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RESUMO

ARAUJO, Bruna Moraes, M.Sc, Universidade Federal de Vicosa, abril de 2008.
Morfometria testicular em ratos wistar adultos tratados com paracetamol
(acetaminofeno). Orientador: Tarcizio Anténio Rego de Paula. Co-orientadores: Sérgio
Luis Pinto da Matta e Claudio César Fonseca.

O paracetamol é um analgésico e antipirético de venda livre considerado seguro
e bem tolerado em doses terapéuticas, mas pode causar danos hepaticos e extrahepéaticos
em modelos animais e humanos expostos a altas doses. A administracdo de doses
supraterapéuticas de paracetamol tem sido relacionada a lesGes testiculares e alteracdo
do comportamento sexual em modelos animais. Neste estudo, avaliou-se o efeito do uso
crénico de paracetamol em doses terapéuticas e supraterapéuticas sobre a biometria
corporal e testicular e sobre os compartimentos tubular e intertubular dos testiculos de
ratos Wistar em idade reprodutiva. Utilizou-se 35 ratos, divididos em cinco grupos com
sete animais: o grupo um (controle), recebeu solucdo oral de xarope de frutose; os
grupos dois e quatro receberam doses diérias de 57mg de paracetamol em solugéo oral
(xarope de frutose); e os grupos trés e cinco, receberam doses de 114mg do mesmo.
Apds 53 dias de tratamento, os grupos um, dois e trés foram eutanasiados, enquanto 0s
grupos quatro e cinco foram mantidos por mais 53 dias, recebendo apenas agua e racao.
O tratamento croénico com paracetamol causou reducdo do indice gonadossomatico
(IGS), da altura do epitélio seminifero e do indice tubulossomatico (ITS),
independentemente da dose utilizada, porém apenas em animais sacrificados 53 dias
apos o término do tratamento. Houve, ainda, reducdo significativa, também tardia, do
volume dos tdbulos seminiferos, da massa total do testiculo, da massa do parénquima
testicular, do volume do tecido conjuntivo, do volume do nucleo de células de Leydig,
do didmetro do nucleo de células de Leydig, do indice Leydigossomatico e do indice
somatico das glandulas vesiculares nos animais do grupo tratado cronicamente com
paracetamol em doses supraterapéuticas. Os dados acima sugerem que 0 uso crénico do
paracetamol possa afetar tardiamente a producdo espermatica, independentemente da

dose, e a producdo de androgenos pelas células de Leydig, em doses supraterapéuticas.



ABSTRACT

ARAUJO, Bruna Moraes, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, april, 2008.
Testis Morphometry in adult Wistar rats treated with acetaminophen. Adviser:
Tarcizio Anténio Rego de Paula. Coadvisers: Sérgio Luis Pinto da Matta and Claudio
César Fonseca.

Acetaminophen is non-prescrition analgesic and antipyretic considered safe and
well tolerated in therapeutics doses, but it might cause hepatic and extrahepatic damage
in animal and human models exposed to high doses. The chronic use of paracetamol in
supratherapeutics doses has been implied in testicular lesions and sexual behavior
alterations in animal models. In this study, the effect of chronic use of therapeutics and
supratherapeutics doses of acetaminophen over corporal and testis biometry and tubular
and intertubular compartiments in Wistar rats on reproductive age was evaluated. Thirty
five rats were used, divided into five groups with seven animals each: group one
(control) received fructose syrup oral solution; animals from groups two and four
received daily doses of acetaminophen 57 mg/kg diluted in fructose syrup oral solution;
groups three and five received 114 mg/kg doses of the same. After fifty three days of
treatment, groups one, two and three were euthanized, while groups four and five were
kept for another fifty three days, receiving just water and ration. The chronic treatment
with acetaminophen caused reduction of testis somatic index, seminiferous epithelium
thickness, seminiferous tubule volume, tubule somatic index, independently on used
dose, however, only onto animals euthanized fifty three days after the end of the
treatment. A significant late reduction was also observed in the seminiferous tubules
volume, testicles total mass, testicle parenchyma mass, conjunctive tissue volume,
Leydig cell’s nucleus volume, Leydig cell’s nucleus diameter, leydigosomatic index and
somatic index of vesicular glands in the group of animals chronically treated with
acetaminophen in supratherapeutic doses. The datas above suggest that the chronic use
of acetaminophen may lately affect the spermatic production, independently on used
dose, and the androgens production by Leydig cells, in supratherapeutics doses.



INTRODUCAO GERAL

1- Paracetamol

1.1-Classificacao farmacoldgica

De acordo com Brunton et al. (2003), o paracetamol pertence a categoria dos
antiinflamatérios, analgésicos e antipiréticos, constituida por um grupo heterogéneo de
compostos que freqlientemente ndo estdo relacionados sob o ponto de vista quimico
(apesar da maioria constituir dcidos organicos), mas que compartilham algumas acdes
terapéuticas e efeitos colaterais. O protétipo deste grupo ¢ o acido acetilsalicilico. Por
este motivo, esses compostos sdo muitas vezes designados como agentes semelhantes
ao acido acetilsalicilico, sendo também freqlientemente denominados antiinflamatérios
ndo esterdides ou AINE. Conforme a classificagdo quimica dos AINE, o paracetamol
pertence ao grupo dos derivados do p-aminofenol. A sua formula quimica, cuja estrutura
molecular estd representada na Figura 1, ¢ CsHoNO2 e a massa molar ¢ 151,16g/mol

(National Toxicology Program, 1993).
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Figura 1- Estrutura molecular do paracetamol.

1.2-Historia

A acetanilida, membro original dos derivados do p-aminofenol, foi introduzida
na medicina em 1886 com o nome de antifebrina e sua a¢cdo antipirética foi descoberta
acidentalmente. Todavia, a acetanilida demonstrou ser excessivamente toxica. Na busca
de compostos menos toxicos, outros derivados do p-aminofenol foram testados e um
dos mais satisfatorios foi a fenacetina, introduzida para fins terapéuticos em 1887 e
extensamente empregada em misturas analgésicas até ser implicada na nefropatia
causada por abuso de analgésicos (Brunton et al., 2003).

O paracetamol (acetaminofeno) foi descoberto na Alemanha no final do século

XIX, mas a substancia nao foi amplamente explorada até meados do século XX (Sheen



et al., 2002), quando foi identificada como o metabolito ativo da acetanilida e fenacetina
(Booting, 2000). Viu-se entdo que as atividades analgésicas e antipiréticas do
paracetamol eram semelhantes as da fenacetina e da acetanilida, contudo, ao contrario
destas duas drogas, ndo apresentava como efeito toxico a formag¢ao de metahemoglobina
(hemoglobina incapaz de transportar oxigénio).

A popularidade do paracetamol como analgésico e antipirético tornou-se
marcante a partir 1955 quando foi langado nos EUA com o nome comercial de
Tylenol® (Booting, 2000). Em 1956, os comprimidos de 500 mg de paracetamol foram
também colocados a venda no Reino Unido com o nome comercial “Panadol”. Em
1960, foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para venda sem
prescricdo (National Toxicology Program, 1993). Entre 1960 e 1970, o uso do
paracetamol cresceu, enquanto o da aspirina (dcido acetilsalicilico) decresceu (Ivey,
1983), o que pode ser explicado pela maior tolerabilidade ao paracetamol, conforme
demonstrado por Moore et al. (1999). Atualmente, o paracetamol esta disponivel no
mercado sob diversas formas, tanto em apresentacdes isoladas quanto em formulagdes
combinadas (Sheen et al, 2002), por exemplo, em associagdo com fosfato de codeina
(Tylex®), com dipirona (Buscopan Plus®), com relaxantes musculares e anti-

inflamatorios (Mioflex®, Sedilax®, Tandrilax®).

1.3- Propriedades farmacoldgicas e uso terapéutico

O paracetamol (acetaminofeno ou N-acetil-aminofeno) apresenta efeitos
analgésicos e antipiréticos que ndo diferem dos efeitos induzidos pelo 4acido
acetilsalicilico, mas ao contrario deste, ndo apresenta atividade antiinflamatoria
apreciavel (Brunton et al., 2003) e ndo exerce atividade gastrotoxica e antiplaquetaria
(Botting, 2000; Kis et al., 2005). A dose oral convencional de paracetamol ¢ de 350 a
1000mg. A dose terapéutica didria recomendada para o adulto ¢ de 4g (Farrel, 1986).

Pini et al. (1997) e Breaver (1998) relataram a eficacia do paracetamol para
alivio de dor leve a moderada associada a cirurgia oral, episiotomia, osteoartrite,
dismenorréia, dor de cabega e também ao pos-parto e cancer. O paracetamol tem sido
considerado droga de primeira escolha para controle da dor moderada na osteoartrite e
em caso de uso prolongado (Zhang et al., 2005), como também, no controle da febre
em criangas, uma vez que prové rapida melhora dos sintomas sem apresentar efeitos

adversos excessivos (Cranswick & Coghlan, 2000; Gupta et al., 2007).



1.4- Farmacocinética e metabolismo

Brunton et al. (2003) descreveram que o paracetamol sofre absor¢do rapida e
quase completa pelo trato gastrointestinal. A concentragdo plasmatica atinge um pico
entre 30 e 60min, ¢ a meia-vida plasmatica ¢ de cerca de 2 horas apds administragao de
doses terapéuticas. O paracetamol exibe distribuicdo relativamente uniforme na maioria
dos liquidos corporais. A ligagdo do farmaco a proteinas plasmadticas é variavel.
Segundo Hinson et al. (1982) e Siegers et al. (1983), os metabolitos do paracetamol sdo
eliminados primariamente por via urindria, embora uma quantidade substancial seja

excretada na bile.

