatécitos pré-leptéteno e no indice de células de Sertoli (nUmero de
espermatides redondas por célula de Sertoli) no grupo GCV14 em relacao ao controle
(TABELA 4) o que pode explicar o aumento no didametro dos tubulos seminiferos
normais nos animais expostos ao GCV. O numero de células de Sertoli por sec¢éo
transversal € maior em tabulos seminiferos anormais do que nos tubulos seminiferos
em estagio VIl e a PTCS foi reduzida nos animais expostos ao GCV (TABELA 4).

As células de Leydig apresentaram volume reduzido apenas no grupo GCV10,
embora os valores sejam menores também no GCV14 em relacdo ao controle
(TABELA 5). A populagéao de células de Leydig por testiculo ndo foi alterada pela a
exposicdo ao GCV (TABELA 5), embora na analise da histologia testicular seja

evidente a aglomeracédo de células de Leydig entre os TACS.
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TABELA 4 — NUMERO DE CELULAS CONTADAS EM TUBULOS SEMINIFEROS NORMAIS EM
ESTAGIO VIl E EM TUBULOS SEMINIFEROS APENAS COM CELULAS DE SERTOLI (TACS)
(MEDIA+EPM) DE RATOS MACHOS ADULTOS EXPOSTOS AO VEICULO OU 300 mg/kg DE
GANCICLOVIR NO DIA DE GESTACAO 10 (GCV10) OU 14 (GCV14).

Controle GCV10 GCVv14

(n=12) (n=9) (n=7)
Espermatogbnia 1,4+0,1 1,5+0,2 1,3+0,2
Espermatdcito pré-leptéteno 28,8+ 0,6 29,2+0,7 31,7+£0,8*
Espermatdcito paquiteno 28,4+0,4 279+0,8 29,2+1,0
Espermatides redondas 76,7+15 80,4+1,9 82,1+1,9
Células de Sertoli (tubulos normais) 9,9+0,3 9,6+0,4 9,1+0,4
Células de Sertoli (TACS) 15,2 +1,1** 16,8 £ 0,8**
indice de células de Sertoli 2 79+0,2 8,6 +0,5 9,5+0,7*
Populacéo células Sertoli/ testiculo (x106) 418+1,8 33,3+ 1,6* 32,3+ 2,6*

Nota. A populagéo de células de Sertoli foi calculada com base na média ponderada entre de células
de Sertoli em tdbulos seminiferos normais e TACS.

a Numero de espermatides redondas/ célula de Sertoli em tlbulos seminiferos em estagio VI

* p<0,05, significativamente diferente do controle (ANOVA/Tukey)

** n<0,01, significativamente diferente do nimero de células de Sertoli em tdbulos normais.

n nimero de ninhadas.

TABELA 5 — MORFOMETRIA DE CELULAS DE LEYDIG (MEDIA+EPM) DE RATOS MACHOS
ADULTOS EXPOSTOS AO VEICULO OU 300 MG/KG DE GANCICLOVIR NOS DIAS DE GESTAGAO
10 OU 14.

Controle GCV10 GCVv14

(n =10 (n=5) (n=5)
Volume nuclear (um?) 2219+7,4 196,2 £ 6,7 196,5+6,7
Volume citoplasmatico (um?) 418,4+19,9 334,3+£12,5* 351,3+21,8
Volume total (um?3) 640,2 + 26,3 530,5 + 18,4* 547,7 £ 28,1
Namero/ testiculo (x 10°) 269+2,1 24,1+0,9 276+2,4

* p<0,05 significativamente diferente do controle (ANOVA/Tukey)
n namero de ninhadas.

6.5 CONCENTRACAO DE TESTOSTERONA SERICA E DE METABOLITOS
FECAIS DE TESTOSTERONA

A exposicdo ao GCV nao alterou a concentracdo de testosterona sérica de
ratos machos adultos, ao DPN 90. A concentracdo média (xEPM) de testosterona
sérica foi de 2,32 + 0,46, 2,18 = 0,47 e 2,46 £ 0,51 ng/mL para os grupos controle
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(n=10), GCV10 (n=3) e GCV14 (n=9), respectivamente. Embora o numero de
ninhadas avaliadas tenha sido baixo para o grupo GCV10, é importante ressaltar que
o numero de individuos avaliados foi de 29, 12 e 20 para os grupos controle, GCV10
e GCV14, respectivamente.

