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RESUMO

Com o objetivo de obter dados sobre os efeitos da agio do dimetil
sulféxido (DMSO) na espermatogénese de ratos, de modo a proporcionar uma
analise mais acurada dos efeitos do DMSO sobre a quantificagio da espermatogénese
de mamiferos, 24 ratos albinos da raga Wistar, com 75 dias de idade e peso vivo
medio de 325 gramas, oriundos do Bioterio Central da Universidade Federal do
Parana, foram utilizados no estudo. Os animais foram divididos em dois grupos
— Controle e Experimental— e submetidos a dois tipos de tratamento. No
primeiro, o Grupo Experimental (de 10 animais) recebeu aplicagdes topicas de
DMSO no jarrete, 2 vezes ao dia, na dosagem de 1,0 g/kg de peso vivo, durante um
periodo de 7 dias consecutivos. No segundo tratamento, o Grupo Experimental (de
7 animais) recebeu aplicagdes topicas de DMSO no escroto 2 vezes ao dia, na
dosagem de 1,0 g/kg de peso vivo, durante um periodo de 54 dias consecutivos. O
Grupo Controle (de 7 animais) recebeu aplicagdes de solugdo salina friccionadas na
pele do jarrete e do escroto 2 vezes ao dia, por periodo equivalente ao dos
tratamentos. Foram avaliados e comparados os seguintes parametros: a) proporgdes
volumétricas dos componentes do parénquima testicular; b) didmetro dos tibulos
seminiferos; c) contagem dos elementos celulares do epitélio seminifero;
d) rendimento intrinseco da espermatogénese. As investigagdes proporcionaram os
seguintes resultados: a) a proporgdo volumétrica entre os grupos analisados nio
diferiu significativamente (p<0,05); b) os dados obtidos no didmetro dos tubulos
seminiferos indicam que o parénquima testicular nio diferiu significativamente
entre os dois grupos; ¢) a contagem dos elementos celulares do epitélio seminifero
nio apresentou diferenga significativa entre os dois grupos estudados;
d) constatou-se um rendimento aparentemente normal da espermatogénese entre os
grupos analisados. O processo espermatogénico, no presente trabalho, aparente-
mente nio causou alteragio apos a aplicagio do DMSO e da solugdo salina. Ha
necessidade de estudos posteriores para confirmar os dados obtidos.
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ABSTRACT

In order to obtain data on the effects of dimetil sulfoxide (DMSO) on the
spermatogenesis of rats, and provide a more accurate analysis of the effects of
DMSO on the quantification of spermatogenesis on mammals, 24 albino Wistar
rats, 75 days old, average weight 325 grams, originating in the Central Vivarium of
Federal University of Parana State, were used to the study. The animals were
divided into two groups — Control and Experimental — and subjected to two
types of treatment. In the first treatment, the Experimental Group received topic
applications of DMSO in the hock twice a day, at a dosage of 1.0 g per kg of live
weight for 7 consecutive days. In the second treatment, the Experimental Group
received topic applications of DMSO on the scrotum twice a day, at a dosage of
1.0 per kg of live weight for 54 consecutive days. The Control Group received
saline solution applications swabbed on the hock and scrotal skin twice a day for
the same period as the Treatment Groups. The following parameters were assessed
and compared: a) volumetric proportions of the component of testicular
parenchyma; b) diameter of the seminiferous tubules; c) counts of cell types in the
seminiferous epithelium; d) intrinsic spermatogenic yield. The investigations
provided the following results: a) no significant difference (p<0.05) was found
between the volumetric proportions of the two groups; b) data on the seminiferous
tubular diameter indicated no significant difference (p<0.05) in the testicular
parenchyma of the two groups; c) no significant difference (p<0.05) on seminiferous
epithelium cell count between the groups studied; d) a similar spermatogenesis yield
between the groups analyzed. In the present study, applications of DMSO and
saline solution did not appear to affect any major on the spermatogenic process.
However further studies with more powerful experiments are essential to confirm
our current findings.
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1 INTRODUCAO

Originalmente utilizado como solvente industrial, o DIMETIL SULFOXIDO
(DMSO) é uma substincia incolor que se mistura muito rapidamente com a agua,
com alcool etilico e com a maioria dos solventes organicos.

A partir de 1964, quando foi relatada a sua habilidade de penetrar a pele
integra, pesquisas e seu uso clinico tém revelado ampla variedade de propriedades
farmacolégicas e terapéuticas (ALSUP, 1984).

Essas propriedades e eventuais efeitos toxicos tém gerado muita
controveérsia, e ainda ndo existe consenso quanto aos beneficios e desvantagens de
seu uso na clinica veterinaria.

Nio existem estudos relacionando eventuais efeitos téxicos do DMSO
sobre a espermatogénese de machos de qualquer espécie, o que limita seu uso em
situagdes clinicas especificas em animais destinados a reprodugio.

No estudo da fertilidade de machos, especial énfase deve ser dada a sua
capacidade espermatogénica. Essa capacidade pode ser avaliada por diferentes
métodos, incluindo, entre outros, analises quantitativas de sémen obtido por
ejaculagio; estimativas de reservas espermaticas gonddicas e extragonidicas, através
de contagens hemocitométricas e epididimérias, e estudos histolégicos quantitativos
do epitélio seminifero (BERNDTSON, 1977).

A expressio cinética da espermatogénese designa o conjunto de todos os
processos citologicos (multiplicagio, diferenciagio e metamorfose das células
geminativas) e histoldgicos (evolugdo dos grupos celulares) que ocorrem dentro dos
tubulos seminiferos (CLERMONT e HARVEY, 1967). No estudo da cinética da
espermatogénese, € necessario o reconhecimento morfoldgico dos diferentes tipos
celulares que compdem o epitélio seminifero, incluindo-se ai tanto células

germinativas (espermatogénicas) como células de sustentagio somatica (de Sertoli).



Com os dados quantitativos gerados pelo estudo da cinética, podem-se estimar
quantos espermatozdides sio potencialmente obtidos a partir de uma
espermatogbnia, como também determinar a fase (ou fases) da espermatogénese ou,
até mesmo, o tipo celular (ou tipos celulares) especifico(s) eventualmente afetado(s)
por determinada droga (CASTRO et al., 1997).

A avaliagio histologica do epitélio seminifero ¢ um componente essencial
para determinar eventuais efeitos toxicos de uma droga na fertilidade de machos
(RUSSEL et al., 1990).

Estudos de FERRARI (1995) revelaram que o DMSO nio apresentou
efeito negativo nas caracteristicas reprodutivas de machos da espécie ovina.

Visando um melhor conhecimento dos efeitos do DMSO sobre a
fertilidade de machos, decidiu-se realizar o presente estudo com o objetivo de avaliar

a espermatogenese de ratos tratados com DMSO. Para isso, os seguintes itens sio

abordados:

- contagem dos elementos celulares do epitélio seminifero;
- diametro dos tabulos seminiferos;
- proporgdes volumétricas dos componentes do parénquima testicular;

- rendimento intrinseco da espermatogénese.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS FISICAS, QUIMICAS E BIOLOGICAS DO DMSO

Dimetil sulféxido (DMSO), de férmula (H,C),=0O, ¢ um liquido incolor
originalmente utilizado como solvente industrial (ALSUP, 1984; BRAYTON, 1986
e 1995). E um solvente aprotico e bipolar que se mistura rapidamente com a agua,
com o alcool etilico e com a maioria dos solventes organicos. Pode atuar tanto
como agente redutor quanto oxidante (ALSUP, 1984).

Apresenta habilidade de penetrar a pele integra em concentragdes de
80-100%, podendo transportar atraves dela moléculas ndo ionizadas de baixo peso
molecular (ALSUP, 1984).

O DMSO também penetra as mucosas, a barreira hematoencefilica
(KOCSIS et al., 1968; BROADWELL et al., 1982), as membranas de organelas
celulares (MISCH e MISCH, 1975; KHARASCH e THYAGARAJAN, 1983) € as
membranas microbianas (RAMMLER e ZAFARONI, 1967, FOX e FOX, 1983). A
grande capacidade de penetragio do DMSO, segundo pesquisadores, se deve a sua
habilidade de substituir as moléculas de agua nas membranas biolégicas (SZMANT,
1967; DAVID, 1972; KHARASH ¢ THYAGARAJAN, 1983).

O DMSO é um eficaz eliminador de radicais hidroxila (-OH) (REPINE
et al., 1979) e apresenta capacidade de ligar-se com hidrogénio (BRAYTON, 1986;
JACOB e HERSCHLER, 1986). Também apresenta a capacidade de interagir com
moléculas organicas, sem mudar definitivamente sua férmula molecular ou
estrutural. |

O DMSO é extremamente higroscopico e se dilui rapidamente em

concentragdes de 66 a 67% quando exposto ao meio ambiente, e por isso deve ser

mantido bem fechado (BRAYTON, 1995).



A hidratagio do DMSO ¢ exotérmica. O calor desenvolvido é detectado
quando solugdes com concentragdes iguais a 90% ou maiores sdo misturadas a agua
ou aplicadas sobre a pele (BRAYTON, 1995).

O DMSO inibe ou estimula varias enzimas in vivo e in vitro, dependendo

de sua concentragio. E um poderoso inibidor de colinesterases e da alcool

desidrogenase (MONDER, 1967; PERLMAN e WOLFF, 1968).

2.2 PROPRIEDADES FISIOLOGICAS E FARMACOLOGICAS

2.2.1 ATIVIDADE NEUROPROTETORA

Sua capacidade de eliminar radicais hidroxila é util no tratamento de
trauma do sistema nervoso central (BROWN, 1992).

O DMSO demonstrou propriedades neuroprotetoras apds lesdes experi-
mentais de medula em cdes (de La TORRE, 1981). O mecanismo proposto pelo
autor € a inibigdo da agregagdo plaquetaria e a preservagio da microcirculagio,

reduzindo os danos aos tecidos.

2.2.2 ATIVIDADE CRIOPROTETORA/ANTICONGELANTE

O DMSO age como um anticongelante em concentra¢des iguais ou
menores que 20% (5 M), porque sua ligagdo com o hidrogénio da molécula de agua
interfere na formagio dos cristais de gelo. E eficaz na criopreservagio de células e
tecidos (LOVELOCK e BISHOP, 1959; BALDINI, 1975; FRANKS et al., 1985;
BRAYTON, 1986).

2.2.3 EFEITOS SOBRE ENZIMAS
In vitro, analises enzimaticas revelaram que o0 DMSO em concentragio de

4% ja inibe 45% da atividade da colinesterase (SAMS, 1967), e in vivo apresenta

efeitos cardioativos e cardiovasculares (SHLAFER e KAROW, 1975; HAMEROFF



et al., 1983). O DMSO inibe a alcool desidrogenase in wvitro (PERLMAN e
WOLFF, 1968) e in vivo MALLACH, 1967).

2.2.4 ATIVIDADE CARREADORA/POTENCIALIZADORA

O DMSO também transporta muitas substancias atraves da membrana,
influenciando seus efeitos farmacoldgicos, e aumenta a absorgdo de anestésicos
locais, tetraciclinas, testosterona e corticosterdides pela pele e mucosas (KLIGMAN,
1965; DJKAN e GUNBERG, 1967; KNOWLES, 1967; MAIBACH e FELDMAN,
1967; DAVID, 1972; WOOD e WOOD, 1975; BRAYTON, 1986).

Segundo POTTS et al. (1967), as solugdes de DMSO aumentam significati-
vamente a penetragio cutanea de insulina, heparina e sulfadiazina. Agentes
cardioativos e anticolinesterasicos podem ter sua penetragio aumentada ou sua
atividade modificada na presenga de DMSO (BANTHORPE e LAMONT, 1967;
BRAUDE e MONROE, 1967; SMITH et al., 1967a; STEINBERG, 1967; RUBIN,
1975; YELLOWLEES, GREENFIELD e McINTYRE, 1980).