As vias metabdlicas do paracetamol em humanos e modelos animais estdo
representadas na Figura 2, cujos dados foram extraidos dos estudos de National
Toxicology Program (1993). Em doses terapéuticas, o paracetamol ¢ eliminado
primariamente como conjugados ndo toxicos de glucuronida e sulfatos, mas uma
pequena propor¢ao do paracetamol ¢ oxidada pelo sistema enzimatico citocromo P450
(Hinson, 1980; Brunton et al., 2003). O citocromo P450 converte o paracetamol em um
metabolito intermedidrio altamente reativo, o N-acetil-p-benzo-quinonimina (NAPQI)
(Hinson, 1980; Raucy et al., 1989; Patten et al., 1993; Jaeschke et al., 2003; Knight et
al., 2003) que normalmente ¢ neutralizado ao se conjugar com a glutationa (Jollow et
al., 1973, Hinson, 1980; Brunton et al., 2003). Outras reagdes metabolicas acontecem
nos rins (Fischer et al., 1985) e no intestino (National Toxicology Program, 1993),
sendo que a conversdao do acetaminofeno em p-aminofenol nos rins ¢ a provavel
responsavel por nefrotoxicidade em altas doses de paracetamol (Rush et al., 1984).
Existem ainda vias metabdlicas do paracetamol de menor importancia que incluem a
formagdo de conjugados 3-hydroxi e 3-methoxy acetaminophen, identificados em urina
de ratos submetidos a doses hepatotoxicas de paracetamol (Forte et al., 1984) e

overdose em humanos (Knox & Juran, 1977).
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Figura 2- Principais vias metabolicas do paracetamol (segundo National Toxicology Program, 1993).

1.5- Mecanismos de acao

Existem evidéncias de que o paracetamol atue no mecanismo antinociceptivo
das vias descendentes serotoninérgicas (Bonnefont et al., 2003; Graham & Scott, 2005;
Bonnefont et al., 2007), o que explicaria os scus efeitos analgésicos. Por outro lado,
assim como os demais AINE, o paracetamol também age sobre as cicloxigenases. Sao
conhecidas duas formas de cicloxigenases: COX-1 e COX-2. Ambas as enzimas
convertem o d4cido araquidonico, inicialmente, em intermediarios instaveis

prostaglandina G2 (PGG2) e prostaglandina H2 (PGH2), os quais sdo precursores de



todos os isdmeros de prostaglandina (PG), como também, da prostaciclina e do
tromboxano (Brunton et al., 2003).

A COX-1 ¢ a isoforma constitutiva, encontrada na maioria das células e tecidos
normais (Seibert et al., 1997). A COX-2, por sua vez, ¢ uma proteina rara nos tecidos
dos mamiferos (Simmons et al., 2000). Dentre seus varios efeitos fisiologicos, a COX-1
induz a sintese de PG, que confere prote¢do a mucosa gastrica, € a sintese de
tromboxanos envolvidos na agregacdo plaquetaria (Brunton et al., 2003). A COX-2 ¢
altamente induzida nos fibroblastos, nos macrofagos, no endotélio vascular e em outros
tipos celulares, por uma variedade de estimulos, especialmente em condigdes de
inflamagao (Xie et al., 1991; O’Banion et al., 1991), sendo responsavel pela sintese de
PG relacionadas aos processos febris, no sistema nervoso central, (Simmons et al.
2000) e pela sintese de PG relacionada aos processos inflamatorios (Brunton et al,
2003).

Tém sido reportadas evidéncias de que o paracetamol atue como inibidor da
sintese de PG por meio de suas agdes sobre a ciclooxigenase 2 (COX-2), como também,
de que os efeitos deste fArmaco sejam similares aos dos inibidores seletivos da COX-2.
(Graham & Scott, 2005; Kis et al., 2005; Hinz et al. 2007). Tal observacdo permite a
compreensdo da eficacia do paracetamol como antipirético sem atividade gastrotdxica e
antiplaquetaria associadas. Por outro lado, a fraca atividade antiinflamatoria deste
farmaco poderia ser explicada pela redugdo da sua agdo sobre a COX-2 na presenga de
altas concentragdes de peroxidos no tecido, como verificado nas lesdes inflamatorias
(Botting, 2000; Boutlaud et al., 2002; Brunton et al., 2003; Kis et al., 2005;
Schildknecht et al., 2008).

1.6-Toxicidade

O paracetamol tem sido considerado uma droga bem tolerada, sem efeitos
colaterais severos ou excessivos (Sheen et al., 2002), no entanto, altas doses agudas do
medicamento causam hepatotoxicidade (Savides & Oehme, 1983; Thomas, 1993). O
envenenamento por paracetamol tem sido referido como a causa mais comum de
faléncia aguda do figado nos Estados Unidos e no Reino Unido (O’Grady, 2005; Larson
et al., 2005). A hepatotoxicidade por paracetamol parece ndo envolver somente a
administracao aguda de altas doses, uma vez que a ingestdo diaria de 50 a 70mg/kg de

paracetamol, de maneira prolongada (semanas a anos), tem sido associada a hepatite



cronica (National Toxicology Program, 1993). Os efeitos deletérios do paracetamol em
humanos nao se restringem a danos no figado, visto que insuficiéncia renal também tem
sido documentada nos casos de ingestdo de altas doses agudas (Von Mach et al., 2005;
Mazer & Perrone, 2008).

Estudos em modelos animais evidenciam diversos efeitos deletérios
extrahepaticos da administragdo de altas doses de paracetamol. Placke et al. (1987)
reportaram, além de lesdes no figado, alteragdes degenerativas e necrdticas em rins,
pulmdes, testiculos e tecido linféide de camundongos tratados com doses Unicas de
600mg/kg. Nos estudos de National Toxicology Program (1993), ratos tratados durante
13 semanas com cerca de 2g/kg didrios de paracetamol apresentaram lesoes hepaticas e
atrofia testicular, enquanto ratos tratados com cerca de 4g/kg didrios apresentaram
adicionalmente lesdes nos ovario, utero, rim, timo e nddulos linfaticos. Neste mesmo
estudo, a exposicao a 1g/kg de paracetamol durante 65 semanas, acarretou aumento da
incidéncia de hiperplasia de células foliculares da tire6ide em camundongos e aumento
da severidade de nefropatia e da incidéncia de hiperplasia tubular renal e da glandula
paratiredide em ratos. Em adi¢do as lesdes causadas por altas doses de paracetamol, foi
verificado em ratas prenhes que a administragdo cronica (do 10° dia de gestacdao ao 13°
dia pds parto) de doses terapéuticas (7,3mg/kg 3 vezes ao dia) de paracetamol causa
alterag0es renais histopatologicas (Ucheya & Igweh, 2008).

Poucos estudos foram realizados para investigar primariamente os possiveis
efeitos do paracetamol sobre os 6rgios reprodutores masculinos. Eldon & Boyd (1970)
relataram que a administra¢ao de dose unica de paracetamol, correspondente a dose letal
para 50% da populacdo (LDs0), acarretou discretas alteracdes histopatologicas
testiculares (algum grau de congestdo dos capilares venosos) em ratos e porcos,
enquanto a administracdo da mesma durante 100 dias resultou em graus variados de
atrofia testicular, acompanhada de evidéncias de prejuizo na espermatogénese em
analise histoldgica, cuja metodologia ndo foi descrita pelos autores.

Jaqueson et al. (1984) demonstraram reducdo da massa testicular de ratos
submetidos a administracdo de doses diarias de 500mg/kg de paracetamol durante 70
dias. Placke et al. (1987) verificaram alteragdes histopatologicas nos tubulos
seminiferos de camundongos, utilizando dose unica de 600mg/kg, tais como:
degeneracdo de espermatides, presenca de células do epitélio seminifero no limen,
formacgao de células gigantes, agregados de material protéico ocluindo a maior parte do

limen e presenga de espermatides arredondadas no epididimo.



Reel et al. (1992) avaliaram a toxicidade do paracetamol sobre a capacidade
reprodutiva de camundongos empregando um protocolo de tratamento expondo
geracdes sucessivas. Camundongos da primeira geracdo que receberam 1,43g/kg/dia de
paracetamol na fase adulta durante 103 dias geraram menor niimero de descendentes do
que o controle. Camundongos da segunda geragdo, também expostos a 1,43g/kg/dia
doses de paracetamol via amamentacao, e posteriormente, via alimentagdo até os 74 dias
de idade, apresentaram um percentual de espermatozoides anormais significativamente
maior do que o controle.

Wiger (1995) investigou os efeitos do paracetamol sobre os seguintes
parametros testiculares de camundongos: replicagdo de DNA nas células germinativas
(por andlise de incorporagdo de timidina), biometria testicular; andlise histopatoldgica
dos tabulos seminiferos, mensuracdo de diametro de tubulos seminiferos, mensuragao
do percentual das diferentes populacdes das células germinativas e analise da estrutura
da cromatina do espermatozoéide nos ductos deferentes (por meio da mensuragao do
conteudo relativo de DNA e RNA pela citometria de fluxo). A administragao de
400mg/kg de paracetamol durante cinco dias causou inibi¢do da replicacdo de DNA,
reducdo da populacdo de espermatdcitos primarios em paquiteno, reducao do didmetro
dos tubulos seminiferos e da massa testicular. Além disso, foi observado aumento da
freqiiéncia de espermatozodides caracterizados por alteragdes na estrutura da cromatina,
estimadas pelo aumento da suscetibilidade a desnaturacdo do DNA.