A concentracdo de metabdlitos fecais de testosterona também néo foi

influenciada pela exposicédo ao GCV (FIGURA 12).
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Figura 12 — Concentracdo de metabdlitos fecais de testosterona (ng/g de fezes) de ratos machos
expostos a 1 mL/kg de salina (controle; n = 10) ou 300 mg/kg de ganciclovir nos dias de gestacao 10
(GCV10; n=7) ou 14 (GCV14; n = 11).

6.6 DENSIDADE NUMERICA DOS GONOCITOS E ANALISE DESCRITIVA DA
IMUNOMARCAGCAO DE PROLIFERACAO

A expressao de DAZL pode ser identificada pela fluorescéncia vermelha no
citoplasma dos gondcitos com marcacdo mais intensa em torno do nucleo (FIGURAS
13 e 14). Esta marcacéo foi utilizada para identificar e contar os gondcitos para, entao,
calcular a sua densidade numérica (nUmero de gondcitos/ pm?). A densidade
numérica dos gondcitos foi reduzida em 50% nos animais do CGV14, enquanto que
0S animais expostos do GCV19 nado sofreram alteracdo, em relagcdo aos seus

respectivos grupos controle (FIGURA 15).
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Ja a expressao de Ki67 pode ser identificada pela fluorescéncia verde no
nacleo dos gondcitos e das células somaticas testiculares. A exposicdo ao GCV no
DG14 nao alterou a expressao de Ki67 nas células somaticas ou nos gondcitos que
resistiram ao efeito toxico do GCV (FIGURA 13). Nos grupos C19 e GCV19 todos os
gonadcitos foram negativos para marcacdo de Ki67 (FIGURA 14). Entretanto, foi
encontrada diferenca na marcacao das células somaticas localizadas na periferia dos
corddes seminiferos. O Ki67 foi marcado nas células somaticas nos animais do grupo
C19, mas nao nos animais do grupo GCV19. Considerando a sua localizacao, estas
células somaticas sdo, provavelmente, células de Sertoli negativas para Ki67
(FIGURA 14).

DAPI DAZL Ki67 Merge

a
Ci4
40um
e
GCV14
36um

Figura 13 — Reacéo de imunofluorescéncia das proteinas DAZL (vermelho) e Ki67 (verde) e coloragdo
com DAPI (azul) do parénquima testicular de ratos, 24h apds a exposi¢édo a 1ml/kg de veiculo (C14, a
—d) ou 300 mg/kg de ganciclovir (GCV14, e — h) no DG 14.

NOTA: Foram processados os testiculos de dois fetos masculinos provenientes de trés progenitoras
diferentes para cada grupo (n= 3/ grupo), sendo que de cada feto foram avaliadas cinco imagens do
parénquima testicular para descricdo da marcagdo da proteina de proliferacdo Ki67. A marcacdo de
Ki67 foi observada nas células germinativas (setas) e nas células de Sertoli (cabecas de setas) nos
grupos C14 e GCV14.
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C19

GCV19

Figura 14 — Reacéo de imunofluorescéncia das proteinas DAZL (vermelho) e Ki67 (verde) e coloragcéo
com DAPI (azul) do parénquima testicular de ratos, 24h apd6s a exposicdo a 1ml/kg de veiculo (C19, a
—d) ou 300 mg/kg de ganciclovir (G19, e — h) no DG 19.

NOTA: Foram processados testiculos de dois fetos masculinos oriundos de trés progenitoras diferentes
para cada grupo (n= 3/ grupo), sendo que de cada feto foram avaliadas cinco imagens do parénquima
testicular para descricdo da marcagéo da proteina de proliferacdo Ki67. A marcacdo de Ki67 nao foi
observada nas células germinativas (setas) nos ratos do grupo C19 ou GCV19. Entretanto, as células
de Sertoli (cabecas de setas) foram positivas para a marcacdo de Ki67 no C19 (d) e negativas no
GCV19 (h).

0.010+

0.008

Gonocitos/um?

Cl4 GCV14 c19 GCV19

Figura 15 — Densidade numérica de gonécitos em testiculo de ratos no DG 15 e 20, 24h apés a
exposicdo a 1 ml/kg de veiculo (C14 e C19) ou 300mg/kg de ganciclovir (GCV14 e GCV19).