2.2.5 ATIVIDADE DE ELIMINADOR DE RADICAIS/ANTIINFLAMATORIA

ROSENBLUM e EL SABBAN (1982) demonstraram que iz wvitro o
DMSO e o glicerol, ambos eliminadores de radicais livres, inibem a agregagio
plaquetaria e a vasodilatagdo em camundongos com lesdes arteriolares.

A capacidade de eliminagdo de radicais demonstrada pelo DMSO e pelo
seu metabolito dimetil sulfido (DMS) é responsivel por algumas de suas
propriedades antiinflamatérias (De LA TORRE, 1983; KHARASCH e
THYAGARAJAN, 1983; REPINE et al, 1983; ROSENBLUM, 1983) e
antiisquémicas (FINNEY et al.,, 1967; ALBIN et al., 1983; KEDAR et al., 1983;
RAVID etal, 1983). O DMSO elimina radicais hidroxila (—OH), e o seu
metabdlito reduzido DMS elimina radicais livres oxigénio (-O) (HILL et al., 1983).

Sua agdo antiinflamatoria é a propriedade farmacolégica mais utilizada em

clinica. O mecanismo primario da agio do DMSO na inflamagio aguda é



provavelmente a eliminagio de radicais hidroxila (GOROG e KOVACS, 1975; De
La TORRE, 1983; ROSENBLUM, 1983). Outros mecanismos propostos foram
inibi¢io da migragio de células fagocitirias (ANTONY et al., 1983), inibigdo da
proliferagio de fibroblastos (BERLINER e RUNNAN, 1967; TIEGLAND, 1967) e
inibi¢io da produgio de anticorpos (PESTRONK e DRACHMAN, 1980).

Nas inflamagdes cronicas os resultados sio menos evidentes. Alguns
resultados satisfatérios foram relatados no tratamento de doengas reumaticas
(MATSUMOTO, 1967; JIMENEZ e WILKENS, 1982), artrites cronicas
(BLUMENTHAL e FUCHS, 1967; DEMOS et al., 1967; JOHN e LAUDAHN,
1967) e cistite intersticial (PERSKI e STEWART, 1967).

2.2.6 EFEITOS DO DMSO NA REPRODUCAO

Baseados na capacidade antiinflamatéria do DMSO, LEY et al. (1989)
verificaram seus efeitos em infusdes intra-uterinas de solugdes contendo 10 a 30% de
DMSO em éguas inférteis e observaram que as infusdes com solugdes a 30% de
DMSO produziram acentuada redugio da inflama¢io endometrial e da fibrose
periglandular quando comparadas com aquelas que receberam infusdes de solugio
salina. Posteriormente, LEY et al. (1990) estudaram os efeitos sobre o mecanismo de
defesa celular uterina e relataram que a terapia com DMSO a 30% nio causa
diminui¢io na atividade fagocitaria dos neutréfilos quando comparada com a terapia
por infusdo salina. |

FIGUEIREDO et al. (1993) estudaram formulas de tratamento de mamite
por Staphylococcus anreus com penicilina e estreptomicina em veiculo aquoso com e
sem adi¢do de 20% de DMSO, e observaram que as férmulas com DMSO
proporcionaram maiores indices de glandulas mamarias negativas a bacteriologia.

O DMSO tem sido usado com sucesso como crioprotetor de sémen de
mamiferos ‘(LOVELOCK e BISHOP, 1959; ZIMMERMAN, MAUDER e
MOLDAUER, 1964) e embrides (TERVILL e GOOLD, 1984; FRANKS et al,,
1985).



FERRARI (1995), observando os efeitos da aplicagdo topica de DMSO no
jarrete e no escroto de ovinos reprodutores, demonstrou que nio houve diferenga
significativa (p>0,05) na biometria testicular, no comportamento sexual e nas
caracteristicas seminais entre os reprodutores tratados com o produto e os que

receberam solugio salina.

2.2.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
O DMSO em concentragdes de 5 a 50%, iz vitro, apresenta atividade
bacteriostatica ou bactericida contra muitas bactérias patogénicas, como

M. tuberculosis, Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Salmonella spp., Proteus spp,
E. coli (POTTS et al., 1967; SEIBERT et al., 1967; WOOLEY et al., 1982).

2.2.8 EFEITOS ANALGESICOS

Numerosos -estudos clinicos atestam a eficicia do DMSO na
eliminagio da dor causada por desordens musculo-esqueléticas agudas e cronicas
(BLUMENTHAL e FUCHS, 1967; DEMOS et al., 1967; GOLDMAN, 1967) e por
incisoes cirurgicas (PENROD et al., 1967).

2.2.9 PROPRIEDADES DIVERSAS

A vasodilatagio local e a sensibilidade cutdnea comumente observadas apds
a aplicagio topica de DMSO se devem a sua capacidade de liberar histamina pelos

mastocitos (KLIGMAN, 1965; SULZBERGER et al., 1967).

2.3 TOXICIDADE DO DIMETIL SULFOXIDO

A toxicidade do DMSO é considerada baixa e seus principais efeitos
toxicos derivam de sua combinagfo com outros elementos que sdo transportados ou
potencializados ou ambos (KNOWLES, 1967; DAVID, 1972; RUBIN, 1975;
BRAYTON, 1986; SCHUCH et al., 1988).



A DL50 para dose oral unica em camundongos, ratos e gatos esta fixada
entre 12,5 e 28,3 g/kg (ALSUP, 1984), e para aplicagio endovenosa, entre 2,5 e
8,9 g/kg (CAUJOLLE et al., 1967; SMITH et al., 1967b; RUBIN, 1975).

A dose terapéutica endovenosa € proxima a 1,0 g/kg em solugbes de 10 a
45% e em administragdes lentas, em gatos (HOERLEIN et al., 1983) e eqiiinos
(MAYHEW e MacKAY, 1982; REED, 1983). Com doses letais de DMSO, a morte
é precedida por prostragio, convulsdes, dispnéia, hipotensio e edema pulmonar
(CAUJOLLE ET AL., 1967; SMITH et al., 1967b).

Reagdes de pele sio comumente observadas em todas as espécies
(GOLDMAN, IGELMAN e KITZMILLER, 1967; RUBIN, 1975; SEHTMAN,
1975). KLIGMAN (1965) observou que a vasodilatagdo local devida a liberagio de
histamina provoca um efeito térmico; além disso, pode ocorrer ressecamento,
endurecimento e descamagio da pele apds aplicagdes tépicas repetidas; doses
isoladas, entretanto, nfo sio suficientes para causar desconfortos sérios. O calor é
formado pela reagdo do DMSO com a agua atmosférica e tecidual (BRADHAM e
SAMPLE, 1967).

Reacdes alérgicas com dermatites severas, incluindo vesiculagdes e
urticaria, podem ocorrer ap6s aplicagbes tépicas, decorrentes, porém, de
caracteristicas individuais (GOLDMAN, 1967). Nio foi determinado ainda se essas
reagbes sdo causadas pelo proprio DMSO ou se resultam de apresentagio de
alérgenos ao sistema imunoldgico pelo DMSO (BRAYTON, 1986).

Toxicidade ocular foi verificada em coelhos jovens apés altas doses diarias
de DMSO em aplicages topicas ou orais (RUBIN e BARNETT, 1967; WOOD et
al., 1967). Em coelhos, cies e suinos as alterages caracteristicas foram diminui¢io
na relucéncia do cristalino, tornando o animal miope (KLEBERGER, 1967; RUBIN
¢ BARNETT, 1967).

DMSO causa hemolise iz vitro e in vivo (DAVID, 1972; BLYTHE et al.,
1986). O efeito hemolitico in vivo depende da sua concentragio, da velocidade de
administragio e da osmolaridade da solugio, e ¢é exacerbado quando a administragio

endovenosa é rapida e em solugdes maiores que 40% (BRAYTON, 1995).



Efeitos teratogénicos do DMSO foram relatados em aves e animais de
laboratério. Injegdes de 1,0-30,5 mg de DMSO em solugio a 50%, em embrides de
galinha de 72 a 96 horas de incubagio produziram alta porcentagem de defeitos de
desenvolvimento em pintinhos. Da mesma forma, doses repetidas de DMSO
(4-10 g/kg) administradas oral ou intraperitonealmente em fémeas de camundongos
e coelhos no inicio da gestagdo resultaram em abortos e em crias com anomalias do

desenvolvimento (CAUJOLLE et al., 1967).

2.4 ABSORCAO/ELIMINACAO

O DMSO ¢ absorvido rapidamente na pele e é mais eficaz em
concentragdes maiores do que 80% ou iguais. Apés 5 minutos de aplicagio topica ou
parenteral pode ser notado um caracteristico halito de alho, devido a sua redugio
para dimetil sulfito; 20 minutos apds a aplicagdo, o DMSO pode ser detectado em
todos os drgios, e em uma hora, nos ossos e dentes (KOLB et al., 1967).

A maior parte do DMSO ¢é excretada pela urina. Menos que 2% ¢
excretado pelas fezes e menos que 3% é exalado como DMS (KOLB et al., 1967;
DAVID, 1972).

2.5 ESPERMATOGENESE

No testiculo de mamiferos distinguem-se, do ponto de vista
morfofuncional, dois compartimentos bdsicos: (a) compartimento intersticial ou
intertubular contendo células e fibras do tecido conjuntivo, vasos sanguineos, vasos
linfaticos e, sobretudo, as células de Leydig, principal fonte de andrégenos do
organismo, e (b) compartimento tubular, formado pelos tibulos seminiferos no
interior dos quais ocorre a espermatogénese — processo definido como o conjunto
de divisdes e transformacdes através das quais células troncos da linhagem

germinativa masculina, as espermatogdnias, ddo origem aos espermatozdides.
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O processo espermatogénico pode ser dividido em trés fases distintas: a
primeira é a fase proliferativa ou espermatogonial, em que as espermatogdnias
proliferam e dio origem aos espermatdcitos primarios e, a0 mesmo tempo, renovam
a populagdo espermatogonial necessaria para a manutengio do processo; a segunda
fase envolve divisdes reducionais dos espermatocitos ou divisdes meioticas, que

~ 14 7" Y . .
resultam na formag3o de células haploides, as espermatides; a terceira se caracteriza
’ . ~ . ;. P
por uma complexa série de transformagdes citoldgicas das espermdtides, que se
convertem em células altamente especializadas, os espermatozoides (CLERMONT,
1972; RUSSEL et al., 1990) (ver ilustragdo abaixo). A primeira e a terceira fase
apresentam aspectos morfoldgicos que sdo espécie-especificos, enquanto a fase de

espermatdcitos ou fase meidtica possui caracteristicas morfologicas comuns nas

varias espécies de mamiferos (CLERMONT, 1972).

PROCESSO ESPERMATOGENICO NO RATO

espermatdcitos
primairios

espermatoécitos
secundarios

0B000 wx-x\

espermatides

( de Russel et al, 1990 ).
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2.5.1 CELULAS ESPERMATOGENICAS

2.5.1.1 EspermatogOnias

As espermatogbnias podem ser conceituadas como celulas germinativas
que se originam dos gonocitos primordiais e se situam no compartimento basal dos
tibulos seminiferos. Sua ultima geragio origina os espermatdcitos primarios
(COUROT et al., 1970). Com base nas caracteristicas morfologicas de seus nucleos,
dois tipos principais de espermatogénias foram pela primeira vez definidos por
REGAUD (1901). ALLEN (1918), por sua vez, utilizou os termos “tipo A” e
“tipo B” para designar estes dois tipos: as espermatogbnias do tipo A tém nucleo
com granulagdo cromatinica fina e pouco corada, “poeirenta”, e as do tipo B tém
nucleo com grumos de cromatina intensamente corados, “crostosos”. Um terceiro
tipo de espermatogdnia, referido como intermediario (In) por possuir caracteristicas
de transi¢io entre os dois tipos anteriores, foi identificado por CLERMONT e
LEBLOND (1953).