Ratnasooriya & Jayakody (2000) analisaram os efeitos do paracetamol sobre o
comportamento sexual e a fertilidade de ratos tratados com doses didrias de 500 a
1000mg/kg durante 30 dias. Ao trigésimo dia de tratamento foi observada reducao da
libido, do vigor sexual e da performance sexual. A fertilidade também reduziu, porém
foi restabelecida ao trigésimo dia apds término do tratamento. Houve, ainda, aumento
das perdas na pré-implantagdo, oligoospermia, alteragcdes na motilidade e reducao do
potencial fertilizante do espermatozoide.

Yano & Dolder (2002) investigaram alteragdes morfologicas no testiculo de
ratos wistar tratados com doses unicas de 665mg/kg de paracetamol. Andlises
qualitativas em microscopia de luz e eletronica foram feitas ao 5°, 10° e 15° dias apos
tratamento. Foram identificados alguns tabulos seminiferos alterados, como também
pequena quantidade de tibulos degenerados. As células de Sertoli encontravam-se

fragmentadas. Espermatides morfologicamente alteradas foram observadas retendo



grande volume de citoplasma residual em propor¢do maior do que no grupo controle.

Nao foi verificada qualquer recuperagdo ao 15° dia apos o tratamento.

2-Testiculo

O testiculo dos mamiferos € um 6rgdo de forma oval ou arredondada, geralmente
localizado no escroto, que apresenta fun¢des exocrina e endocrina. E envolvido pela
albuginea, uma espessa capsula de tecido conjuntivo, que emite septos para o interior do
orgdo até a regido do mediastino testicular, dividindo o testiculo em l6bulos. O testiculo
dos mamiferos pode ainda ser dividido, funcionalmente, em dois compartimentos
principais: o compartimento intertubular ou intersticial, também chamado de espago
intertubular, € o compartimento tubular, constituido de tubulos seminiferos (Russell et
al., 1990).

O compartimento intertubular contém uma série de elementos, cuja proporgao
volumétrica ¢é bastante variavel entre diversas espécies (Fawcett et al, 1973; Franca &
Russell, 1998; Godinho, 1999). Tais elementos sdo os vasos sangiiineos e linfaticos,
nervos, cé¢lulas de Leydig e uma populagdo celular varidvel, constituida principalmente
de fibroblastos, macrofagos e mastocitos (Russell et al., 1990; Setchell, 1991). A célula
de Leydig ¢, em geral, o tipo celular mais freqiiente neste compartimento, sendo que, no
periodo reprodutivo de animais sexualmente maduros, o percentual ocupado por estas
células nos testiculos pode variar de aproximadamente 1% em carneiros até 35% em
capivaras (Franga & Russell, 1998; Paula et al., 2002).

O compartimento tubular representa a maior parte do testiculo, preenchendo de
70 a 90% do parénquima testicular na maioria dos mamiferos estudados (Franca &
Russell, 1998; Godinho, 1999). Constitui-se de tubulos que formam alcas bastantes
contorcidas que se conectam, através de suas extremidades, a rede testicular, localizada
no mediastino testicular, uma regido bastante rica em vasos e tecido conjuntivo. A rede
testicular continua-se com ductos eferentes que desembocam no epididimo (Amann,
1970).

Existe grande variacdo no niumero e nas dimensdes (didmetro e comprimento)
dos tiibulos seminiferos nas diferentes espécies de mamiferos (Franca & Russell, 1998),
mas, de maneira geral, grande parte dos mamiferos estudados apresentam cerca de 10 a
15 metros de comprimento de tibulo por grama de testiculo e um valor entre 180 a

300um para o didmetro tubular (Roosen-Runge, 1977).
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Os tubulos seminiferos sao constituidos por tunica propria, epitélio seminifero e
lume tubular. A tunica propria reveste o tibulo externamente, sendo composta de
membrana basal, fibras coldgenas e células miodides ou peritubulares, as quais sdo
responsaveis pela movimentagdo de fluido e propulsdo de espermatozodides através do
lume tubular (Russell et al., 1990). O epitélio seminifero é formado basicamente por
dois tipos celulares: as células germinativas e as células de Sertoli. As células de Sertoli,
através de jungdes de oclusdo, dividem o epitélio seminifero em dois compartimentos: o
basal, onde se localizam as espermatogonias e os espermatdcitos primarios na fase
inicial da profase meidtica (pré-leptdtenos e leptdtenos), e o adluminal, no qual se
encontram os espermatdcitos primarios a partir da fase de zigdteno, os espermatocitos
secundarios e as espermatides (Russell et al., 1990). O compartimento adluminal esta
totalmente sob controle das células de Sertoli, propiciando um micro-ambiente isolado e
imunoprivilegiado, essencial para o desenvolvimento do processo espermatogénico
(Russell et al., 1990; Setchell, 1991; Poccia, 1994; Sharpe, 1994). O lume tubular
contém fluido secretado pelas células de Sertoli e espermatozdides recém-espermiados

(Setchell, 1991).

3-Espermatogénese

A espermatogénese ¢ um processo altamente complexo e bem organizado que
ocorre nos tibulos seminiferos e dura de 40 a 60 dias na maioria dos mamiferos (Franca
& Russell, 1998; Franga et al., 1998; Godinho, 1999). O processo espermatogénico
pode ser dividido em trés fases, conforme caracteristicas morfoldgicas e funcionais: fase
proliferativa, caracterizada por vdarias e sucessivas divisdes mitoticas dos diferentes
tipos de espermatogonias e a formagdo dos espermatocitos I; fase meiotica, na qual
ocorre a duplicagdo do DNA, a recombinacdo génica e duas divisdes reducionais que
ddo origem, sucessivamente, aos espermatdcitos Il e as espermatides; fase de
diferencia¢do, quando as espermadtides arredondadas passam por drasticas alteracdes
morfologicas e funcionais, como a formagdo do acrossoma e do flagelo, e a
condensagdo nuclear, resultando em uma célula altamente especializada, o
espermatozoéide (Russell et al., 1990; Sharpe, 1994).

As células germinativas ndo estdo organizadas ao acaso € sim em associagdes
celulares distintas, denominadas estadios. Os estadios celulares podem ser classificados

pelo método da morfologia tubular (Berndtson, 1977; Franca & Russell, 1998), no qual
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oito estadios do ciclo sdo relatados para todas as espécies, ou pelo método do sistema
acrossomico (Leblond & Clermont, 1952; Russell et al., 1990), no qual o numero de
estadios classificados ¢ varidvel para cada espécie. Os estadios se sucedem com o
tempo, de maneira bastante ordenada. O periodo de tempo em que um dado estadio
volta a se repetir em um mesmo segmento de tibulo ¢ referido como um ciclo do
epitélio seminifero. A cada ciclo, a célula germinativa apresenta-se em uma fase mais
avancada do processo espermatogénico. A duracdo do ciclo do epitélio seminifero ¢
uma constante bioldgica espécie-especifica e estd sob o controle do gendtipo da célula
germinativa (Franca et al., 1998). De maneira geral, sdo necessarios em torno de 4,5
ciclos para que o processo espermatogénico se complete, ou seja, para que a partir de
uma espermatogonia sejam produzidos espermatozoides (Amann & Schanbacher, 1983;
Franca & Russell, 1998).

Para que o processo espermatogénico transcorra de maneira normal e eficiente,
ha evidente necessidade da integridade funcional da membrana basal (Dym, 1994),
como também da interacdo das células germinativas com os componentes somaticos do
testiculo, principalmente células de Sertoli e células de Leydig (Skinner, 1991,

Pescovitz et al., 1994; Schalatt et al., 1997; Franga & Russell, 1998).

4-Células de Leydig

As células de Leydig produzem androgenos, sintetizados a partir de uma
molécula-base, o colesterol (Bardin, 1996), sob o estimulo do LH (hormonio
luteinizante) em receptores localizados na membrana plasmatica das células de Leydig.
Nos mamiferos sdo responsaveis pela masculinizagdo fetal, pelas caracteristicas sexuais
secundarias e pelo processo espermatogénico (Kerr & Knell, 1988; Kuopio et al., 1989;
Huhtaniemi & Pelliniemi, 1992).

O desenvolvimento pos-natal das células de Leydig, processo regulado por
horménios (Ge et al., 1996; Rouiller-Fabre et al., 1998), envolve a proliferagdo celular,
a diferenciagdo morfologica e a aquisicao da capacidade de producdo de testosterona.
Segundo Ge et al. (1996), a proliferacdo celular é estimulada por células de Sertoli,
macrofagos e pelo IGF-1 (Fator de Crescimento Semelhante a Insulina), o qual também
aumenta a sensibilidade das células progenitoras ao LH. Este, por sua vez, esta

envolvido na diferenciagdo das células de Leydig. O crescimento da populagdo de

12



células de Leydig ¢ limitado pelo efeito inibitério do estradiol sobre a proliferagao
celular.

As células mesenquimais sdo consideradas as principais precursoras das células
de Leydig do tipo adulto (Russell et al., 1995; Ge et al., 1996; Lejeune et al,, 1998).
Outros tipos celulares do testiculo como as células mioides, as células endoteliais dos
vasos linfaticos e as células perivasculares (pericitos) também podem dar origem as
células de Leydig (De Kretser et al., 1994; Gaytan et al., 1994; Russell et al., 1995;
Dombrowicz et al., 1996). Apesar de pouco documentado, ocorrem mitoses de células
de Leydig em animais adultos (Russell et al., 1995).

Dentre os androgenos sintetizados pelas células de Leydig, incluem-se a
testosterona e a diidrotestosterona, os quais sdo responsaveis pela diferenciacdo do
o6rgdos genitais masculinos e da genitalia externa na fase fetal (Pelleniemi et al., 1996),
pelo aparecimento dos caracteres sexuais secundarios e pela manutencdo quantitativa da
espermatogénese a partir da puberdade (Sharpe, 1994; Zirkin et al., 1994). A
diidrotestosterona ¢ também responsdvel pela manutengdo funcional das glandulas
sexuais acessorias e do epididimo (Luke & Coffey, 1994; Fan & Robaire, 1998; Goyal
et al., 1999). Tais androgenos atuam no testiculo em receptores encontrados nas células
de Sertoli, células midides, nas células musculares lisas dos vasos sanguineos e na
propria célula de Leydig (Schalatt et al., 1997; Suarez-Quian et al., 1998).