NOTA: Os testiculos de dois fetos masculinos provenientes de trés progenitoras diferentes de cada
grupo (n= 3/ grupo) foram submetidos a reacdo de imunofluorescéncia para a proteina DAZL e os
gondcitos foram quantificados em cinco fotografias do parénquima testicular de cada rato. * p<0,05
significativamente diferente do controle (teste t de Student).
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7. DISCUSSAO

Em estudo anterior do nosso laboratorio, foram investigados os efeitos do
GCV sobre o testiculo de ratos machos no DG 20 e no DPN 90 apds exposicao
materna no DG 10, dia que corresponde ao inicio da diferenciacdo gonadal em ratos.
A exposicao in utero a 300 mg/kg de GCV induziu reducdo do peso testicular e
epididiméario nos animais adultos e no numero de células germinativas nos testiculos
fetais e adultos. Os ratos adultos apresentavam TACS entremeados com tubulos
seminiferos normais, caracteristica histolégica semelhante a da sindrome focal dos
TACS que afeta homens. Foi aventada a hipotese de que o GCV estaria interferindo
na colonizacdo dos corddes seminiferos nos estagios iniciais do desenvolvimento
gonadal por afetar a migracdo ou a sobrevivéncia das CGP (NIHI et al., 2014).

Com base nestes achados, nos delineamos o presente estudo para investigar
os efeitos do GCV sobre o testiculo de ratos quando a exposicdo ocorre em diferentes
janelas do desenvolvimento testicular. Inicialmente, nés acompanhamos o
desenvolvimento reprodutivo e avaliamos os testiculos dos descendentes masculinos
adultos expostos ao GCV em dois estagios: (1) de migracao, com baixa proliferacao
e (2) de alta proliferacéo das células germinativas, DG 10 e 14, respectivamente. Com
esta abordagem, nos identificamos o DG 14, um periodo fetal de intensa proliferacéao
das células germinativas, como uma janela critica para os efeitos do GCV. Animais
expostos no DG 14, atingiram a puberdade tardiamente e, quando adultos,
apresentaram reducdo de 50% no peso testicular em relagcdo ao grupo controle.
Tuabulos seminiferos com morfologia anormal foram encontrados em todos o0s
testiculos de animais expostos ao GCV no DG 14, com uma média de,
aproximadamente, 30% dos tubulos seminifero com auséncia de células germinativas.
A proliferac@o das células germinativas € menos intensa no DG 10, e, possivelmente
por isso, os efeitos do GCV foram menos pronunciados nos animais expostos neste
dia. O peso testicular foi reduzido em 30% e a ocorréncia de TACS foi menor do que
12%, com 22% dos animais apresentado morfologia testicular normal.

Posteriormente, nds expusemos fetos no DG 14 e 19 ao GCV e avaliamos o
namero de células germinativas nos testiculos no DG 15 e 20, aproximadamente 24 h
apos a primeira exposicdo ao GCV. Confirmando os resultados dos animais adultos,
noés encontramos reducgdo de 50% no numero de células germinativas nos testiculos

dos animais expostos no DG 14, mas nenhuma alteracdo nos testiculos de animais
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expostos no DG 19. Ratos no DG 19 néo apresentam mais proliferacdo das células
germinativas, as quais permanecem na fase estacionaria até, aproximadamente, o
DPN 5 (BOULOGNE et al., 1999; NAGANO et al., 2000; ENCINAS; ZOGBI; STUMPP,
2012). O fato de ratos machos expostos ao GCV nesta idade ndo apresentarem
reducdo no numero de células germinativas sugere que a toxicidade do GCV esta
relacionada com a taxa de proliferacédo destas células.