A cada divisdo mitdtica dobra teoricamente o numero de espermatogonias.
Algumas espermatogbnicas A, no entanto, nio se tornam comprometidas
diretamente com o processo divisional ciclico, permanecendo no testiculo como
espermatogbnias troncos de reserva. Elas sio relativamente resistentes a uma ampla
variedade de insultos e freqlientemente sobrevivem quando sdo afetados os outros
tipos celulares da linhagem espermatogénica (DYM e CLERMONT, 1970;
HUCKINS e OAKBERG, 1978). Essas células servem, portanto, como fonte
potencial de células germinativas destinadas a repovoar os tdbulos seminiferos apds

injuria grave do testiculo.
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2.5.1.2 Espermatdcitos

S3o células germinativas que se originam por mitose da ultima geragdo de
espermatogdnias e passam pelo processo meiotico, isto €, por duas divisdes
sucessivas, levando a formagio de células haploides, as espermatides. As células que
irio sofrer a primeira divisio de maturagdo sio denominadas espermatdcitos
primdrios; as que sofrerdo a segunda divisio meiltica sio os espermatdcitos
secunddrios (COUROQOT et al., 1970; CLERMONT, 1972). Esses ultimos sio células
espermatogénicas de vida muito curta, que, sem duplicar seu DNA, entram na

segunda divisio meidtica da qual resultam as espermatides (CLERMONT, 1972).

2.5.1.3 Espermatides

Derivadas da segunda divisio de maturagio, as espermatides sdo células que
nio se dividem e somente passam por complexas transformagdes nucleares e
citoplasmaticas durante a espermiogénese, dirigidas para a formagio dos
espermatozoides (COUROT et al.,, 1970; CLERMONT, 1972).

As principais alteragdes citoldgicas das espermatides incluem uma extrema
condensagio da cromatina, o desenvolvimento de um flagelo para motilidade, a
formagio de um acrossomo para facilitar a penetragio através dos envoltdrios do
ovocito, a migragio de mitocOndrias para a pega intermedidria e a eliminagio do

excesso de citoplasma sob a forma de corpos residuais (POCCIA, 1994).

2.6 CELULAS DE SERTOLI

As células de Sertoli sio os elementos somaticos do epitélio seminifero.
Admite-se que em mamiferos adultos elas nio se dividem e mantém invariavel o seu
numero (ORTAVANT et al, 1984). Com base nessa estabilidade é que se tém
utilizado indices de células de Sertoli para avaliar a eficiéncia quantitativa do

processo espermatogénico (HOCHEREAU-De REVIERS et al., 1987).
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Sdo extremamente resistentes a injurias drasticas capazes de afetar os
demais tipos celulares do epitélio seminifero (CLERMONT e MORGENTALER,
1955). O nucleo dessas células contém um grande nucléolo e profundas reentrancias,
e sua forma triangular ou alongada modifica-se durante o ciclo do epitélio
seminifero (ORTAVANT et al., 1984).

RUSSEL et al. (1990) atribuiram varias fun¢des as células de Sertoli:
(a) manter a integridade do epitélio seminifero, através de sua unido com outras
células e elementos; (b) formar barreira hematotesticular, cuja base morfologica
reside nas jung¢des intimas entre células de Sertoli adjacentes; (c) secretar fluidos para
a formagio do lume tubular; (d) participar na espermiagdo, que é a liberagio dos
espermatozoides no lume tubular; (e) fagocitar células germinativas degeneradas
durante a espermatogenese normal; (f) transferir nutrientes para as ceélulas
germinativas; (g) envolver-se no metabolismo de esterdides; (h) translocar células
dentro do epitélio seminifero, desde o compartimento basal, passando pelo
intermedidrio, até o compartimento adluminal; (i) secretar proteinas, como a
inibina e a proteina fixadora de androgeno (ABP); (j) ser alvo para hormonios no
testiculo e mediar efeitos hormonais, pois possuem receptores para hormonio

foliculo-estimulante e para a testosterona.

2.7 CICLO DO EPITELIO SEMINIFERO

A proliferagio de células germinativas e a liberagio subseqiiente de
espermatozoides nio ocorrem ao acaso. Assim, quando se examina uma secgio
transversal de tubulo seminifero, verifica-se que as células espermatogénicas estio
organizadas de modo a formar camadas, desde a membrana basal até o lume tubular.
Cada camada corresponde a uma determinada geragio de células germinativas

(CASTRO et al., 1997).
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Associagdo celular ou estagio ¢ um conjunto definido de geragdes de
células germinativas encontrado em um determinado ponto e momento do tdbulo
seminifero seccionado transversalmente (RUSSELL et al., 1990).

O ciclo do epitélio seminifero (CES) ¢ formado pela série de alteragdes que
ocorrem em determinada area do epitélio seminifero entre dois aparecimentos
sucessivos de uma mesma assoclagio celular (ORTAVANT et al., 1984).

Uma associagio celular ou estagio do CES consta de uma ou duas geragdes
de espermatogbnias junto a membrana basal, uma ou duas geragdes de
espermatocitos e, na borda luminal, uma ou duas geracdes de espermatides. As
células pertencentes a uma determinada geragio, por terem sido produzidas
aproximadamente a0 mesmo tempo, encontram-s¢ na mesma fase de
desenvolvimento, evoluindo sincronicamente no processo espermatogénico
(CLERMONT, 1972).

Segundo HOCHEREAU-De REVIERS et al. (1987), dois tipos principais
de associagdes celulares do ciclo do epitélio seminifero podem ser distinguidos:
Tipo I, com duas geragdes de espermatdcitos primdrios e uma geragio Unica de
espermatides; tipo II, com uma geragdo de espermatdcitos primarios e duas geragdes
de espermatides. Esses dois tipos, conforme se observa na ilustragio a seguir,
correspondem, respectivamente, ao estagio pré-divisional (estagios 5 a 8, pelo
método da morfologia tubular) e pods-divisional (estigios 1 a 3, pelo mesmo
meétodo).

CLERMONT (1972) observou que as varias geragbes de células
germinativas nio estio agrupadas ao acaso, mas formam associa¢des celulares de
composi¢io fixa. As associagdes celulares tipicas constituem os estagios do ciclo.
Cada estagio representa uma subdivisio artificial de um fenémeno continuo. Desse
modo, a demarcagdo entre o fim de um estdgio e o comego do seguinte é,

freqlientemente, imprecisa.
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2.7.1 DURACAO DO CICLO DO EPITELIO SEMINIFERO

“A estimativa da duragio do CES é usualmente conseguida pela marcagio de células
espermatogenicas em fase de sintese de DNA com timidina triciada, seguida do exame de
radioautografias em intervalos diferentes apos a marcagio, de modo a se permitir o
célculo do tempo de progressio das células marcadas durante esse periodo. Considera-se
concluido um ciclo quando as celulas marcadas mais avancadas sio vistas na mesma

assoclagio celular onde ocorreu a marcagdo original” (CASTRO et al., 1997).

A duragio do ciclo do epitélio seminifero ndo é constante de uma espécie
para outra e entre animais de ragas diferentes dentro de uma mesma espécie
(RUSSEL et al., 1990): nos ratos Sherman, por exemplo, o ciclo dura 12 dias
(CLERMONT et al., 1959); nos ratos Sprague-Dawley, 12,9 dias (CLERMONT e
HARVEY, 1965); nos ratos Wistar, 13 dias (HUCKINS, 1965), ¢ nos ratos
Bandicoot, 10 dias (SINHAHIKIM et al., 1985).

A duragio da espermatogénese completa é considerada como o tempo

necessario para formar espermatozdides a partir da espermatogdnia e requer entre

4,0 e 4,5 ciclos do epttélio seminifero (RUSSEL et al., 1990).

2.7.2 ESTAGIOS DO CICLO DO EPITELIO SEMINIFERO

A possibilidade de dividir o CES em estagios identificaveis ¢ fundamental
para investigagOes quantitativas sobre a espermatogénese e importante nio so para a
compreensdo da espermatogénese normal como também para a determinagio de
fases especificas do processo espermatogénico que possam ser afetadas por
determinado tratamento ou droga (BERNDTSON, 1977).

Dois métodos principais sio utilizados para identificar os estagios do ciclo
do epitélio seminifero. Um ¢é baseado no desenvolvimento do sistema acrossémico
(LEBLOND e CLERMONT, 1952; CLERMONT, 1972; RUSSEL et al., 1990),
enquanto outro se baseia nas transformagdes morfologicas dos nucleos das células

germinativas, na presenca de divisdes meidticas e na posigio das espermétides no
epitélio seminifero (ROOSEN-RUNGE e GIESEL, 1950; ORTAVANT et al,
1984), designado meétodo da morfologia tubular por BERNDTSON e DESJARDINS
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(1974). Na maioria dos mamiferos até agora estudados, tém-se dividido o CES em
8 estagios pelo método da morfologia tubular e em 10-16 estagios pelo método do

sistema acrossomico (COUROT et al,, 1970; CLERMONT, 1972; RUSSEL et al.,
1990).

2.7.3 QUANTIFICACAO DA ESPERMATOGENESE

O estudo quantitativo das células que compdem o epitélio seminifero é
essencial para o entendimento do processo espermatogénico em si, possibilitando,
além disso, correlagdes com achados fisioldgicos e bioquimicos (ROOSEN-
RUNGE e GIESEL JR., 1950). Assim, além de permitir a determinagio de
produgdo espermatica diaria (AMANN e ALMQUIST, 1962) e do rendimento
intrinseco da espermatogénese (BERNDTSON e DESJARDINS, 1974
CARDOSO, 1981), a avaliagido histologica quantitativa dos testiculos torna também
possivel a verificagio de normalidade ou nio da espermatogénese, a observagio do
tipo celular que esta sofrendo degeneragio ou mesmo se ocorre degeneragdo
(FRANCA, 1991).

As razdes numeéricas entre espermatogonias A e os demais tipos celulares
(espermatogdnias intermediarias, espermatogonias B, espermatocitos primarios e
espermatocitos secundarios e espermatides) por sec¢io transversal de tibulo sio
utilizadas como meio para estimar o coeficiente de eficiéncia da espermatogénese.
Teoricamente em cada divisio dobra o numero de células, mas na pratica isso
dificilmente € encontrado. Assim, comparando a razio real obtida pela contagem
direta de nicleos com a razdo tedrica esperada das divisdes celulares do processo
espermatogénico, pode-se determinar a eficiéncia da espermatogénese em qualquer
ponto do ciclo (CASTRO, 1995).

A razio real e sempre menor que a razdo tedrica, ja que essa ultima nio
leva em conta degeneragdes celulares ao longo dos processos de multiplicagio.
Perdas celulares constituem caracteristica na espermatogénese normal de mamiferos,

e seus efeitos cumulativos sdo realmente substanciais (COUROT et al., 1970). Por
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exemplo, o rendimento real de espermatides, expresso como uma percentagem da
expectativa teorica, tem sido constatado como sendo de apenas 50% ou menos no
rato (CLERMONT e BUSTOS-OBREGON, 1968) e de cerca de 30-50% em touros
(BERNDTSON ¢ DESJARDINS, 1974; HOCHEREAU-De REVIERS, 1976).