De acordo com Bardin et al. (1996), além da producdo de androgenos, varias
outras substancias sdo produzidas pelas células de Leydig. Estas substincias participam
do controle autdcrino e paracrino exercido por estas células. As células de Leydig
podem influenciar a funcao das células de Sertoli, tanto em animais imaturos quanto em
animais adultos, especificamente por meio de peptideos derivados da
proopiomelanocorticotrofina (POMC). Da mesma forma, as células de Sertoli parecem
regular de forma paracrina a populagdo das células de Leydig e a capacidade
esteroidogénica das mesmas, por meio da secrecdo de fatores de crescimento

estimulados pelo FSH (Tabone et al., 1984; Waites et al., 1985).
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivos verificar os efeitos do uso cronico do

paracetamol sobre o testiculo de ratos Wistar adultos. Para tal foram avaliados:

a)

b)
c)

d)

Morfometria macro e microscopica dos testiculos, incluindo proporgdes
volumétricas entre seus componentes;

Caracterizagdo quantitativa do tecido intertubular;

Calculo dos indices Gonadossomatico, Tubulossomatico,
Leydigossomatico e indice somatico das glandulas vesiculares;

Célculo do diametro dos tibulos e da altura do epitélio seminifero;

Calculo do comprimento do tubulo seminifero, total e por grama de

testiculo;
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EFEITO TARDIO DO USO PROLONGADO DE DOSES TERAPEUTICA E
SUPRATERAPEUTICA DE PARACETAMOL (ACETAMINOFENO) SOBRE

PARAMETROS TESTICULARES DE RATOS WISTAR ADULTOS

ARAUJO, Bruna M. '; PAULA, Tarcizio A. R.>; MATTA Sérgio L. P.'; FONSECA Claudio C.%;
MATTA Ana Paula L.F."; CAMPOS, Pamella K. A."

' Departamento de Biologia Geral- UFV
? Departamento de Medicina Veterinaria- UFV

Resumo

O paracetamol ¢ um analgésico e antipirético amplamente utilizado que causa
lesdes testiculares em modelos animais submetidos a administragdo de altas doses.
Neste estudo, avaliou-se o efeito do uso cronico de paracetamol em doses terapéuticas e
supraterapeuticas sobre os parametros testiculares de ratos Wistar em idade reprodutiva.
Utilizou-se 35 ratos, divididos em cinco grupos com sete animais: O grupo um
(controle), recebeu solugdo oral de xarope de frutose; os grupos dois e quatro receberam
doses didrias de 57mg/kg de paracetamol em solugdo oral (xarope de frutose); e os
grupos trés e cinco, receberam doses de 114mg/kg do mesmo. Apods 53 dias de
tratamento, os grupos um, dois e trés foram eutanasiados, enquanto os grupos quatro e
cinco foram mantidos por mais 53 dias, recebendo apenas 4dgua e racdo durante este
periodo. O tratamento cronico com paracetamol causou redu¢do do indice
gonadossomatico, da altura do epitélio seminifero e do indice tubulossomatico,
independentemente da dose utilizada, porém apenas em animais sacrificados 53 dias
apds o término do tratamento. Houve, ainda, redug¢do também tardia, no volume dos
tubulos seminiferos, da massa total do testiculo e da massa do parénquima testicular,
nos animais do grupo tratado cronicamente com paracetamol em doses
supraterapéuticas. Estes resultados sugerem que doses terapéuticas e supraterapéuticas
de paracetamol possam afetar o processo espermatogénico seguinte & exposi¢ao ao

medicamento.

Palavras chaves: acetaminofeno; toxicidade; biometria corporal; testiculo; tubulo

seminifero.
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LATE EFFECT OF CHRONICAL USE OF THERAPEUTIC AND
SUPRATHERAPEUT DOSES OF ACETAMINOPHEN OVER TESTICLE

PARAMETHERS IN ADULT WISTAR RATS

ARAUJO, Bruna M. '; PAULA, Tarcizio A. R.>; MATTA Sérgio L. P.'; FONSECA Claudio C.%;
MATTA Ana Paula L.F."; CAMPOS, Pamella K. A."
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? Veterinary Departament - UFV

Abstract

Acetaminophen is a widely used analgesic and antipyretic that causes testicular
lesions in animal models which underwent high-dose administration. In this study, the
effect of chronic use of acetaminophen over testicular parameters in Wistar rats on
reproductive age was evaluated. Thirty five rats were used, divided into five groups
with seven animals each: group one (control) received fructose syrup oral solution;
animals from groups two and four received daily doses of acetaminophen 57 mg/kg
diluted in fructose syrup oral solution; groups three and five received 114 mg/kg doses
of the same. After fifty three days of treatment, groups one, two and three were
euthanized, while groups four and five were kept for another fifty three days, receiving
just water and ration ad libitum during this period. The chronic treatment with
acetaminophen caused reduction of testis somatic index, seminiferous epithelium
thickness, seminiferous tubule volume and tubule somatic index, independently on used
dose, however, only onto animals euthanized fifty three days after the end of the
treatment. A late reduction was also observed in the seminiferous tubules volume,
testicles total mass and testicle parenchyma mass in the group of animals chronically
treated with acetaminophen in supratherapeutic doses. The results above suggest that
therapeutic and supratherapeutic doses of acetaminophen might affect spermatogenic

process following exposure to the medication.

Keywords: acetaminophen; toxicity; corporal biometry; testis; seminiferous tubule.
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1-Introducéo

O paracetamol ¢ um analgésico e antipirético amplamente utilizado, cuja
popularidade tornou-se marcante a partir de 1955 quando foi langado nos EUA com o
nome comercial de Tylenol® (Booting, 2000). Em 1960, foi aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA) para venda sem prescri¢do (National Toxicology Program,
1993).

Em doses terapéuticas, o paracetamol ¢ considerado seguro, mas altas doses do
farmaco tém sido relacionadas a genotoxicidade (National Toxicology Program, 1993;
Bergan et al., 1996; Lister & McLean, 1997) e a citotoxicidade (Bergan et al., 1996;
Hazai et al., 2002; Kon et al., 2007). A administracdo de doses supraterapéuticas
extremas de paracetamol pode acarretar faléncia hepatica em modelos animais e em
humanos (Lazerow et al., 2004), lesdes renais (McMurtry et al., 1978;; Hu et al., 1993;
Hoivik et al., 1995) e outras alteragdes extrahepaticas (National Toxicology Program,
1993).

Alguns estudos avaliaram os efeitos da administragdo aguda de doses
supraterapéuticas de paracetamol sobre os testiculos em modelos animais. Placke et al.
(1987) observaram que camundongos tratados com dose tunica de 600mg/kg de
paracetamol apresentaram alteragdes histopatoldgicas nos tibulos seminiferos tais como
degeneracdo de espermatides, presenca de células do epitélio seminifero no lumen,
formagao de células gigantes, agregados de material protéico ocluindo a maior parte do
limen e presenca de espermatides arredondadas no epididimo. Wiger et al. (1995)
verificaram que a administracdo de 400mg/kg/dia de paracetamol durante 5 dias, em
camundongos, leva a inibicdo da replicagdo de DNA, redugdo da populacdo de
espermatocitos primarios em paquiteno, reducdo do didmetro dos tibulos seminiferos e
da massa testicular. Yano & Dolder (2002) identificaram tibulos seminiferos alterados,
alguns tubulos degenerados e espermadtides retendo grande volume de citoplasma
residual nos testiculos de ratos Wistar tratados com dose unica de 665mg/kg de
paracetamol.

Os efeitos do uso cronico do paracetamol em doses supraterap€uticas também
foram investigados. Eldon & Boyd (1970) relataram que o tratamento durante 100 dias
com doses supraterapéuticas de paracetamol, correspondente a dose letal para 50% da
populacdo (LDs0), resultou em graus variados de atrofia testicular, acompanhada de

evidente prejuizo na espermatogénese. Jaqueson et al. (1984) demonstraram redugdo da
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massa testicular de ratos submetidos a administracdo de 500mg/kg/dia de paracetamol
durante 70 dias. Ratnasooriya & Jayakody (2000) verificaram que ratos tratados com
doses supraterapéuticas (500 a 1000mg/kg/dia) de paracetamol durante 30 dias
apresentaram redu¢do da fertilidade, a qual foi restabelecida ao trigésimo dia apos
término do tratamento.

A toxicidade por paracetamol parece estar relacionada ndo somente a
administracdo de doses supraterapéuticas, uma vez que a ingestdo diaria de 50 a
70mg/kg/dia de paracetamol, no decorrer de vérias semanas a anos, foi associada a
hepatite cronica em humanos (National Toxicology Program, 1993). Adicionalmente,
em ratas prenhes, a administracao cronica (10° dia de gestagdao ao 13° dia pds parto) de
doses terapéuticas (7,3mg/kg 3 vezes ao dia) de paracetamol também foi relacionada a
alteracdes renais histopatoldgicas (Ucheya & Igweh, 2008).

Nenhum trabalho na literatura havia investigado efeitos deletérios testiculares
tardios, ou seja, visiveis no processo espermatogénico seguinte ao término do
tratamento, decorrentes do uso cronico de doses terapéuticas de paracetamol,
entendendo-se como “cronico” o periodo correspondente a duragdo do processo
espermatogénico do animal em estudo. Neste sentido, o presente trabalho objetivou a
verificagdo dos efeitos do paracetamol sobre o testiculo e o tibulo seminifero de ratos
Wistar adultos, nestas condigdes acima ¢, também, com o uso de doses

supraterapéuticas.