O percentual de tabulos seminiferos afetados pelo GCV teve grande variacao
entre animais da mesma ninhada, embora a concentracdo de GCV no plasma das
progenitoras ndo tenha apresentado diferenca estatistica. Os mecanismos envolvidos
neste efeito ndo sdo conhecidos. Diferencas genéticas, como no nivel de expressao
de proteinas de resisténcia multidrogas (ADACHI et al., 2002) podem determinar a
resposta celular ao GCV. Além disso, a populacdo de células germinativas em cada
estagio do desenvolvimento testicular ndo é homogénea. Diferencas na taxa de
mitose, no comportamento migratério, na morfologia, na expressao de diferentes
marcadores, assim como no tempo em que as células germinativas alcancam as
cristas genitais foram descritos (MERCHANT, 1975; NAGANO et al., 2000; ORWIG et
al., 2002; ENCINAS; ZOGBI; STUMPP, 2012; ZOGBI et al., 2012). A sensibilidade aos
efeitos toxicos do GCV pode ser dependente do estagio de desenvolvimento de cada
célula germinativa. A variacdo no numero de tubulos seminiferos anormais nos
animais adultos expostos no DG 10 e 14 também pode ser resultado do numero total
de células germinativas afetadas, combinado com o tempo restante para a
recuperacdo da populacao celular. O numero de células germinativas nos testiculos
difere de um pouco mais de uma dezena para milhares, entre os DG 10 e 14, e a
proliferacéo cessa por volta do DG 18. Ent&o, animais expostos no DG 10 podem ter
mais tempo para recuperar o numero de células germinativas ap0s a exposi¢do ao
GCV e apresentar menor numero de TACS.

Os efeitos citotéxicos do GCV, principalmente sobre as células germinativas,
estdo relacionados ao mecanismo de acao do antiviral. Analogos de nucleosideos
fosforilados, como o trifosfato de GCV, séo incorporados a cadeia de DNA em
replicacdo pela DNA polimerase celular induzindo a terminacdo da corrente e,
eventualmente, a morte celular. A atividade antiviral do GCV depende da converséao
inicial ao monofosfato, reacéo catalisada pela TC viral expressa em células infectadas,
seguido pela conversdo as formas di- e trifosfatadas pelas cinases da célula
hospedeira (MATTHEWS; BOEHME, 1988; SMEE et al.,, 1985; ADLER; NIGRO;
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PEREIRA, 2007; BOUJEMLA et al., 2016). Esta toxicidade condicionada a expressao
da TC viral tem sido utilizada para, seletivamente, eliminar células indesejaveis em
terapia genética para o tratamento de céancer e de infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (BUURSMA et al., 2004; CARUSO et al., 1993; CARUSO;
KLATZMANN, 1992), assim como, para remover tipos celulares especificos em
camundongos transgénicos (DZIERZAK et al., 1993; HEYMAN et al., 1989; MINASI et
al., 1993). A eliminacdo de um tipo celular especifico ocorre pela expressao da TC
viral, inserida no DNA celular, em conjunto com um promotor especifico da célula,
seguido pela administracdo de um analogo de nucleosideo, como o GCV. Entretanto,
0os camundongos machos que expressam a TC viral também séo estéreis (IWAKURA
et al., 1988; AL-SHAWI et al., 1991; DZIERZAK et al., 1993; CAl et al., 2012, 2009),
devido a presenca de um indutor especifico testicular, que estimula expressdo da
enzima viral nos testiculos (AL-SHAWI et al.,, 1991). Nestes animais, as células
germinativas sdo completamente eliminadas, restando somente as células de Sertoli.
Pacientes infectados com herpes podem se tornar inférteis, devido a expressédo da TC
viral que, por si sO, causa a apoptose das células germinativas (SALOMON et al.,
1995; CAl et al.,, 2012, 2009; MIRZAEE; ERIKSSON; ALBERTIONI, 2010). Os
mecanismos de regulacao intrinsecos da expressao da TC nas células germinativas
podem explicar porque a exposicdo ao GCV em ratos nao infectados tem efeito toxico
tdo evidente nas células germinativas. Aparentemente, durante a proliferacdo, pode
haver alta expressao de TC nestas células, levando a formacéo de niveis elevados de
GCV trifosfato.

Embora outros tipos celulares, que ndo expressam a TC viral, também
possam ativar o GCV (FREITAS et al., 1985; SMEE et al., 1985; HAYNES; LAMBERT,;
MITCHELL, 1996; JANOLY-DUMENIL et al., 2012), as células germinativas parecem
ser particularmente sensiveis aos seus efeitos. Durante o desenvolvimento
embrionario, particularmente em janelas criticas do desenvolvimento testicular, como
0 que observamos nos animais expostos no DG 14, o GCV induziu a morte das células
germinativas, causando reducao do seu numero e desenvolvimento de TACS na vida
adulta. Neste estudo, n6s ndo avaliamos em detalhes os efeitos do GCV sobre a
proliferacdo e diferenciacdo de outros tecidos. Entretanto, ndo foram observadas
alteracOes estruturais macroscopicas ou no peso de outros 6rgdos, como figado,