Nas contagens, sio enumerados os nucleos de células germinativas
(espermatogénias, espermatocitos primarios, espermatocitos secundarios e
espermatides arredondadas) e nucléolos de células de Sertoli, bem como fragmentos
de todos os tipos celulares, em um determinado numero de tubulos seminiferos
seccionados transversalmente, de contorno o mais circular possivel, em cada estagio
do ciclo. Os dados obtidos das contagens diretas sdo referidos como numeros brutos
CLERMONT e MONGENTALER, 1955) e devem ser corrigidos, pois os numeros
brutos incluem nio s6 os nucleos (ou nucléolos) inteiros, como também os
fragmentos nucleares presentes na secgio, de acordo com a espessura do corte
histologico. Assim, quanto maior o didmetro do nicleo de uma célula, maior sera a
incidéncia de fragmentos nucleares dessa célula em cortes de uma determinada
espessura. Portanto, embora células de diferentes tipos possam estar presentes em
nimeros iguais, seus numeros brutos poderdo diferir, devido a diferengas em seus
didmetros nucleares (CASTRO, 1995). Com o proposito de corrigir essa distorgio,
ABERCROMBIE (1946) introduziu a seguinte formula para converter nimeros

brutos em “numeros reais” (i.e., nucleos inteiros ou equivalentes nucleolares).

ESPESSURA DO CORTE
ESPESSURA DO CORTE + DIAMETRO NUCLEAR MEDIO

CONTAGEM REAL = CONTAGEM BRUTA X

Essa férmula so se aplica a estruturas esféricas e, por essa razdo, contagens
de nucleos de espermatides alongadas e de nicleos irregulares de células de Sertoli
nio podem ser corrigidas. No caso de contagens de células de Sertoli, entretanto,
isso pode ser contornado substituindo o didmetro nuclear pelo didmetro do

nucléolo, desde que este esteja visivel e se apresente esférico (BERNDTSON, 1977).
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O diametro nuclear ou nucleolar é obtido por meio de uma ocular
micromeétrica, a qual fornece medidas referidas como “unidades de ocular
micromeétrica”. A conversio dessas unidades para micrometros é conseguida
acoplando a ocular micromeétrica uma regua microscopica devidamente calibrada,

para cada aumento do microscopio (CASTRO, 1995).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram usados 24 ratos albinos da ragca Wistar, com 75 dias de idade e peso
vivo medio de 325 gramas, ortundos do Biotério Central da Universidade Federal

do Parana.

Durante o experimento, os animais foram mantidos em caixas apropriadas,
recebendo alimentagio padronizada (ragio Nuvilab® CR1) e regime de manejo

normal.

3.2 PLANO EXPERIMENTAL
3.2.1 TRATAMENTOS

3.2.1.1 Animais do Tratamento I (7 dias)

O Grupo ExperimentalI (GEI) e o Grupo ControleI (GCI) foram
sacrificados 23 dias apds o inicio do tratamento.

O Grupo Experimental II (GEII) e o Grupo Controle IT (GC II) foram

sacrificados 50 dias apos o 1nicio do tratamento.

3.2.1.2 Animais do Tratamento II (54 dias)
O Grupo Experimental ITT (GE IMI) e o Grupo Controle I (GE ) foram

sacrificados um dia ap0s o término do tratamento.

As aplicagdes de DMSO foram realizadas com uso de luvas de borracha,
fazendo-se movimentos de fricgdo até alcangar a sensagio de calor caracteristica.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos, cujo plano se

encontra resumido conforme segue:



PERIODO PRELIMINAR

(1 semana)

PERIODO EXPERIMENTAL

Tratamento |
(7 dias)

PERiIODO EXPERIMENTAL

Tratamento il
(54 dias)

Adaptacéo individual.

Grupos Experimentais (GE | e GE Il)

(10 animais)

Aplicagdo de 1,0 g/kg de peso vivo de
DMSQ! friccionado na pele da regido do

jarrete.

Aplicagéo 2 vezes ao dia, durante 7 dias

consecutivos.

Grupo Experimental (GE Iil)

(7 animais)

Aplicagdo de 1,0 g/kg de peso vivo de

DMSO! friccionado na pele do escroto.

Aplicagéo 2 vezes ao dia, durante 54 dias

consecutivos.

Avaliagdo dos padroes normais de saude.

Divisao aleatéria dos animais em Grupos

Experimentais (GE) e Grupo Controle (GT).

Grupos Controles (GC | e GC II)

(4 animais)

Aplicagao de solugdo salina embebida em
algodao e friccionada na pele da regiao do

jarrete.

Grupo Controle (GC Ill)

(3 animais)

Aplicagdo de solugéo salina embebida em

algodao e friccionada na pele do escroto.

1 Dimesol Gel®(Laboratério Marcolab).

1¢
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3.2.2 AVALIACAO DOS GRUPOS

GRUPOS DO TRATAMENTO L. Foi feita avaliagio dos efeitos da droga aos
23 dias (periodo equivalente a metade da duragdo completa da espermatogénese) e
aos 50 dias (periodo equivalente ao final da duragdo completa da espermatogénese).

GRUPOS DO TRATAMENTO II. Foi feita avaliagio dos efeitos da droga

durante o tempo equivalente a duragdo completa da espermatogénese.

3.3 COLHEITA E PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DO MATERIAL

Todos os animais foram anestesiados com éter, e mediante incisio mediana
a0 longo do eixo longitudinal do escroto colheram-se os testiculos. De cada animal
colheu-se um testiculo — alternando-se direito e esquerdo —, que foram em seguida
seccionados transversalmente e colocados em liquido de Bouin. Apos essa
pré-fixagdo, procedeu-se ao corte de fragmentos do parénquima de aproxima-
damente 2 mm de didmetro. Apés fixagdo por 3 horas no liquido de Bouin, os
fragmentos foram colocados em um recipiente contendo formol a 10% (aldeido
férmico), onde permaneceram por 24 horas. Depots de desidratados pela passagem
em alcoois de concentragdes crescentes e diafanizados em xilol, foram incluidos em
parafina, segundo a tecnica rotineira (MICHALANY, 1980). Procedeu-se entio a
microtomia, obtendo-se cortes com 4 um de espessura, os quais foram corados por

hematoxilina de Harris + eosina alcoélica e montados com Entellan® (Merck).

3.4 ANALISE HISTOLOGICA DOS TESTICULOS

3.4.1 ESTAGIOS DO CICLO DO EPITELIO SEMINIFERO (CES)

O CES foi estudado segundo o meétodo da morfologia tubular,
utilizando-se como critérios a morfologia nuclear das células espermaticas, a
presenca de divisdes meidticas e a posi¢io das espermatides no epitélio seminifero
(ROOSEN-RUNGE e GIESEL JR., 1950; ORTAVANT et al., 1984). Sio
classificados, segundo ORTAVANT et al. (1984), em:
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ESTAGIO 1: Estende-se do final da liberagcdo dos espermatozdides no lume
do tubulo seminifero até o inicio do alongamento dos nucleos das espermatides.
Caracteriza-se pela presenga de espermatides somente com nucleo arredondado.

ESTAGIO 2: Estende-se do inicio do processo de alongamento dos nucleos
das espermatides até o inicio do agrupamento das espermatides alongadas em feixes.
Esta € a fase de alongamento dos nucleos das espermatides.

ESTAGIO 3: Estende-se da formagio dos primeiros feixes de espermatides
alongadas no citoplasma da celula de Sertoli até as primeiras divisdes meidticas.

ESTAGIO 4: Estende-se do inicio das primeiras divisdes até o final das
segundas divisdes meioticas.

ESTAGIO 5: Estende-se do final das dltimas divisdes meidticas até o
aparecimento de cromatina de aspecto finamente granular nos nucleos das
espermatides jovens. Durante este estagio as espermatides tém nucleos pequenos que
contém alguns cariossomos conectados por rede cromatinica.

ESTAGIO 6: Estende-se do aparecimento da cromatina de aspecto
finamente granular nas espermatides jovens até o inicio da migragdo dos feixes de
espermatides alongadas em dire¢io ao lume do tdbulo seminifero.

ESTAGIO 7: Estende-se do principio ao fim da migragio centripeta das

espermatides alongadas em dire¢do ao lume.

ESTAGIO 8: Estende-se do final da migragdo das espermatides até sua

completa liberagdo como espermatozdides no lume (Paligada).

Os estagios 1 a 3 caracterizam-se pela presenca de uma so6 geragio de
espermatides, e os estagios 5 a 8 d Ses d atides (estagt 5s-
p , gios 5 a 8, por duas geracGes de espermatides (estagios po

divisionais).

3.4.2 DIAMETRO DOS TUBULOS SEMINIFEROS
O didmetro médio dos tubulos seminiferos foi obtido a partir de medidas
do didmetro de 20 sec¢des transversais de tibulos seminiferos, em cada testiculo. As

secgbes transversais, escolhidas em varredura horizontal, que apresentavam
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contorno o mais circular possivel. As medidas foram feitas com microscopio Leitz®

Dialuz 22, com ocular micrométrica 10X, acoplada a objetiva de 16 X.

3.4.3 PROPORCOES VOLUMETRICAS DOS COMPONENTES
DO PARENQUIMA TESTICULAR

As proporg¢des volumétricas dos componentes testiculares foram obtidas
através de método estereométrico, segundo ELIAS et al. (1971), utilizando-se ocular
integradora Zeiss® kpl, 8X, dotada de graticula com 10 linhas horizontais e
100 pontos equidistantes, acoplada a objetiva de 45X. Dez campos foram registrados
em cada um dos testiculos, escolhidos mediante varredura horizontal de cortes
corados pela hematoxilina-eosina. As propor¢des volumétricas, expressas em
percentagem, foram calculadas sobre um total de 1.000 pontos por testiculo, 1.000
por animal e 24.000 nos 24 animais. Tem como objetivo avaliar a proporgio (%) de
tubulo seminifero e de tecido intersticial. Os componentes testiculares registrados
foram: tdbulo seminifero (tinica propria + epitélio seminifero + lume tubular) e
tecido intersticial (células intersticiais de Leydig e estroma — incluindo células e

fibras do conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos e nervos).

3.4.4 CONTAGEM DOS ELEMENTOS CELULARES DO EPITELIO SEMINIFERO

A contagem dos elementos celulares do epitélio seminifero foi feita em
10 secgdes transversais que continham um mesmo estagio do ciclo do epitélio
seminifero (CES), de contorno o mais circular possivel em cada testiculo.

Os elementos celulares pertencentes a linhagem espermatogénica e as
celulas de Sertoli foram identificados pelo exame de seus nucleos. Os seguintes tipos

celulares foram contados:

- espermatides arredondadas, nos estagios pos-divisionats (de 5 a 8) do
CES;
- espermatocito 1, na fase de paquiteno, no estagio 3 do CES;

- células de Sertoli, no estagio 3 do CES.
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Todos os numeros celulares encontrados, exceto os numeros de células de

Sertoli, foram corrigidos, em cada testiculo, para o didmetro nuclear e para a

espessura do corte histologico, utilizando-se a formula de ABERCROMBIE (1946):

ESPESSURA DO CORTE
ESPESSURA DO QORTE + DIAMETRO NUCIFAR MEDIO

NUMERO QORRIGIDO = GONTAGEM OBTIDA X

O didmetro nuclear médio foi obtido pela média das medidas do didmetro
de dez nucleos do tipo celular contado, em cada testiculo. Os didmetros nucleares
foram medidos com microscépio Leitz® Dialuz 22, com ocular micrométrica 10X,

acoplada a objetiva de 40X.