2 - Material e Métodos

2.1 - Animais, Grupos Experimentais e Tratamento

Foram utilizados 35 ratos Wistar em idade reprodutiva (100 dias), provenientes
do biotério central da Universidade Federal de Vigosa, os quais pesavam em média 350
g, no inicio do tratamento, e 435g ao término do experimento. Os ratos foram divididos
em 5 grupos com 7 animais colocados em gaiolas individuais: o grupo 1 foi definido
como controle, os grupos 2 e 4 receberam 57mg/kg /dia de paracetamol e os grupos 3 e
5 receberam 114mg/kg/dia do medicamento. Estas doses corresponderam,
respectivamente, a dose terap€utica diaria maxima (57,14mg/kg) e ao dobro do méximo
recomendado (114,2mg/kg) para humanos, considerando-se individuos de 70 quilos. O

paracetamol foi fornecido em solucdo oral a base de xarope de frutose, a qual foi
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administrada através de seringa, em intervalos de 24 horas. O grupo controle recebeu
apenas xarope a base de frutose, respeitando-se o mesmo intervalo.

A alimentagdo solida (ra¢do) ¢ agua foram fornecidos ad libitum. A fase de
tratamento foi de 53 dias consecutivos, tempo este considerado cronico para o epitélio
seminifero, uma vez que todo o processo espermatogénico do rato Wistar tem
aproximadamente esta duragdo. Os animais dos grupos 1, 2 e 3 foram eutanasiados ao
final do periodo de tratamento. Para se avaliar a possibilidade de recuperacdo do
testiculo (caso houvesse altera¢do), como verificado nos estudos de Ratnasooriya &
Jayakody (2000), os animais dos grupos 4 e¢ 5 foram mantidos por mais 53 dias,

recebendo apenas agua e ragdo, € ao término desse periodo foram eutanasiados.

2.2 - Coleta de Amostras

Os animais foram eutanaziados pela inalagdo de éter etilico e em seguida
dissecados para canulagdo da aorta descendente e entdo perfundidos, inicialmente com
solucdo salina contendo heparina e posteriormente, com solucao fixadora de Karnowsky
(4% de paraformaldeido e 4% de glutaraldeido em tampao fosfato de sddio 0,1M). Apds
este periodo foram retirados os testiculos, os quais foram pesados em balanga digital de
precisdo da marca Bel Engineering (modelo mark 160), refixados em solugdo de
Karnowsky, por 24 horas, e armazenados em tampao fosfato pH 7.4, 0,1M. De um dos
testiculos, retiraram-se fragmentos destinados ao processamento histoldgico, enquanto

do testiculo contralateral, dissecou-se e pesou-se a albuginea.

2.3 - Processamento do material para andlise histologica

Os fragmentos de testiculos destinados ao estudo sob microscopia de luz foram
desidratados em concentragdes crescentes de etanol (70°, 80°, 95° ¢ 100° GL) com trocas
a cada trinta minutos. Apds a desidratacdo, os fragmentos foram incluidos em resina a
base de 2-hidroxietil metacrilato, sendo posteriormente seccionados na espessura de 3
um em microtomo automatico (Reichert-Jung, Alemanha) com navalhas de vidro. As
secgoes obtidas foram coradas com azul de toluidina-borato de sddio 1%, montadas com

Entellan® (Merck), e analisadas em microscopio Olympus BX-50.

2.4 - Proporgdes volumétricas (%) e volumes dos compartimentos do testiculo
As proporg¢des volumétricas entre os dois compartimentos do testiculo, tubular e

intertubular, foram estimadas a partir de 4000 pontos por animal projetados sobre
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imagens capturadas em aumento de 400x. O volume (vol.) de cada compartimento
testicular, expresso em mL, foi estimado a partir do conhecimento do percentual
ocupado pelos mesmos no testiculo e do conhecimento do volume liquido testicular

(volume do parénquima testicular):
Vol. do compartimento = percentual volumétrico do compartimento x vol. liquido do testiculo / 100

O valor do volume liquido do testiculo foi obtido subtraindo-se da massa bruta do
testiculo a massa da albuginea. Como a densidade do testiculo ¢ em torno de 1 (Johnson

etal., 1981), a massa do testiculo foi considerado igual ao seu volume.

2.5 - Diametro tubular, altura do epitélio seminifero e comprimento total dos
tabulos seminiferos

O diametro tubular médio por animal foi obtido a partir da mensuragdo, ao
acaso, de 20 secgdes transversais de tibulos seminiferos que apresentavam contorno o
mais circular possivel. Estas medidas ndo levaram em consideragdo o estadio do ciclo
do epitélio seminifero e foram realizadas utilizando-se régua micrométrica acoplada a
ocular de 10x, em microscopio de luz, com a objetiva de 20x. Nas mesmas secgdes
utilizadas para se medir o didmetro tubular foi mensurada a altura do epitélio
seminifero, a qual foi tomada da tinica propria até o lume tubular. O valor registrado
para a altura do epitélio, em cada tubulo, resultou da média de duas medidas tomadas de
forma diametralmente opostas. O comprimento total dos tibulos seminiferos (CTTS)
por testiculo, expresso em metros, foi estimado a partir do conhecimento do volume
ocupado pelos tubulos seminiferos no testiculo e do diametro tubular médio obtido para

cada animal, empregando-se a formula (Attal & Courot, 1963):

CTTS = VIS onde,
nR2

VTS = Volume total de tibulos seminiferos
nR? = Area da sec¢do transversal dos tibulos seminiferos (R = didmetro tubular/2)

2.6 - Indice Gonadossomatico e Tubulossomatico

Com base nas massas corporais (MC), testiculares (MT) e conhecendo o volume
dos tubulos seminiferos (VTS), foram calculados os indices gonadossomatico (IGS),
tubulossomatico (ITS), os quais se referem ao percentual de massa corporal alocados

respectivamente em gonadas e tibulos seminiferos, utilizando-se as formulas:

IGS=MC/MT x 100 e ITS=VTS/MC x 100

32



2.7- Analises estatisticas

Analise de variancia seguida de teste Duncan (5% de significancia) foi utilizada
para avaliar variagdes de parametros estudados nos grupos controle e tratados. Os
valores dos parametros estdo representados pelas médias, desvios-padrdo e coeficiente

de variagao.
2- Resultados

Os resultados dos pardmetros biométricos analisados encontram-se na Tabela 1.
Nao houve diferenga entre as médias da massa corporal e da massa da albuginea dos
animais nos 5 grupos analisados (p>0,05). Entretanto, houve redugdo da massa
testicular e da massa do parénquima testicular dos animais do grupo 5 (p<0,05) em
relacdo ao controle e aos grupos 2 ¢ 3, como também a redugdo destes mesmos
parametros no grupo 4 (p<0,05) em relagdo ao grupo 2. O IGS reduziu de forma

significativa nos grupos 4 ¢ 5 (p<0,05) em relagdo aos grupos 1,2 e 3.

Tabela 1- Parametros biométricos em ratos Wistar em idade reprodutiva apos
tratamento com paracetamol durante 53 dias.

Tratamento Massa corporal Massa testicular Massa da Massa do IGS (%)
(2) (2) albuginea (g) parénquima (g)

Grupo 1 43324+3042a 3,14+0,19ab 0,05+0,01a 3,08+0,18 ab 0,73+0,04 a
Cv=7,02 CV=5,95 Cv=10,93 CV=5,98 CV=5,18

Grupo 2 434,10+£23,00a 3,29+0,17a 0,05+0,01 a 321+0,15a 0,76 +£0,05 a
CV=15,30 CV=5,26 CVv=10,99 CV=4,63 CV=6,79

Grupo 3 393,99 +5237a 3,17+0,30ab 0,05 + 0,004 a 3,12+0,30 ab 0,82+0,15a
Cv=13,29 CV=9,5 Cv=7,62 CV=9,59 CV=18,2

Grupo 4 454,79 £46,99a 2,86+ 0,20 bc 0,05+0,01 a 2,81 +0,22 be 0,63+0,07b
Cv=10,33 Cv=1,7 Cv=11,94 Cv=7,88 Cv=11_8

Grupo 5 458,71 +44,03a 2,73+0,14c 0,05 +0,004 a 2,69+0,14 ¢ 0,60 + 0,06 b
CV=9,60 CV=5,10 Cv=7.84 CV=5,13 CV=9.3

Meédias seguidas de letras iguais nas colunas nao diferem entre si (p>0,05).

Dados expressos em média+ s.d. CV= coeficiente de variagao.

Grupo 1- controle: tratado com 3 mL/dia de xarope de frutose e eutanaziado ao 53° dia; Grupo 2— tratado com
57mg/kg/dia de paracetamol e eutanaziado s ao 53° dia; Grupo 3- tratado com 114 mg/kg/dia de paracetamol e
cutanaziado ao 53°dia; Grupo 4- tratado com 57mg/kg/dia e eutanaziado ao 106°dia; Grupo 5- tratado com
114mg/kg/dia paracetamol e eutanaziado ao 106°dia.
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Conforme representado na Tabela 2, ndo houve variacdo nas proporgdes
volumétricas (%) dos compartimentos tubular e intertubular do parénquima testicular,

nas condi¢des experimentais propostas (p>0,05).

Tabela 2- Propor¢ao volumétrica dos compartimentos do parénquima testicular em ratos
Wistar tratados com paracetamol durante 53 dias.