baco, rins e adrenais, sugerindo auséncia de efeito toxico do GCV sobre estes 0rgaos.
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Os efeitos da exposicdo pré-natal ao GCV sobre os testiculos dos
descendentes masculinos adultos n&o ficaram limitados a ocorréncia de tubulos
seminiferos anormais, mas também ocorreram alteracdes na morfometria e no
ndamero de células nos tubulos seminiferos com espermatogénese normal. A
exposicao ao GCV nos DG 10 e 14 causou aumento no diametro do limen e do tubulo
seminifero, acompanhado por uma reducdo no comprimento total dos tubulos
seminiferos, como uma evidéncia de que a exposi¢do ao GCV perturbou a arquitetura
normal testicular em decorréncia dos TACS.

Além disso, houve reducdo no numero de células de Sertoli por testiculo, em
ambos os grupos, aumento do indice de células de Sertoli (a proporcao entre 0 nUmero
de espermétides redondas por célula de Sertoli) nos animais expostos no DG 14. Em
ratos, as células de Sertoli ja diferenciaram por volta do DG 14, quando circundam as
CGP (denominadas de gondcitos neste estagio) para formar os cordfes seminiferos
(ORTH, 1982; ANGELOPOULOU et al., 2008; CULTY, 2013). Os periodos peri- e pos-
natal sdo marcados por intensa proliferacao das células de Sertoli (ORTH, 1982). No
experimento fetal, nés observamos que a exposi¢cdo ao GCV no DG 19, mas ndo no
DG 14, reduziu a marcacdo de Ki67 nas células somaticas localizadas em torno dos
gonadcitos nos corddes seminiferos. Embora ndo tenhamos utilizado um marcador
especifico de células de Sertoli, estas células séo, provavelmente, células de Sertoli
devido a sua localiza¢do. Em conjunto, a redu¢cédo no nimero de células de Sertoli nos
animais adultos e a reducdo da marcacao de proliferacdo das células de Sertoli no
testiculo fetal, sugere que a reducdo significativa no comprimento dos tubulos
seminiferos e no tamanho dos testiculos em ambos 0s grupos possa ser
consequéncia da toxicidade ao GCV ndo apenas em células germinativas, mas
também nas células somaticas.

Devido a intensa relagéo entre as células germinativas e as células de Sertoli,
a alteracdo da proliferacdo ou da funcédo das células de Sertoli induzida pelo GCV
pode implicar em alteracdo da estrutura dos tubulos seminiferos, da taxa de
sobrevivéncia das células germinativas e da taxa espermatogénica. Como foi
demonstrado por Qiu e colaboradores (2016), células de Sertoli imaturas expostas ao
GCV in vitro ndo sofrem alteracdo da proliferacdo nas doses analisadas, embora
apresentem reducdo da expressao de conexina 43, uma proteina essencial para o
desenvolvimento das juncdes tipo gap entre células de Sertoli adjacentes e entre estas

e as células germinativas (PELLETIER, 2011). A expressdao reduzida desta proteina
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nas ceélulas de Sertoli impacta a maturacdo destas células e também a
espermatogénese em animais adultos (BREHM et al., 2007; GERBER; HEINRICH,;
BREHM, 2016). Além disso, a reducdo no numero de células de Sertoli reduz a
producdo espermética por afetar diretamente o comprimento dos tubulos seminiferos
e a capacidade espermatogénica testicular, ja que cada célula de Sertoli suporta a
espermatogénese de um numero definido de células germinativas para cada espécie
animal (RUSSELL; PETERSON, 1984; NEUBAUER et al., 2004;AUHAREK et al.,
2010).