3.4.5 RENDIMENTO INTRINSECO DA ESPERMATOGENESE
Com a finalidade de avaliar o rendimento intrinseco da espermatogénese,
foram calculadas razdes entre espermatocitos primarios em paquiteno no estagio 3

do CES e espermatides arredondadas nos estagios pos-divisionais (5 a 8) do CES.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Foram efetuados os calculos de meédia aritmética e desvio padrio (+DP)
para os parametros n#mero de células espermatogénicas (espermatdcito primario em
fase de paquiteno, espermatide arredondada e células de Sertoli), didmetro dos
tiibulos seminiferos e proporcio volumétrica, com o software Sigmastat (Jandel
Scientific, Co.). Para comparagio de Grupos Experimentais e Controles, utilizou-se
o teste “t” de Student e analise de varidncia para detectar diferengas entre
tratamentos. O teste de Dunnet foi empregado para isolar os grupos que

apresentavam diferengas significativas.



26

4 RESULTADOS

4.1 PROPORCAO VOLUMETRICA ENTRE
OS COMPONENTES DO TESTICULO

4.1.1 ANIMAIS SACRIFICADOS 23 DIAS APOS O INICIO DO TRATAMENTO I
Os valores médios encontrados para a proporgio volumétrica dos tubulos
seminiferos estdo expostos na tabela 1. Conforme evidenciado, as proporg¢des do
tubulo seminifero (tGnica propria + epitélio seminifero + lume tubular)
apresentaram meédia geral de 83,941,01% para o Grupo Experimental e de
82,7540,50% para o Grupo Controle. A proporgio de tecido intersticial (células
intersticiais de Leydig e estroma) apresentou meédia geral de 16,1£1,01% para o
Grupo Experimental e de 17,2520,50% para o Grupo Controle. Nio se constatou
diferenca significativa nos valores médios obtidos entre o Grupo Experimental e o

Controle.

4.1.2 ANIMAIS SACRIFICADOS 50 DIAS APOS
O INICIO DO TRATAMENTO I

Na tabela 2 sio apresentadas as médias encontradas para a proporgio
volumeétrica dos tubulos seminiferos dos animais experimentais (82,78+1,59%) e dos
animais controles (83,42%£1,52%) e as médias para a proporg¢do volumétrica de tecido
intersticial dos animais experimentais (17,22+1,59%) e dos animais controles
(15,72£1,52%). As variagbes observadas entre os dois grupos ndo sio

estatisticamente significativas.
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4.1.3 ANIMAIS SACRIFICADOS 1 DIA APOS
O TERMINO DO TRATAMENTO 11

As medias das proporg¢des volumeétricas estdo discriminadas na tabela 3. Af
se verifica que a proporgdo volumeétrica dos tubulos seminiferos para os animais do
Grupo Experimental apresentou meédia geral de 83,27+0,54% e para os animais do
Grupo Controle, de 83,0340,80%. A proporgio volumeétrica de tecido intersticial
foi de 16,73%0,54% e 16,97£0,80% para os animais do Grupo Experimental e do
Grupo Controle, respectivamente. N3o se constatou variagdo significativa nos

valores médios obtidos entre o Grupo Experimental e o Controle.

4.2 DIAMETRO DE TUBULOS SEMINIFEROS

4.2.1 ANIMAIS SACRIFICADOS 23 DIAS APOS O INICIO DO TRATAMENTO I
Os valores médios encontrados para o didmetro dos tabulos seminiferos
entre o Grupo Experimental e o Controle estdo expostos na tabela 4. Ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre a média geral nos didmetros dos tubulos
seminiferos observados nos testiculos dos animais tratados (285,50+11,82 um) e dos

animais controles (277,671+4,77 pm).

4.2.2 ANIMAIS SACRIFICADOS 50 DIAS APOS O INICIO DO TRATAMENTO I

Na tabela 5 sdo apresentados os dados sobre os valores medios obtidos

*A ’ . 7 .
para o diametro dos tubulos seminiferos entre o Grupo Experimental e o Controle.
Conforme evidenciado pelo teste “t”, diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) foi observada na meédia geral para didmetro dos tubulos seminiferos entre
os animais do Grupo Experimental (277,81+4,23 um) e os animais do Grupo
Controle (286,64£1,78 pum).

Pode-se observar que o didmetro tubular médio apresenta valores menores

para os animais tratados em relagdo aos valores observados nos animais controles.
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4.2.3 ANIMAIS SACRIFICADOS 1 DIA APOS O TERMINO DO TRATAMENTO II

Na tabela 6 encontram-se os valores médios para o didmetro dos tubulos
seminiferos do Grupo Experimental (281,57%2,53 um) e do Grupo Controle
(282,7546,40 pum). Conforme os dados contidos nessa tabela, verifica-se que ndo
houve diferenca estatisticamente significativa entre a média geral dos didmetros dos

tubulos seminiferos dos animais tratados e dos animais controles.

4.3 POPULACAO CELULAR DOS TUBULOS SEMINIFEROS

A evolugdo dos numeros corrigidos de células por secgio transversal de
tubulo seminifero encontrados nos Tratamentos I e II esta ilustrada no grafico na

pagina 36.

4.3.1 ANIMAIS SACRIFICADOS 23 DIAS APOS O INICIO DO TRATAMENTO I

Na tabela7 estdo os numeros médios corrigidos de células espermato-
génicas e de células de Sertoli observados em 30 sec¢des transversais de tdbulos
seminiferos por animal. Esses resultados refletem contagens realizadas no testiculo
dos 7 animais estudados.

A meédia geral obtida para espermatécito primdrio em paquiteno no
estagio 3 do CES do Grupo Experimental (21,3740,92) nio diferiu significativa-
mente do Grupo Controle (22,02£1,55). Da mesma forma a média geral verificada
para espermatide arredondada nos estagios pds-divisionais do CES do Grupo
Experimental (67,46+2,69) nio apresentou variagdo significativa daquela observada
no Grupo Controle (69,8242,42). O valor médio geral obtido para as células de
Sertoli no estagio 3 do CES nio apresentou diferenga significativa entre os dois
grupos estudados, sendo de 19,6040,79 e 20,0540,21 para os Grupos Experimental e

Controle, respectivamente.



4,3.2 ANIMAIS SACRIFICADOS 50 DIAS APOS O INICIO DO TRATAMENTO I

Na tabela 8 sio apresentados os valores medios corrigidos de células
espermatogénicas e de células de Sertoli observados em 30 secgdes transversais de
tubulos seminiferos por animal.

A média geral obtida para espermatdcito primario em paquiteno no
estagio 3 do CES do Grupo Experimental (20,44+0,69) apresentou-se ligeira porém
significativamente maior do que a obtida para o Grupo Controle (18,9840,48). O
mesmo ocorreu com o numero de células de Sertoli, em que o Grupo Experimental
obteve média geral de 19,84+0,74 e o Grupo Controle, de 18,2530,21. J4 a média
geral de espermatide arredondada nos estagios pos-divisionais nio diferiu
significativamente, pois os valores observados foram de 70,26+1,93 e 69,29+0,05

para o Grupo Experimental e Controle, respectivamente.

4.3.3 ANIMAIS SACRIFICADOS 1 DIA APOS O TERMINO DO TRATAMENTO II

Na tabela 9 acham-se discriminados os valores médios corrigidos referentes
as celulas espermatogénicas e as células de Sertoli observados em 30 secgdes
transversais de tibulos seminiferos por animal. Esses resultados refletem contagens
realizadas no testiculo dos 10 animais estudados.

A meédia geral obtida para espermatdcito primario em paquiteno no
estagio 3 do CES foi de 22,3240,62 para o Grupo Experimental e de 22,21+1,09 para
o Grupo Controle. As diferencas encontradas nio foram estatisticamente
significativas. Da mesma forma, ndo alcangaram significincia estatistica as variagdes
entre as meédias gerais obtidas para espermatide arredondada nos estigios
pos-divisionais e células de Sertoli no estagio 3 do Grupo Experimental, em relagio

ao Grupo Controle.

4.4 RENDIMENTO INTRINSECO DA ESPERMATOGENESE

4.4.1 ANIMAIS SACRIFICADOS 23 DIAS APOS O INICIO DO TRATAMENTO I
Uma maneira de avaliar o rendimento intrinseco da espermatogénese,
considerado independentemente do tamanho dos testiculos, consiste em converter

os numeros celulares observados em razdes (FRANCA, 1991).
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Na tabela 10 observa-se o coeficiente de eficiéncia no rendimento
meiltico, expresso pela razdo entre o numero de espermatocitos primarios em
paquiteno e o numero de espermatides arredondadas.

A razdo de 1:3,1 (meédia geral) para o Grupo Experimental, que
correspondeu a 79,09% do numero tedrico esperado de espermatides a partir de cada
espermatocito primario, ndo diferiu significativamente da razio de 1:3,1 (média
geral) do Grupo Controle, que correspondeu a 79,57% do numero tedrico esperado

de espermatides a partir de cada espermatdcito primario.

4.4.2 ANIMAIS SACRIFICADOS 50 DIAS APOS O INICIO DO TRATAMENTO I

Como pode ser visto na tabela 11, de cada espermatdcito primario em
paquiteno presente no estagio 3 do CES resultaram 3,4 (media geral) espermatides
arredondadas nos estagios pos-divisionais no Grupo Experimental e 3,6 (média
geral) no Grupo Controle. Conforme evidenciado pelo teste “t”, diferenca estatisti-
camente significativa (p<0,05) foi observada entre os dois grupos. Considerando que
a razdo de 3,4 do Grupo Experimental corresponde a 85,92% do numero tedrico
esperado de espermatides a partir de cada espermatdcito primadrio, e que a razio de
3,6 do Grupo Controle corresponde a 91,29% do numero esperado de espermatides
a partir de cada espermatdcito primario, verificou-se que a produgido foi maior no

Grupo Controle.

4.4.3 ANIMAIS SACRIFICADOS 1 DIA APOS O TERMINO DO TRATAMENTO II

Conforme se observa na tabela 12, o coeficiente de eficiéncia no
rendimento meiotico (razio SPTIPQ:SPD Ar) do Grupo Experimental foi de 3,2
(media geral) e também de 3,2 (média geral) o do Grupo Controle, o que
correspondeu a 80,32% e 80,02% do nimero tedrico esperado de espermatide a
partir de cada espermatécito primario para cada grupo respectivamente. N3o houve
diferenca estatisticamente significativa entre as razdes observadas para os animais do

Grupo Experimental e do Grupo Controle.
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TABELA 1. PROPORGOES VOLUMETRICAS (MEDIA +DESVIO PADRAO) DOS COMPONENTES DOS TESTICULOS
DE RATOS WISTAR CONTROLES E TRATADOS COM DMSO, SACRIFICADOS 23 DIAS APOS O INICIO

DO TRATAMENTO |

 GRUPO EXPERIMENTAL |

1 182,244,34 16,814,34

2 84,9+4,35 15,144,35

3 82,5+4,03 17,5+4,03

< 8401501 16,0£5,01

e e 1534362

MédiatDesvio Padrfo  83.9:101 16,11,01
- GRUPO CONTROLE

1 1 i 83,141,08 16,9+1,98

2 82,4+1,70 17,6+1,68

Média+Desvio Padrao 82,75+0,50 17,2540,50

:.;]'S refere-se a pontos no tibulo seminifero (tinica propria + epitélio seminifero + lume tubular).
TI refere-se a pontos no tecido intersticial (células de Leydig + estroma).