Tratamento Tubulo seminifero (%) Tecido Intertubular (%)
Grupo 1 87,80 £2,06 a 12,20 +2,06 a
CvV=234 CV=16,86
Grupo 2 87,66 2,83 a 12,34+2,83 a
CV=3,23 CV=22,93
Grupo 3 87,48 £2,69 a 12,52+2,69a
CV=3,07 CV=21,46
Grupo 4 87,72+3,12a 12,28 3,12 a
CV=3,55 CV=2537
Grupo 5 87,94+3,23 a 12,06 £ 3,23 a
CV=3,67 CV=26,78

Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem entre si (p>0,05).

Dados expressos em média+ s.d. CV= coeficiente de variagdo.

Grupo 1- controle: tratado com 3 mL/dia de xarope de frutose e eutanaziado ao 53° dia; Grupo 2— tratado com
57mg/kg/dia de paracetamol e eutanaziado s ao 53° dia; Grupo 3- tratado com 114 mg/kg/dia de paracetamol e
eutanaziado ao 53°dia; Grupo 4- tratado com 57mg/kg/dia e eutanaziado ao 106°dia; Grupo 5- tratado com
114mg/kg/dia paracetamol e eutanaziado ao 106°dia.

Na Tabela 3, estdo representadas as medidas do didmetro tubular, da altura do
epitélio seminifero, o comprimento total dos tibulos seminiferos (por testiculo e por
grama de testiculo), o volume total do tibulo seminifero e o indice tubulossomatico dos
animais tratados e controles. Com relagdo ao didmetro tubular, ndo foram observadas
diferengas entre valores médios dos animais nos 5 grupos. Por outro lado, verificou-se
redu¢do na altura do epitélio seminifero nos grupos 4 ¢ 5 (p<0,05) em relagdo ao grupo
controle. As variagdes registradas no comprimento total dos tibulos seminiferos e por
grama de testiculo ndo diferiram entre si (p>0,05). O volume total dos tubulos
seminiferos reduziu nos grupos 4 ¢ 5 (p<0,05), sendo que, no grupo 4, a redugdo foi
significativa somente em relagdo aos grupos 2 e 3, ndo diferindo dos valores médios
obtidos para os animais do grupo controle, enquanto que a do grupo 5 foi significativa
em relacdo aos grupos 1, 2 e 3. O ITS foi menor nos grupos 4 ¢ 5 (p<0,05) em relagdo

aos grupos 1,2 e 3.
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Tabela 3- Diametro tubular, altura do epitélio seminifero, comprimento do tibulo
seminifero (por testiculo e por grama de testiculo), volume total dos tiibulos seminiferos
e ITS em ratos Wistar tratados com Paracetamol durante 53 dias.

Tratamento  Diametro do Altura do Comprimento total Comprimento do Volume total ~ ITS (%)
tubulo Epitélio do tubulo tubulo seminifero  do tubulo
seminifero (um)  seminifero (um) seminifero (cm) por grama de seminifero
testiculo (cm) (mL)
Grupo 1 328,09+ 139 a 113,28 +8,1a 3212,88 £344,77a  1023,91+88,35a 2,7+0,14ab 0,61+0,02a
CV=4,2 Cv=7,1 CV=10,73 CV=8,63 CV=5,34 CV=2,86
Grupo 2 318,41+13,57 a 112,02+7,94ab  3544,54 + 255,30a 1921,07+78,69 a 282+0,19a 0,64+0,05a
CV=4,26 CV=7,15 CV=7,2 CV=7,3 CV=6,59 CV=17,79
Grupo 3 314,34 £13,18 a 108,31 +£4,28 ab 3533,37+418,69a 1114,41+91,96 a 2,73+0,28a 0,70+0,12a
CV=4,19 CV=3,95 CV=11,85 CV=8,25 CV=10,16 CV=17,69
Grupo 4 317,32 +10,40a  101,16+7,39b 3118,70 £ 170,51 a  1093,74+67,06 a 2,47+ 0,18bc  0,55+0,06 b
CV=3,28 CV=7,39 CV=5,47 CV=6,13 CV=7,18 CVv=10,16
Grupo 5 316,39+ 13,19a 106,05+4,74b 3017,71£278,75a  1104,94+10343a 2,36+0,17c  0,52+0,05b
CV=4,17 CvV=4,47 CV=9,24 CV=9,36 CV=7,06 Cv=10,11

Meédias seguidas de letras iguais nas colunas nao diferem entre si (p>0,05).

Dados expressos em média+ s.d. CV= coeficiente de variagao.

Grupo 1- controle: tratado com 3 mL/dia de xarope de frutose e eutanaziado ao 53° dia; Grupo 2— tratado com
57mg/kg/dia de paracetamol e eutanaziado s ao 53° dia; Grupo 3- tratado com 114 mg/kg/dia de paracetamol e
eutanaziado ao 53°dia; Grupo 4- tratado com 57mg/kg/dia e eutanaziado ao 106°dia; Grupo 5- tratado com
114mg/kg/dia paracetamol e eutanaziado ao 106°dia.

4-Discussao

Nos ultimos anos, tem sido relatada ndo somente uma forte indicagdo do declinio
da contagem de espermatozoides, mas também uma grande evidéncia da diminui¢do da
competéncia funcional da produgdo espermatica humana (Aitken, 1999). Este declinio
produtivo tem sido associado a uma série de fatores ambientais tais como mudangas no
comportamento € no vestudrio, exposi¢ao a toxicos poluentes, ingestdo de substancias
variadas e o uso de medicamentos (Aitken, 1999; Pereira, 2000). Estudos em animais
demonstram que doses supraterapéuticas de paracetamol administradas de forma aguda
(Placke et al., 1987; Wiger, 1995; Yano e Dolder, 2002) ou cronica (Eldon & Boyd,
1970; Jaqueson et al., 1984; Reel et al., 1992; Ratnasooriya & Jayakody, 2000) causam
lesOes testiculares e afetam a fertilidade (Reel et al., 1992; Ratnasooriya & Jayakody,
2000).

A produgdo espermatica ¢ altamente correlacionada com a massa testicular
(Amann, 1970; Russell et al., 1990; Franca & Russell, 1998), sendo que esta pode ser
usada como indicador quantitativo da producdo espermatica, uma vez que o principal

r

componente testicular ¢ o tibulo seminifero. No presente estudo, animais tratados
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cronicamente com doses terapéuticas e supraterapéuticas de paracetamol apresentaram
redu¢do da massa dos testiculos apenas naqueles sacrificados 53 dias ap6s o término do
tratamento (Tabela 1). No entanto, a diminui¢do da massa testicular foi observada de
forma significativa somente nos animais dos grupos 5, os quais receberam doses
supraterapéuticas. Redu¢ao da massa testicular foi também relacionada ao uso de doses
supraterapéuticas de paracetamol, tanto de forma aguda (Wiger et al., 1995), como de
forma cronica (Eldon & Boyd, 1970; Jaqueson et al., 1984; National Toxicology
Program, 1993). Por outro lado, de acordo com o presente trabalho, o paracetamol, em
doses terapéuticas, ndo parece afetar a massa testicular mesmo quando administrado de
maneira cronica e o efeito deletério do uso cronico de doses supraterapéuticas sobre a
massa testicular pode ser identificado somente nos ciclos do epitélio seminifero
seguintes ao término do tratamento.

No presente experimento, a massa da albuginea testicular ndo apresentou
alteracdo entre os animais dos grupos estudados. Assim, a diminui¢do observada na
massa gonadal relacionou-se a perdas no conteudo parenquimal testicular, em especial
no compartimento tubular. Wiger et al. (1995), utilizando doses supraterapéuticas
(400mg/kg) de paracetamol em camundongos, notadamente uma dosagem 10 a 20 vezes
superior as usadas no presente experimento, observaram redug¢do no didmetro dos
tubulos seminiferos. Embora no presente trabalho ndo tenha sido observada diminuicao
significativa no didmetro tubular (Tabela 3), verificou-se redu¢do na altura do epitélio
seminifero nos grupos 4 e 5 em relacdo ao controle, o que refletiu também em
diminui¢do do volume total de tubulos seminiferos nestes grupos em relagdo ao
controle, porém de forma significativa somente nos animais do grupo 5. Segundo Wing
& Christensen (1982), a mensuragdo da altura do epitélio seminifero ¢ mais efetiva que
o diametro tubular para a avaliagcdo da producdo espermatica. Uma vez que o principal
componente do parénquima testicular ¢ o tubulo seminifero, a reducao volumétrica do
epitélio seminifero verificada poderia justificar a diminuigdo das massas testiculares
bruta e liquida observada nestes animais.

O comprimento dos tubulos seminiferos esta relacionado ao didmetro tubular e
ao volume dos tibulos seminiferos. No presente experimento, embora o volume total
dos tubulos seminiferos tenha variado significativamente no grupo 5, o comprimento
tubular total ndo apresentou diferengas significativas, seja total ou por grama de

testiculo, entre os animais dos diferentes grupos estudados (Tabela 3).
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Os IGS e ITS que representam, respectivamente, o percentual de massa corporal
alocado nos testiculo e nos tabulos seminiferos, avaliados conjuntamente quantificam o
investimento do corpo na produ¢do espermatica. Assim, a reducao significativa dos IGS
e ITS nos grupos 4 e 5, em relagdo aos 1, 2 e 3 (Tabela 1 e 3), reforcam o efeito
deletério tardio do uso cronico do paracetamol sobre a produgdo espermatica, mesmo
em doses terapéuticas. Este efeito deletério possivelmente nao ¢ suficiente para afetar a
fertilidade de ratos uma vez que os pardmetros de fertilidade, alterados pelo
oferecimento de doses de paracetamol 8 vezes maior que aquela oferecida no presente
trabalho, retornaram a normalidade ou préoximo do normal 30 dias apds o término do
tratamento (Ratnasooriya & Jayakody, 2000).