Os efeitos do GCV sobre as células de Leydig foram minimos. N6s néo
encontramos alteragdo no numero de células de Leydig, embora tenha ocorrido
reducado do volume celular individual nos animais expostos no DG 10, e aglomeragdes
de células de Leydig tenham sido observados entre os TACS. Esta aglomeracao das
células de Leydig em torno de TACS é um fator comum em homens com a sindrome
dos TACS e em camundongos modelo para a sindrome de Klinefelter. Acredita-se que
isso ocorra como resultado da hiperplasia das células de Leydig induzida pelos altos
niveis séricos de LH, embora os niveis de T nessas condi¢des possam estar normais
(HOLM et al., 2003; WERLER et al., 2014). Da mesma forma, apesar das pequenas
modificacdes nas células de Leydig observadas no nosso estudo, a producdo de
testosterona nao foi afetada, sendo a concentracdo média sérica e fecal similar entre
os grupos. O perfil de androgénios fecais foi normal ao longo da puberdade,
evidenciando um pico de secrecao por volta dos DPN 51 e 58, como demonstrado
previamente (LEE et al., 1975). Entretanto, o atraso na separacao prepucial nos
animais expostos no DG 14 e a DAG ligeiramente reduzida nos animais expostos pode
indicar uma reducdo na androgenizacdo dos tecidos. Como ja foi demonstrado em
humanos (SWAN et al., 2015) e em animais experimentais (KITA et al., 2016), a DAG
é influenciada pela exposi¢do aos androgénios durante a vida pré-natal, assim como
0 peso e desenvolvimento de érgdos androgeno-dependentes (JOUBERT; TOBIN;
LEBART, 1994).

Este estudo demonstra que o efeito testicular causado pela exposicéo de ratos
in utero ao GCV ¢ influenciado pelo momento do desenvolvimento fetal no qual a
exposicdo ocorre, ja que ratos expostos ao GCV no DG 14 apresentaram efeitos
testiculares mais acentuados em relacdo aqueles expostos no DG 10 ou 19.
Aparentemente, o0 GCV néo esté interferindo na migracéo das células germinativas,

como foi sugerido em estudo prévio do nosso laboratério (NIHI et al., 2014), mas sim
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na proliferacdo das células germinativas, pois 0s animais expostos no DG 10, quando
o numero de células germinativas migrando é alta e a taxa de proliferacdo € baixa,
apresentaram menor efeito testicular do que aqueles animais expostos no DG 14,
quando a taxa de proliferacdo € mais alta. Somando-se com a auséncia de efeito
citotoxico sobre as células germinativas nos animais expostos no DG 19, quando nao

ha mais proliferacdo das células germinativas.
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8. CONCLUSOES

e O periodo da gestacéo nédo alterou o nivel de exposi¢ao dos descendentes ao
GCV,

e A exposicdo ao GCV nédo alterou parametros reprodutivos das ratas
gestantes, nem mesmo a sobrevivéncia dos descendentes;

e Nao houve indicios de inducdo de toxicidade geral nos descendentes
expostos ao GCV;

e Houve reducdo da DAG nos animais expostos ao GCV nos DG 10 e 14 e
atraso da puberdade nos animais expostos ao GCV no DG 14, indicando
possivel reducdo da exposicdo a androgénios na vida intra-uterina e pos-
natal;

e A producdo de testosterona apds a puberdade ndo foi afetada nos
descendentes expostos ao GCV nos DG 10 e 14;

¢ Os principais achados alterados na morfologia testicular foram: a ocorréncia
de TACS, que apresentam menor diametro tubular; a reducdo do volume
tubular e do tecido conjuntivo testicular; a reducdo do comprimento dos
tubulos seminiferos e do nimero de células de Sertoli; estas alteracdes foram
mais pronunciadas nos animais expostos ao GCV no DG 14;

¢ A marcacao da proteina Ki67 de proliferacdo nao foi alterada nos gonécitos
dos descendentes expostos ao GCV nos DG 14 ou 19, entretanto houve
reducdo na marcacao de Ki67 nas células de Sertoli nos animais expostos no
DG 19;

e Houve reducédo da colonizacao testicular pelos gondcitos nos descendentes
expostos ao GCV no DG 14, mas nédo houve alteracdo naqueles expostos no
DG 19.

e Comparando os efeitos testiculares causados pela exposi¢cdo ao GCV no DG
10, 14 ou 19, fica demonstrado que o DG 14 de ratos € um momento critico
para a exposi¢cdo ao GCV. Possivelmente, os efeitos testiculares da exposi¢ao
in utero ao GCV foram mais pronunciados nos descendentes masculinos
expostos no DG 14 porque o GCV impactou a proliferacdo e consequente,
colonizacdo do testiculo fetal pelas células germinativas, resultando nos
TACS nos animais adulto.
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