TABELA 2. PROPORGOES VOLUMETRICAS (MEDIAXDESVIO PADRAO) DOS COMPONENTES DOS TESTICULOS
DE RATOS WISTAR CONTROLES E TRATADOS COM DMSO GEL, SACRIFICADOS 50 DIAS APOS O
INICIO DO TRATAMENTO |

GRUPO EXPERIMENTAL Il

6 83,10+3,31 16,90+3,31

7 80,40+3,37 19,60+3,37

8 83,90+2,18 16,10+2,18

9 ~ 82,10:4,88 17,90+4,88

10 | 84,40:4.35 15,604,35
Média+Desvio Padrao 82,78+150 17,22+1,59

GRUPO CONTROLE Il

3 82,35+0,78 15,95:0,78

4 ' 84,50£0,42 15,5040,42
Média+Desvio Padrio 83,42+1,52 15,72+1,52

* P 3 . oage .
TS refere-se a pontos no tibulo seminifero (tinica prépria + epitélio seminifero + lume tubular).
TI refere-se a pontos no tecido intersticial (células de Leydig + estroma),
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TABELA 3. PROPORGOES VOLUMETRICAS (MEDIAXDESVIO PADRAO) DOS COMPONENTES DOS TESTICULOS
DE RATOS WISTAR CONTROLES E TRATADOS COM DMSOQO GEL, SACRIFICADOS 1 DIA APOS O
TERMINO DO TRATAMENTO |l

GRUPO EXPERIMENTAL Il

1 83,40+4,11 16,60+4,11

2 82,30+3,40 17,70+£3,40

3 83,90+5,89 16,10+5,89

4 82,90+3,87 17,10+3,87

5 83,30+3,62 16,70+3,62

6 83,30+4,37 16,70+4,37

7 83,80+2,93 16,20+2,93
MédiatDesvio Padrao 83,27+0,54 16,73+0,54

GRuUPO CONTROLE Ill

1 83,80+3,39 16,20+3,39

2 82,2042,74 17,80+2,74

3 83,10+4,25 16,90+4,25
MédiatDesvio Padrao 83,03+0,80 16,97+0,80

:;I'S refere-se a pontos no tibulo seminifero (tinica prépria + epitélio seminifero + lume tubular).
TI refere-se a pontos no tecido intersticial (células de Leydig + estroma).

TABELA 4. DIAMETRO (MEDIA + DESVIO PADRAO) DE TUBULOS SEMINIFEROS DE RATOS WISTAR SACRIFI-
CADOS 23 DIAS APOS O INICIO DO TRATAMENTO |

GRUPO EXPERIMENTAL |

1 287,25+21,48
2 286,89+14,23
3 302,22+18,70
4 269,37+16,39
5 281,78+17,62
MédiatDesvio Padrao 285,50+11,82
GRUPO CONTROLE |
1 281,05+1,55
2 274,29+0,25
MédiatDesvio Padrao 277,67+4,77

* Valores médios de 40 secgdes transversais de tiibulos seminiferos por animal (total: 280 secgdes transversais).
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TABELA 5. DIAMETRO (MEDIA + DESVIO PADRAO) DE TUBULOS SEMINIFEROS DE RATOS WISTAR
SACRIFICADOS 50 DIAS APOS O INICIO DO TRATAMENTO |

¥

GRUPO EXPERIMENTAL I/

6 279,20+15,32
7 275,21+14,23
8 282,61+17,97
9 280,13+20,27
10 271,92+12,27
Média+Desvio Padrao 277,81%+4.23
GRUPO CONTROLE /I
3 285,38+7,15
4 287,90+10,21
MédiatDesvio Padrao 286,64°+1,78

% B} ctras diferentes na mesma coluna indicam significincia (p<0,05).

TABELA 6. DIAMETRO (MEDIA + DESVIO PADRAO) DE TUBULOS SEMINIFEROS DE RATOS WISTAR
SACRIFICADOS 1 DIA APOS O TERMINO DO TRATAMENTO |

GRUPO EXPERIMENTAL Il

1 285,79+12,59
2 284,33+15,79
3 278,86+12,44
4 280,32+13,89
5 281,41£10,71
6 280,32+13,68
7 279,95+11,66
Médiat+Desvio Padréo 287.6742,53
GRuPO CONTROLE Il
1 289,44+14 46
2 276,67+11,81
3 282,14+10,92
Médiat+Desvio Padréo 282,7516,40

ab Letras diferentes na mesma coluna indicam significncia (p<0,05).
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TABELA 7. NUMERO' DE CELULAS (MEDIA+DESVIO PADRAO) POR SECCAO TRANSVERSAL? DE TUBULOS
SEMINIFEROS DE RATOS WISTAR SACRIFICADOS 23 DIAS APOS O INICIO DO TRATAMENTO |

GRUPO EXPERIMENTAL |

1 21,34+1,48 64,20+4,25 19,40+2,67

2 22,70+2,62 66,15+4,50 19,10+2,92

3 21,69+2,65 66,48+7,43 19,3043,12

4 20,23+2,41 69,8315,33 21,00+2,78

5 20,90+2,96 70,64+5,75 19,20+2,48
MédiatDesvio Padrao 21,37+0,92 67,46+2,69 19,60+0,79

GRUPO CONTROLE |

3 23,12+1,90 68,11+2,01 20,20+1,41

4 20,92+0,02 71,54+2,43 19,90+ 0,42
Média+Desvio Padrao 22,02+1,55 69,8212 42 20,05+0,21

1 Numeros corrigidos, exceto os de células de Sertoli, segundo ABERCROMBIE (1946).

2 Contagem dos elementos celulares realizada em 30 secgdes transversais de tibulos seminiferos, por animal.
Contagem dos elementos celulares realizada no estigio 3 do ciclo do epitélio seminifero.
Contagem dos elementos celulares realizada nos estagios pos-divisionais do ciclo do epitélio seminifero.

TABELA 8. NUMERO' DE CELULAS (MEDIA+DESVIO PADRAQ) POR SECGCAO TRANSVERSAL? DE TUBULOS
SEMINIFEROS DE RATOS WISTAR SACRIFICADOS 50 DIAS APOS O INICIO DO TRATAMENTO |

Matocito |

GRUPO EXPERIMENTAL Il

6 20,15+1,88 69,99+3,35 19,60+3,09

7 19,80+1,67 67,79+2,51 19,50+2,87

8 20,16+2,13 69,58+3,66 20,70+1,56

9 21,60+2,73 73,09+5,86 20,50+3,44

10 20,52+2,66 70,85+4,76 18,90+3,34
Média+Desvio Padréo 20,442+0,69 70,26+1,93 19,842+0,74

GRUPO CONTROLE Il

3 19,32+0,79 69,25+4,45 18,10+0,84

4 18,64+0,16 69,33+1,26 18,40+ 0,56
Média+Desvio Padrao 18,98+0,48 69,29+0,05 18,25°+0,21

1 Ntimeros corrigidos, exceto os de células de Sertoli, segundo ABERCROMBIE (1946).

2 Contagem dos elementos celulares realizada em 30 secgdes transversais de tibulos seminiferos, por animal.

3 Contagem dos elementos celulares realizada no estagio 3 do ciclo do epitélio seminifero.

4 Contagem dos elementos celulares realizada nos estigios pés-divisionais do ciclo do epitélio seminifero.
a, b Letras diferentes na mesma coluna indicam significincia (p<0,05).



TABELA 9. NUMERO' DE CELULAS (MEDIA+DESVIO PADRAO) POR SECGAO TRANSVERSALZ? DE TUBULOS
SEMINIFEROS DE RATOS WISTAR SACRIFICADOS 1 DIA APOS O TERMINO DO TRATAMENTO |l

GRUPO EXPERIMENTAL Il
1 21,63+2,35 70,4848,71 18,90+3,87
2 22,92+3,05 75,7516,55 22,60+2,59
3 22,70+1,93 72,15+8,68 18,80+2,74
4 ' 21,88+3,20 71,75+3,89 20,10+2,42
8 21,53+3,08 68,81+7,71 20,40+2,41
6 22,57+1,48 72,93+10,46 20,90+1,66
7 23,014,77 70,036,02 18,70+2,90
Média+Desvio Padréao 22,32+0,62 71,70+2,26 20,0642,42
GRuUPO CONTROLE Il
1 22,03+2,52 72,56+4,08 18,80+2,85
2 21,22+1,08 68,8916,36 18,00+ 2,05
3 23,38+0,87 71,62+3,46 20,00+1,94
Média+Desvio Padrao 22,21+1,08 71,02+1,90 18,93+1,00

! Ntimeros corrigidos, exceto os de células de Sertoli, segundo ABERCROMBIE (1946).

Contagem dos elementos celulares realizada em 30 secgdes transversais de tibulos seminiferos, por animal.

Conrtagem dos elementos celulares realizada no estagio 3 do ciclo do epitélio seminifero.

Contagem dos elementos celulares realizada nos estagios pés-divisionais do ciclo do epitélio seminifero.



POPULACAO CELULAR POR SECAO TRANSVERSAL DE TUBULO SEMINIFERO DE RATOS WISTAR TRATADOS COM DMSO gel
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TABELA 10. RAZAO" ENTRE O NUMERO CORRIGIDO DE ESPERMATOCITO | EM PAQUITENO E ESPERMATIDE
ARREDONDADA, EM RATOS WISTAR TRATADOS COM DMSQO GEL E SACRIFICADOS 23 DIAS
APOS 0 INiCIO DO TRATAMENTO |

GRUPO EXPERIMENTAL |
1 1:3,0
2 1:2,9
3 1:3,0
4 1:3,4
5 1:3.3
Média 131
GRUPO CONTROLE |
1 12,9
2 1:34
Média 1:3.1

" Nitmero de espermatides observadas dividido pelo nlimero esperado.

TABELA 11. RAZAO" ENTRE O NUMERO CORRIGIDO DE ESPERMATOCITO | EM PAQUITENO E ESPERMATIDE
ARREDONDADA, EM RATOS WISTAR TRATADOS COM DMSO GEL E SACRIFICADOS 50 DIAS
APOS O INiCIO DO TRATAMENTO |

GRUPO EXPERIMENTAL Il

1 1:3,4
2 1:34
3 1:3,4
4 1:3,3
5 1:3,4
Média 1:3,42
GRUPO CONTROLE Il
1 1:3:5
2 1:3.7
Média 1:3,6°

* . - 2
Nimero de espermatides observadas dividido pelo nimero esperado.

2 B [ etras diferentes na mesma coluna indicam significincia (p<0,05).
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TABELA 12. RAZAO ENTRE O NUMERO CORRIGIDO DE ESPERMATOCITO | EM PAQUITENO E ESPERMATIDE
ARREDONDADA, EM RATOS WISTAR TRATADOS COM DMSO GEL E SACRIFICADOS 1 DIA APOS O
TERMINO DO TRATAMENTO |

GRUPO EXPERIMENTAL III
1 1:3,2
2 133
3 1:3,1
4 1:32
5 1:3,2
6 1:3,2
7 1:3,0
Média - 1:3,2
GRUPO CONTROLE Il
1 1:3,3
2 1:3,2
3 1:3,0
Média 1:3,2

" Niimero de espermatides observadas dividido pelo niimero esperado.

TABELA 13. DADOS DA HISTOLOGIA QUANTITATIVA DOS TESTICULOS DE RATOS WISTAR TRATADOS COM
DMSO GEL E SACRIFICADOS 23 DIAS APOS O INICIO DO TRATAMENTO |

Proporgdo volumétrica dos tlbulos semini-
feros (%) 83,90+1,01 82,75+0,50

Diametro dos tubulos seminiferos (um) 285,50+11,82 277,67+4,77

Numero corrigido” de células espermatogé-
nicas/sec¢do transversal de tabulo semi-

nifero:

- SPTIPQ 21,3740,92 22,02+1,55
- SPD-ar 67,46+2,69 69,82+2,42
- células de Sertoli 19,60+0,79 20,05+0,21

* Corregio segundo ABERCROMBIE (1946).
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TABELA 14. DADOS DA HISTOLOGIA QUANTITATIVA DOS TESTICULOS DE RATOS WISTAR TRATADOS COM
DMSO GEL E SACRIFICADOS 50 DIAS APOS O INICIO DO TRATAMENTO |

Proporgé@o volumétrica dos tuabulos semini-
feros (%) 82,78+1,59 83,42+1,52

Diametro dos tabulos seminiferos (um) 277,81+4,23° 286,64+1,782

Numero corrigido™ de células espermatogé-
nicas/secgéo transversal de tabulo semi-

nifero:

-SPTIPQ 20,44+0,69° 18,98+0,482
- SPD-ar 70,26+1,93 69,30+0,05
- células de Sertoli 19,84+0,74° 18,25+0,212

" Corregio segundo ABERCROMBIE (1946).