Placke et al. (1987) verificaram alteragdes histopatologicas imediatas nos
tubulos seminiferos de camundongos submetidos a administragdo de dose tnica
supraterapéutica (600mg/kg) de paracetamol. Tais alteracdes foram: degeneracdo de
espermatides, presenca de células do epitélio seminifero no lumen, formacgao de células
gigantes, agregados de material protéico ocluindo a maior parte do limen e presenga de
espermatides arredondadas no epididimo. Ainda que estas alteragdes ndo tenham sido
estudadas na presente condi¢do experimental, o efeito deletério do paracetamol pdde ser
claramente observado sobre o epitélio seminifero, uma vez que houve redugdo
significativa da espessura deste epitélio e do ITS nos grupos 4 ¢ 5.

O mecanismo de toxicidade pelo paracetamol, especialmente no figado, tem sido
atribuido ao aumento da formagdo do metabdlito reativo NAPQI por ativagdo do
citocromo P450 quando os niveis de paracetamol ultrapassam o limite de detoxificagdo
pelo acido glicurénico (Hazai, Vereczkey & Monostory, 2002). A elevada formacao de
NAPQI leva a deple¢ao de glutationa, (Mitchel et al., 1973; Nelson, 1990; Hazai,
Vereczkey & ~ Monostory, 2002), permitindo que NAPQI livres liguem-se
covalentemente a macromoléculas, causando disfun¢do mitocondrial e morte celular
(Jaeschke & Bajt, 2005; Kon et al., 2007). Entretanto, prévios estudos in vitro,
demonstraram que, independentemente da ativacdo do citocromo P450, o paracetamol
induz aberracdes cromossOmicas e trocas entre cromatides irmads, inibe a enzima
ribonucleotideo redutase e causa distiurbio na replicagdo e reparacdo do DNA (Bergam
etal., 1996).

Wiger et al. (1995) demonstraram que os danos testiculares resultantes de altas
doses de paracetamol administradas em camundongos foram associados a inibi¢do da

replicagdo de DNA, mas ndo a deplecdo de glutationa, nem ao aumento consideravel de
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ligacdes covalentes, sugerindo que, ao contrario do figado, o mecanismo de toxicidade
testicular do paracetamol ndo envolva a formacao de NAPQI. Lister & McLean (1997)
observaram forte efeito inibitdrio do paracetamol sobre a replicacdo de DNA no
testiculo e em outros tecidos com alta capacidade mitotica, enquanto que, no figado,
somente um efeito sutil pdde ser observado, o que pode ser explicado por diferencas
entre os tecidos quanto a proporc¢ao de células na fase S do ciclo celular.

Considerando os estudos acima, os efeitos toxicos do paracetamol sobre o
epitélio seminifero verificados no presente experimento poderiam estar ligados a
reducdo da replicagdo de DNA e, consequentemente, da capacidade proliferativa das
células germinativas. Adicionalmente, Richburg (2000) afirmou que a eliminagdo de
células germinativas por meio do mecanismo de apoptose ocorre espontaneamente sobre
condi¢des naturais e ¢ freqiientemente aumentada depois de injurias testiculares
quimicamente induzidas, sendo que a relagdo pardcrina célula de Sertoli/célula
germinativa, esta diretamente implicada neste mecanismo. Dessa forma, a toxicidade do
paracetamol sobre os tibulos seminiferos poderia também estar ligada ao aumento das
apoptoses mediadas pelas células de Sertoli. Efeitos quantitativos resultantes de ambos
0s mecanismos somente poderiam ser percebidos, no processo espermatogénico
seguinte a exposicdo ao paracetamol, o que parece ter sido o caso do presente

experimento.

5-Concluséo

A administragdo cronica do paracetamol em doses terap€uticas (cerca de
57mg/kg) e supraterapéuticas (cerca de 114mg/kg) em ratos Wistar afetou o
componente tubular dos testiculos, independentemente da dose utilizada, porém,
somente nos animais sacrificados 53 dias apos o término do tratamento. Isto sugere que
o paracetamol possa afetar o processo espermatogénico seguinte ao da exposi¢do ao

medicamento.
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MORFOMETRIA DO COMPARTIMENTO INTERTUBULAR DE RATOS
WISTAR ADULTOS SUBMETIDOS A TRATAMENTO CRONICO COM

PARACETAMOL (ACETAMINOFENO)

ARAUJO, Bruna M. '; PAULA, Tarcizio A. R.>; MATTA Sérgio L. P.'; FONSECA Claudio C.%;
MATTA Ana Paula L.F."; CAMPOS, Pamella K. A."
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Resumo

O paracetamol ¢ um analgésico e antipirético de venda livre, que tem sido
implicado em lesdes testiculares e alteragdo do comportamento sexual em modelos
animais expostos a altas doses. Neste estudo, avaliou-se o efeito do uso cronico de
paracetamol no compartimento intertubular dos testiculos de ratos Wistar em idade
reprodutiva. Utilizou-se 35 ratos, divididos em cinco grupos com sete animais: o grupo
um (controle), recebeu solugdo oral de xarope de frutose; os grupos dois e quatro
receberam doses didrias de 57mg de paracetamol em solugdo oral (xarope de frutose); e
os grupos trés e cinco, receberam doses de 114mg do mesmo. Apos 53 dias de
tratamento, os grupos um, dois e trés foram eutanasiados, enquanto os grupos quatro e
cinco foram mantidos por mais 53 dias, recebendo apenas agua e ragdo ad libitum. Nos
animais sacrificados 53 dias apds o término do tratamento, observou-se que, a
administracdo cronica de paracetamol, em doses terapéuticas, causou reducdo do
diametro médio dos nucleos das células de Leydig e do volume individual médio das
células de Leydig e, em doses supraterapéuticas, acarretou reducao do volume do tecido
conjuntivo, do volume individual médio dos nucleos de células de Leydig, do didmetro
médio dos nucleos de células de Leydig, do indice Leydigossomdtico e do indice
somatico das glandulas vesiculares. Estes quatro ultimos parametros sugerem que doses
supraterapéuticas cronicas de paracetamol possam afetar tardiamente a produgdo de

andrégenos pelas células de Leydig.

Palavras chave: acetaminofeno; toxicidade; testiculo; célula de Leydig; intertiibulo.
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INTERTUBULAR COMPARTIMENT MORPHOMETRY FROM ADULT
WISTAR RATS SUBMITTED TO ACETAMINOPHEN CHRONICAL

TREATMENT
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Abstract

Paracetamol is non-prescrition analgesic and antipyretic that has been implied in
testicular lesions and sexual behavior alterations in animal models exposed to high
doses. In the present study, the effect of chronic use of acetaminophen over testicular
intertubular compartment in Wistar rats on reproductive age was evaluated. Thirty five
rats, divided into five groups with seven animals, were utilized: group one (control)
received fructose syrup oral solution; groups two and four were given daily doses of 57
mg of acetaminophen in oral solution (fructose syrup); and groups three and five
received 114 mg of the same. Fifty three days after the beginning of the treatment,
groups one, two and three were euthanized, while groups four and five were kept for
another fifty three days, and were given only water and ration ad libitum during this
period. On those animals were euthanized fifty three days after the end of the treatment,
observed that the chronic administration of paracetamol, at therapeutic dosage, caused
reduction on the mean diameter of the Leydig cells nuclei and on the mean
individual volume of Leydig cells and, at supratherapeutic dosage, caused reductions on
the conjunctive tissue volume, Leydig cell’s nucleus volume, Leydig cell’s nucleus
diameter, leydigosomatic index and somatic index of vesicular glands. These last four
parameters suggest that acetaminophen chronic supratherapeutic dosage may affect

androgen production by Leydig cells, fifty three days after treatment.

Keywords:  acetaminophen;  toxicity;  testis;  Leydig cell; intertubule.
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1- Introducéo

O paracetamol ¢ uma droga de venda livre pertencente ao grupo dos derivados
do p-aminofenol, o qual apresenta agdes antipiréticas e analgésicas, sem atividade
antiinflamatoria apreciavel (Brunton et al., 2003). Atualmente, estd disponivel no
mercado sob diversas formas tanto em apresentagdes isoladas quanto em formulagdes
combinadas (Sheen et al., 2002).

Embora seja considerado seguro e bem tolerado em doses terapéuticas, o
paracetamol ¢ bem conhecido pelo seu potencial hepatotoxico em caso de altas doses
agudas (Savides & Oehme,1983; Thomas, 1993). Lesdes em outros orgdos também
foram identificadas em modelos animais e humanos expostos a altas doses do fArmaco
(McMurtry et al., 1978; Prescott, 1983; Hu et al., 1993; National Toxicology
Program,1993; Hoivik et al., 1995).

Foi demonstrado que doses supraterap€uticas de paracetamol causam reducdo da
massa testicular em modelos animais submetidos a tratamento agudo (Wiger et al.,
1995) ou cronico (Eldon & Boyd, 1970; Jaqueson et al., 1984; National Toxicology
Program, 1993). Efeitos deletérios sobre os tubulos seminiferos de camundongos
também foram relatados na administracdo aguda de doses supraterapéuticas de
paracetamol. Dentre estes efeitos foram descritos: degeneracdo de espermatides,
presenga de células do epitélio seminifero no limen, formagdo de células gigantes e
presenca agregados de material protéico ocluindo a maior parte do limen (Placke et al.,
1987), redug¢do da populacdo de espermatocitos primarios em paquiteno e reducdo do
diametro dos tibulos seminiferos (Wiger, 1995) e presenca de tibulos seminiferos
alterados ou degenerados e de espermatides retendo grande volume de citoplasma
residual (Yano & Dolder, 2002).