% b | etras diferentes na mesma linha indicam significincia (p<0,05).

TABELA 15. DADOS DA HISTOLOGIA QUANTITATIVA DOS TESTICULOS DE RATOS WISTAR TRATADOS COM
DMSO GEL E SACRIFICADOS 1 DIA APOS O TERMINO DO TRATAMENTO ||

Proporgéo volumeétrica dos tubulos semini-
feros (%) 83,27+0,54 83,03+0,80

Diametro dos tubulos seminiferos (um) 281,57+2,53 282,7546,40

Numero corrigido' de células espermatogé-
nicas/secgdo transversal de tubulo semi-

nifero:

- SPTI PQ 22,32+0,62 22,21+1,09
- SPD-ar 71,70+2,26 71,02+1,90
- células de Sertoli 20,06+1,42 18,93+1,00

* Corregio segundo ABERCROMBIE (1946).



FIGURA 1. SECCAO TRANSVERSAL DE TUBULO SEMINIFERO NO
ESTAGIO3 DO CICLO DO EPITELIO SEMINIFERO (CES).
OBSERVAM-SE ESPERMATOCITOS PRIMARIOS EM PAQUITENO
(PQ), ESPERMATIDES ALONGADAS AGRUPADAS EM FEIXES (AL) E
CELULAS DE SERTOLI (S). H.E., 40X.

FIGURA 2. SECCAO TRANSVERSAL DE TUBULO SEMINIFERO NOS
ESTAGIOS 5/6 DO CES. SAO OBSERVADOS ESPERMATIDES
ARREDONDADAS (AR), FEIXES DE ESPERMATIDES ALONGADAS
(AL) PROFUNDAMENTE LOCALIZADOS NO EPITELIO, PROXIMOS A
NUCLEOS DE CELULAS DE SERTOLI (S). H.E., 40X.

FIGURA 3. SECCAO TRANSVERSAL DE TUBULO SEMINIFERO NO
ESTAGIO 7 DO CES. EVIDENCIAM-SE ESPERMATOCITOS PRIMA-
RIOS EM PAQUITENO (PQ), ESPERMATIDES ARREDONDADAS (AR)
E ESPERMATIDES ALONGADAS (AL) CHEGANDO A BORDA
LUMINAL. H.E., 40X.

FIGURA 4. SECCAO TRANSVERSAL DE TUBULO SEMINIFERO NO
ESTAGIO 8 DO CES. VEEM-SE ESPERMATOCITOS PRIMARIOS EM
PAQUITENO (PQ), ESPERMATIDES ARREDONDADAS (AR), ESPER-
MATIDES ALONGADAS (AL) ANCORADAS NA BORDA LUMINAL.
H.E., 40X
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FIGURA 5. SECCAO TRANSVERSAL DE TUBULO SEMINIFERO NO ESTAGIO 3 DO CES. SAO VISTOS
ESPERMATOCITOS PRIMARIOS EM ZIGOTENO (Z), ESPERMATOCITOS PRIMARIOS EM PAQUITENO (PQ),
ESPERMATIDES ALONGADAS (AL) EM FEIXES. H.E., 100X.
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FIGURA 6. SECCAO TRANSVERSAL DE TUBULO SEMINIFERO NOS ESTAGIOS 5/6 DO CES. SAO OBSERVADAS
ESPERMATIDES ARREDONDADAS (AR) E FEIXES DE ESPERMATIDES ALONGADAS (AL) NO TERCO BASAL DO
EPITELIO, PROXIMOS A NUCLEOS DE CELULAS DE SERTOLI (S). H.E., 100X.
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FIGURA 7. SECGAO TRANSVERSAL DE TUBULO SEMINIFERO NO ESTAGIO 7 DO CES. OBSERVAM-SE
ESPERMATOCITOS PRIMARIOS EM PAQUITENO (PQ), ESPERMATIDES ARREDONDADAS (AR), ESPERMATIDES
ALONGADAS (AL). H.E., 100X.
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FIGURA 8. SECGCAO TRANSVERSAL DE TUBULO SEMINIFERO NO ESTAGIO8 DO CES.VEEM-SE
ESPERMATOCITOS PRIMARIOS EM PAQUITENO (PQ), ESPERMATIDES ARREDONDADAS (AR), ESPERMATIDES
ALONGADAS (AL) ANCORADAS NA BORDA LUMINAL DO EPITELIO. H.E., 100X.
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5 DISCUSSAO

Devido a auséncia de estudos relacionando o uso do DMSO com a
espermatogénese de machos de qualquer espécie, o presente experimento tem
carater inédito e os dados obtidos somente podem ser comparados com valores
médios observados nos animais do Grupo Controle.

A reagdo exotérmica produzida pela fricgdo da droga foi verificada em
todos os animais submetidos a sua aplicagdo (GEI, GEI e GE II), porém foi
transitoria e nio causou desconforto nem reagdes de pele. O odor caracteristico foi

percebido em todas as aplicagdes.

5.1 PROPORCAO VOLUMETRICA ENTRE
COMPONENTES DO TESTICULO

Os valores médios encontrados pﬁra a propor¢io volumétrica dos tubulos
seminiferos para os animais sacrificados 23 e 50 dias apds o inicio do Tratamento L e
para os animais sacrificados 1 dia apds o término do Tratamento II estio expostos
nas tabelas 13, 14 e 15. Os valores encontrados para o Grupo Experimental e para o
Grupo Controle foram muito proximos, variando de 82,78% a 83,90% e de 82,75%
a 83,42% respectivamente.

Encontra-se nos animais dos Grupos Controles (GCI, GCII e GC II)
proporgio volumétrica de tibulos seminiferos ligeiramente inferior a observada em
outros roedores, como no Bolomys lasinrus (PARREIRA, 1990) e em ratos albinos
Sprague-Dawley (ROOSEN-RUNGE, 1955). Aproxima-se bastante da observada
em suinos Piau adultos (FRANCA, 1991) e em bovinos da raga Nelore
(CARDOSO, 1981).
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Comparada com a de outras espécies, verifica-se que a propor¢io
volumetrica dos tubulos seminiferos dos animais dos Grupos Controles ocupa uma
posi¢do intermediaria entre a do gamba Didelphis albiventris (QUEIROZ, 1991) e a
do coelho (AMANN, 1970). Essas diferencas refletem a maior ou a menor
quantidade de tecido intertubular que caracteriza o testiculo de uma determinada
espécie. Segundo SETCHELL (1982), a propor¢io volumeétrica dos tdbulos semi-
niferos de mamiferos varia de 90,0% (rato, ovino e bovino) a 60,0% (suino, eqiiino e
alguns marsupiais). Tal assertiva, portanto, em relagio aos animais dos Grupos
Controles ndo encontrou confirmagio no presente trabalho. BERNDTSON (1977),
avaliando o método para a determinagio da proporgdo volumétrica, observou que a
retragdo tecidual pode apresentar erros nas estimativas dessas proporgdes, pois a
percentagem relativa ocupada por um determinado componente pode ser ou nio
alterada, dependendo de ser igual ou diferente a retragio entre varios componentes
teciduais. Entretanto os resultados podem ser validos quando métodos classicos de
processamento tecidual sio usados para avaliar as diferengas relativas da proporgio

volumétrica de um componente em particular.

5.2 DIAMETRO DOS TUBULOS SEMINIFEROS

Nas tabelas 13, 14 e 15 sdo apresentados os valores medios gerais obtidos
para o didmetro dos tubulos seminiferos entre o Grupo Experimental e o Grupo
Controle dos animais sacrificados 23 e 50 dias apds o inicio do Tratamento I, e 1 dia
apos o término do Tratamento II.

No Grupo Controle dos animais sacrificados 23 dias apos o inicio do
Tratamento I (GC I), os valores registrados para o didmetro dos tibulos seminiferos
sio superiores aos observados por ROOSEN-RUNGE (1955) em ratos Sprague-
Dawley e por PARREIRA e CARDOSO (1993) em roedores silvestres Bolomys
lasiwrus. S3o comparaveis aos observados em gamba Didelphis albiventris por

QUEIROZ (1991).
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Segundo SETCHELL (1982), na grande maioria dos mamiferos o didmetro
dos tubulos seminiferos situa-se entre 200,0 e 250,0 pm, podendo chegar até 450 pm
em alguns marsupiais.

O valor da média geral para os animais do Grupo Controle (277,64,77)
mostra que nesses animais os tubulos seminiferos sio mais largos que no carneiro
(HOCHEREAU-De REVIERS et al., 1990), e algo superior aos valores registrados
em carneiros deslanados (QUEIROZ, 1985) e em bovinos (SWIERSTRA, 1966;
CARDOSO, 1981).

O valor médio encontrado para o didmetro dos tubulos seminiferos dos
animais do Grupo Controle GC1 revelou-se inferior aquele observado no Grupo
Experimental GE I, mas a diferenca nio fot estatisticamente significativa.

Ja o Grupo Controle GC II dos animais sacrificados 50 dias ap6s o inicio
do Tratamento I obteve média geral superior (286,64+1,78) aquela observada para o
Grupo Experimental GEII (277,81%+4,23). Houve diferenga significativa entre o
Grupo Controle e o Experimental, e, devido a limitagio da amostragem, os dados
obtidos nio podem ser atribuidos a possiveis efeitos da droga sobre a
espermatogénese; sugerem, mais provavelmente, retragio tecidual resultante do tipo
de fixador utilizado. Segundo SWIERSTRA (1968), os diversos tempos de fixagio e
inclusio utilizados no processamento histolégico de fragmentos de parénquima
testicular resultam em indices médios de retragio volumétrica similares, havendo,
porém, diferengas significativas entre animais.

Nos animais sacrificados 1 dia apds o término do Tratamento II, a media
geral observada para os animais do Grupo Controle GC III (282,75+6,40) revelou-se
comparavel a observada em gamba Didelphis albiventris (QUEIROZ, 1991) e
superior a de roedores silvestres (PARREIRA e CARDOSO, 1993).

Nio foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os
didmetros tubulares medidos nos testiculos dos animais do Grupo Controle GC III

e dos animais do Grupo Experimental GE III.
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5.3 POPULACAO CELULAR DOS TUBULOS SEMINIFEROS E
RENDIMENTO INTRINSECO DA ESPERMATOGENESE

Conforme mencionado por CARDOSO (1981), os dados disponiveis na
iteratura demonstram que os numeros de células por sec¢do transversal de tibulo
literatura d t d
seminifero, quando considerados em termos absolutos, apresentam grande variagio,
nio sb entre espécies como também entre populagdes diferentes dentro de uma

, o : »
mesma espécie, que pode refletir diferencas reais na amostragem utilizada, mas
também pode ser atribuida a variagdes na metodologia empregada, especialmente no
\ ~ ’ A
que se refere a corregdo dos numeros celulares brutos para o didmetro nuclear e
R
espessura do corte histologico.

Nos animais sacrificados 23 dias apds o inicio do Tratamento I, a contagem
dos espermatdcitos primarios em paquiteno feita no estagio 3 ndo apresentou
variagio significativa entre os dois grupos Experimental e Controle. A uniformi-
dade dos numeros celulares encontrada em ambos indica, assim, que a produgio
espermatica dos animais nio parece ter sido afetada pela droga em questio. Segundo
ORTAVANT et al. (1984), € o padrio de divisdes espermatogoniais que controla a

~ . . ’ . . 7 . ~ .
produgio quantitativa de espermatdcitos primarios. Essa produgio pode ser avaliada
pelo calculo do coeficiente de eficiéncia das mitoses espermatogoniais, isto €, pelo

’ 7 . . 7 . . .

numero de espermatdcitos primarios resultante da divisio de uma espermato-
gonia A-tronco. Esse coeficiente foi estimado em 16 para o boi e o carneiro, em 28
para o rato e em 4 para o homem. Abordando o problema do rendimento da
espermatogénese em mamiferos, COUROT etal. (1970) afirmaram que,
teoricamente, cada espermatocito primario di origem a quatro espermatides, mas
isso praticamente nunca acontece devido A ocorréncia de degeneragdes durante as
divisdes meidticas.

No presente trabalho, a populagio de espermatdcitos primarios em
paquiteno apresentou-se, em numeros corrigidos, dentro dos limites mencionados
por PARREIRA (1990) em relagio ao roedor silvestre Bolomys lasiurus, mas

revelou-se ligeiramente inferior em comparagio com outros dados nessa mesma
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espécie (ROOSEN-RUNGE e GIESEL, 1950; CLERMONT, 1962; CLERMONT
e HARVEY, 1967). Entretanto, os valores médios observados em ratos albinos
(CLERMONT e MORGENTALER, 1955) foram inferiores aos apresentados no
presente estudo. Em relagio a outras espécies, o numero de espermatdcitos
primarios por sec¢io transversal de tibulo revelou-se inferior ao do touro Zebu
(CARDOSO, 1981) e do suino (GODINHO e CARDOSO, 1979; FRANCA, .
1991), comparavel aos de bovinos europeus (BERNDTON e DESJARDINS, 1974;
BERNDTSON et al., 1979), mas acima do observado no gamba Didelphis albiventris
(QUEIROZ, 1991) e em carneiros deslanados (QUEIROZ, 1985).

Segundo ROOSEN-RUNGE (1973), ha evidéncias qualitativas e quanti-
tativas de que durante a espermatogénese normal de mamiferos ocorrem
degeneragdes celulares, de maneira regular e especifica, afetando principalmente as
espermatogoOnias em proliferacio e as duas divisdes meidticas dos espermatécitos.

Quanto ao rendimento da espermatogénese, evidencia-se entre o numero
de espermatdcitos primarios em paquiteno e o numero de espermatides
arredondadas a razio de 1:3,1 tanto para o grupo dos animais controles como para o
grupo dos animais experimentais, indicando, assim, uma igualdade no rendimento
meidtico e uma perda de cerca de 25% em relagio ao nimero esperado da divisdo de
todos os espermatocitos. Assim, pode-se concluir que nos animais estudados, a
semelhanga do observado em bovinos europeus (BERNDTSON e DESJARDINS,
1974), no carnetro deslanado (QUEIROZ, 1985), no Zebu (CARDOSO, 1981), no
suino (FRANGCA, 1991), no roedor silvestre Bolomys lasiurus (PARREIRA, 1990) e
no rato (CLERMONT, 1962), ocorre razoavel incidéncia de degeneragdes afetando
as células espermatogénicas durante as duas divisdes meidticas.

O numero corrigido de espermatides arredondadas por secgio transversal
de tubulo obteve valor médio de 69,8242 42 para o Grupo Controle e de 67,461+2,69

para o Grupo Experimental, nio sendo consideradas significativas as diferencas.
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E sabido que as células de Sertoli dos mamiferos adultos nio se dividem e
mantém o seu numero constante no epitelio seminifero (HOCHEREAU-De
REVIERS et al., 1987). |

Os valores médios observados entre os animais do Grupo Controle e os do
Grupo Experimental ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas, e
os resultados aproximam-se daqueles encontrados em ratos Sprague-Dawley
(ROOSEN-RUNGE e GIESEL, 1950), no carneiro deslanado (QUEIROZ, 1985) e
no Zebu (CARDOSO, 1981). Apresentam-se superiores aos observados em roedores
silvestres Bolomys lasiurus (PARREIRA, 1990), no gamba Didelphis albiventris
(QUEIRQOZ, 1991) e no suino (FRANCA, 1991).

Nos animais sacrificados 50 dias apds o inicio do Tratamento I, a contagem
dos espermatdcitos primarios em paquiteno feita no estagio 3 apresentou diferenga
significativa entre o Grupo Controle (18,98+0,48) e o Grupo Experimental
(20,44+0,69).

Com a metodologia utilizada no presente estudo nio foi possivel analisar a
evolugio da populagio de células espermatogénicas desde espermatogbnias até a
formagio de espermatécitos primarios, quando se verifica a ocorréncia, segundo
ROOSEN-RUNGE e GIESEL (1950) de quatro picos de atividade mitdtica — dois
referentes a espermatogdnia A e dois referentes a espermatogonia B. Estudando
quantitativamente a espermatogénese do rato, CLERMONT (1962) constatou que
cerca de 10,6% das espermatogonias A sofriam degeneragio, levando a uma redugio
do numero de espermatdcitos primarios esperados da divisio de cada espermato-
gbnia-tronco.

Embora o resultado tenha apresentado diferenga significativa entre os
grupos Controle e Experimental, existem condigdes que podem ter produzido esse
fator, dentre elas o numero limitado da amostragem e a variagio individual.
Segundo BERNDTSON e CLEGG (1992), a utilizagido de maior numero de animais
constitui um meio recomendavel para aumentar a amostragem e possibilitar

resultados mais consistentes nesse aspecto.
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O rendimento meidtico, ou seja, a razdo entre o numero de espermaté-
cltos primarios em paquiteno e o numero de espermatides arredondadas, foi de 1:3,4
para o Grupo Experimental e de 1:3,6 para o Grupo Controle, mostrando que 85%
do numero esperado de espermatides foi alcangado para o Grupo Experimental e
que 90% do numero esperado de espermatides foi alcangado para o Grupo
Controle, indicando, assim, que o processo espermatogénico no presente estudo foi
pouco afetado por degeneragdes durante as duas divisdes meioticas. Tal variagio
numeérica dentro de uma mesma espécie foi observada no rato (ROOSEN-RUNGE
e GIESEL, 1950; CLERMONT, 1962), nos bovinos europeus (BERNDTSON e
DESJARDINS, 1974), no carneiro deslanado (QUEIROZ, 1985), no Zebu
(CARDQOSO, 1981), no suino (FRANCA, 1991) e no roedor silvestre Bolomys
lasiurus (PARREIRA, 1990).

Quanto as células de Sertoli, os valores médios observados entre os grupos
Controle e Experimental apresentaram variagio significativa. Os numeros médios
dessas células encontrados no Grupo Controle sio comparaveis aos observados em
ratos albinos Sprague-Dawley (ROOSEN-RUNGE e GIESEL, 1950) e superiores
aos encontrados em roedores silvestres Bolomys lasiurus (PARREIRA, 1990).
Deve-se ressaltar que as discrepancias encontradas entre o Grupo Controle e o
Grupo Experimental parecem resultar da variagio individual e do nimero limitado
de amostragem e ndo devem ser atribuidas a possiveis efeitos da droga, ja que,
segundo CLERMONT e MORGENTALER (1955), a populagio de células de
Sertoli mantém-se estavel em animais adultos, sendo essas células extremamente
resistentes a injurias drasticas capazes de afetar os demais tipos celulares do epitélio
seminifero.

Nos animais sacrificados 1 dia apos o término do Tratamento II, os valores
meédios de células espermatogénicas bem como os de células de Sertoli observados
nio apresentaram variag3o significativa entre os grupos Controle e Experimental.
Todos os valores obtidos mostraram-se estaveis, sendo discretamente superiores nos

animais do Grupo Experimental.
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A populagio de espermatocitos primarios em paquiteno observada no
Grupo Controle é equiparavel a constatada em roedores silvestres Bolomys lasiurus
(PARREIRA, 1990) e ligeiramente inferior quando comparada com outros dados
nessa mesma espécie (ROOSEN-RUNGE e GIESEL, 1950; CLERMONT, 1962;
CLERMONT e HARVEY, 1967).

O numero corrigido de espermatides arredondadas por secgio transversal
de tibulo, embora dentro dos limites médios observados em roedores silvestres
Bolomys lasiurus (PARREIRA, 1990), em carneiros deslanados (QUEIROZ, 1985) e
em bovinos europeus (BERNDTSON e DESJARDINS, 1974), apresentou-se
consideravelmente baixo em relagdo ao observado em ratos albinos (CLERMONT,
1962), em suinos (FRANCA, 1991) e em Zebu (CARDOSO, 1981). Entretanto
revelou-se superior ao encontrado no gamba (QUEIROZ, 1991) e no coelho
(SWIERSTRA e FOOTE, 1963).

Essas discrepancias numeéricas entre os valores observados dentro da
mesma espécie e entre espécies podem ser resultantes do estagio em que as
espermatides arredondadas foram analisadas no presente estudo, ja que o niimero de
células pode variar de um estagio para outro e também de espécie para espécie.

Entre o nimero de espermatdcitos primarios em paquiteno e o numero de
espermatides arredondadas constata-se uma razio de 1:3,2 tanto para os animais do
Grupo Controle como para os animais do Grupo Experimental. Isso indica, com
base na razio tedrica esperada (1:4,0), uma perda de cerca de 20,0% das espermatides
arredondadas. Resultados equiparaveis foram observados em suinos Piau
(FRANCA, 1991), bem como em varias espécies de ruminantes (BERINDTSON e
DESJARDINS, 1974; CARDOSO e GODINHO, 1985; QUEIROZ, 1985), no
coelho (SWIERSTRA e FOOTE, 1963) e em alguns roedores (PARREIRA, 1990).

Degeneragdes celulares na espermatogénese normal de mamiferos adultos
tém sido observadas por iniimeros autores nio s6 na fase de divisdes meidticas como
também durante a fase de proliferagio espermatogonial (ROOSEN-RUNGE, 1973;
BERNDTSON e DESJARDINS, 1974).
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Quanto as células de Sertoli, os valores médios observados entre os grupos
Controle e Experimental nio apresentaram diferengas estatisticamente significa-
tivas. O numero de células de Sertoli observado no Grupo Controle é comparavel
ao registrado em ratos albinos (ROOSEN-RUNGE e GIESEL, 1950), no carneiro
deslanado (QUEIROZ, 1985) e no bovino indiano (CARDOSO, 1981), e
manteve-se constante entre os animais do Grupo Controle e do Grupo Experi-
mental. A constancia desse numero, conforme salientam ORTAVANT et al. (1984),

€ uma caracteristica geral de todos os mamiferos.
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6 CONCLUSOES

Os resultados da avaliagdo da influéncia do dimetil sulféxido sobre a

espermatogénese permitem as seguintes conclusdes:

1. No protocolo posologico empregado, o DMSO nio interferiu na
contagem dos elementos celulares do epitélio seminifero, no didmetro dos tibulos
seminiferos, nas propor¢des volumétricas dos componentes do parénquima
testicular e no rendimento intrinseco da espermatogénese.

2. O calor ocasionado pela fricgio do DMSO no escroto aparentemente
nio alterou a espermatogénese.

3. Ha necessidade de maiores estudos, com experimentos mais poderosos
da aplicagdo do DMSO na cinética da espermatogénese, na avaliagdo da morfologia

da celula de Leydig e na conseqiiente fertilidade dos animais.
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