De acordo com outro estudo ainda ndo publicado, os efeitos deletérios do
paracetamol sobre o componente tubular dos testiculos parecem envolver também a
administracdo cronica de doses terapéuticas, uma vez que o tratamento em tais
condig¢des foi associado a redugdo na altura do epitélio germinativo, no ITS, e no IGS,
sugerindo um efeito negativo sobre a espermatogénese, porém, somente verificado no
processo espermatogénico seguinte ao periodo de exposicdo a droga.

Ratnasooriya & Jayakody (2000) verificaram alteragdes no comportamento
sexual de ratos submetidos a administragdo cronica de doses supraterapéuticas de

paracetamol. Entretanto, investigagdes diretas dos efeitos do paracetamol sobre o
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intertubulo testicular ndo se encontram na literatura. Assim, no presente experimento,
buscou-se verificar os efeitos da administragdo cronica (ao longo do processo
espermatogénico) de doses terapéuticas e supraterapéuticas de paracetamol sobre o

compartimento intertubular dos testiculos de ratos Wistar adultos.

2 - Material e Métodos

2.1 - Animais, Grupos Experimentais e Tratamento

Foram utilizados 35 ratos Wistar em idade reprodutiva (100 dias), provenientes
do biotério central da Universidade Federal de Vigosa, os quais pesavam em média 350
g no inicio do tratamento e 435g ao término do experimento. Os ratos foram divididos
em 5 grupos com 7 animais colocados em gaiolas individuais: o grupo 1 foi definido
como o controle, os grupos 2 e 4 receberam em média 57mg/kg/dia de paracetamol e os
grupos 3 e 5 receberam cerca de 114mg/kg/dia do medicamento. Estas doses
corresponderam, respectivamente, a dose terapéutica didria maxima (57,14mg/kg) e ao
dobro do méximo recomendado (114,2mg/kg) para humanos. O paracetamol foi
fornecido em solugdo oral a base de xarope de frutose, a qual foi administrada através
de seringa, em intervalos de 24 horas. O grupo controle recebeu apenas xarope a base de
frutose respeitando o mesmo intervalo.

A alimentagdo solida (racdo) e agua foram fornecidos ad libitum. A fase de
tratamento foi de 53 dias consecutivos, tempo este considerado cronico para o epitélio
seminifero, uma vez que todo o processo espermatogénico do rato Wistar tem
aproximadamente esta duracdo. Os animais dos grupos 1, 2 e 3 foram eutanasiados ao
final do periodo de tratamento. Para se avaliar a possibilidade de recupera¢ao do
testiculo (caso houvesse alteragdo), como verificado nos estudos de Ratnasooriya &
Jayakody (2000), os animais dos grupos 4 e 5 foram mantidos por mais 53 dias,

recebendo apenas agua e racdo, e ao término desse periodo foram eutanasiados

2.2 - Coleta de Amostras

Os animais foram eutanaziados pela inalagdo de éter etilico, em seguida, foram
dissecados para canulagdo da artéria aorta descendente e, entdo, perfundidos
inicialmente com solucdo salina contendo heparina e, posteriormente, com solug¢do
fixadora de Karnowsky (4% de paraformaldeido e 4% de glutaraldeido em tampao

fosfato de sodio 0,1M). Apds este periodo foram retirados os testiculos e as glandulas
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vesiculares os quais foram pesados em balanga digital de precisdo Engineering (modelo
mark 160), refixados em solugdo de Karnowsky, por 24 horas, e armazenados em
tampao fosfato pH 7.4, 0,1 M, sob refrigeracdo. De um dos testiculos, retiraram-se
fragmentos destinados ao processamento histologico, enquanto do testiculo

contralateral, dissecou-se e pesou-se a albuginea.

2.3 - Processamento do material para analise histoldgica

Os fragmentos de testiculos armazenados e destinados ao estudo sob
microscopia Optica foram desidratados em concentragdes crescentes de alcool (70°, 80°,
95° e 100° GL) com trocas a cada trinta minutos. Apds a desidrata¢do, os fragmentos
foram incluidos em resina a base de 2-hidroxietil metacrilato, sendo posteriormente
seccionados em intervalos de 10 cortes, na espessura de 3 pum, em micrétomo
automatico (Reichert-Jung, Alemanha) com navalhas de vidro. As seccdes obtidas
foram coradas com azul de toluidina-borato de sodio 1%, montadas com Entellan®

(Merck), e analisadas em microscopio Olympus BX-50.

2.4-Proporcdes volumétricas (%) e volume dos elementos do intertibulo

As proporg¢des volumétricas do ntcleo e do citoplasma das células de Leydig, do
tecido conjuntivo, dos vasos sangiiineos e do espaco linfatico no parénquima testicular
foram estimadas a partir de 4000 pontos por animal projetados sobre imagens do
parénquima capturadas em aumento de 400x. A relacdo entre a propor¢do volumétrica
do citoplasma e a propor¢do volumétrica do nucleo das células de Leydig foi
considerada relacdo nucleocitoplasmatica, a ser utilizada na confeccdo de dados
volumétricos celulares. O volume de cada elemento do intertubulo, expresso em mL, foi
estimado a partir do conhecimento do percentual ocupado pelos mesmos no testiculo e
do conhecimento do volume liquido testicular. O valor deste ultimo foi obtido
subtraindo-se da massa bruta do testiculo a massa da albuginea. Como a densidade do
testiculo é em torno de 1 (Jonhson et al., 1981), a massa do testiculo foi considerado

igual ao seu volume.

2.5- Diadmetro do nucleo da célula de Leydig., volume de 1 célula de Leydig,
numero total de células de Leydig, nimero de células de Leydig por grama de testiculo
O diametro médio do nucleo de uma célula de Leydig foi obtido a partir da

mensuracao do didmetro de 10 secgdes transversais, o mais circular possivel, de nicleos
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de células de Leydig em cada animal. As mensuragdes foram feitas utilizando-se o
programa de imagens Image Pro Plus. O volume individual médio do nucleo das células
de Leydig foi obtido a partir da formula 4/3nr3, onde r € igual ao raio do nucleo. Através
da relagdo nucleocitoplasmatica foi entdo calculado o volume citoplasmatico e total de
uma c¢lula de Leydig. Para o calculo do niimero total de células de Leydig, o volume
total de células de Leydig foi dividido por seu volume individual. Dividindo-se ainda o
nimero total de células Leydig pelo peso testicular, foi obtido o nimero de células

Leydig por grama de testiculo.

2.6- indice Leydigossomatico e indice somatico das glandulas vesiculares

Através do volume das células de Leydig e do peso das glandulas vesiculares,
foram calculados, respectivamente, os indices Leydigossomatico (ILS) e Indice
somatico das glandulas vesiculares (ISGV), os quais se referem ao percentual de massa
corporal alocados respectivamente em células de Leydig e glandulas vesiculares:

ILS = Volume de Leydig/ Peso corporal x 100

ISGV = Peso das glandulas vesiculares/Peso Corporal x100

2.7 - Andlises estatisticas

Analise de variancia seguida de teste Duncan (5% de significancia) foi utilizada
para avaliar variagdes de parametros estudados nos grupos controle e tratados. Os

valores dos pardmetros estao representados pelas médias e desvios-padrao.

3-Resultados

A proporc¢ao volumétrica dos componentes do intertibulo encontra-se na Tabela
1. Os valores médios observados para tecido conjuntivo, vasos sanguineos € espago
linfatico ndo variaram entre os animais dos grupos estudados (p>0,05). A propor¢ao
volumétrica das células de Leydig reduziu nos animais do grupo 5 em relagdo aos do
grupo 2 (p<0,05) e as proporcdes volumétricas de nucleos e citoplasmas de células de

Leydig reduziram nos animais do grupo 5 em relag@o aos dos grupos 2 e 3 (p<0,05).
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Tabela 1- Propor¢do volumétrica (%) dos elementos do intertibulo no parénquima
testicular em ratos Wistar em idade reprodutiva apds tratamento com paracetamol
durante 53 dias.

Tratamentos  Vasos Espaco Tecido Células de Nuacleos de Citoplasmas

Sanguineos linfatico Conjuntivo Leydig células de de células
Leydig Leydig

Grupo 1 0,98+ 0,86 a 5,80+ 1,43 a 2,48+ 0,69 a 2,45+048ab 0,72+ 0,15ac 1,73+ 0,36 ac

Grupo 2 1,38£0,80a  5,56+2.43a  2,18+032a  2,86:0,70a  083+0,13ab 2,03+ 0,58 ab

Grupo 3 1,55+ 1,29 a 4,15+ 1,27 a 2,46+ 0,26 a 2,64+0,72ab  0,81+£0,26ab 2,01+0,43 ab

Grupo 4 1,76+ 1,23 a 5,432,220 a 2,56+ 0,85 a 2,25+ 1,15ab  0,68+0,35ac 1,56+ 0,81 ac

Grupo 5 1,60£0,94a  624+28la  2,07+027a 1,86=0,77b  0,50£027c  131+0,50c

Meédias seguidas de letras iguais nas colunas nao diferem entre si (p>0,05).

Dados expressos em média+ s.d.

Grupo 1- controle: tratado com 3 mL/dia de xarope de frutose e eutanaziado ao 53° dia; Grupo 2— tratado com
57mg/kg/dia de paracetamol e eutanaziado s ao 53° dia; Grupo 3- tratado com 114 mg/kg/dia de paracetamol e
cutanaziado ao 53°dia; Grupo 4- tratado com 57mg/kg/dia e eutanaziado ao 106°dia; Grupo 5- tratado com
114mg/kg/dia paracetamol e eutanaziado ao 106°dia.

Os valores referentes ao volume ocupado no parénquima pelos elementos do
intertibulo encontram-se na Tabela 2. Os volumes dos vasos sanguineos e dos vasos
linfaticos ndo variaram entre os animais dos grupos analisados (p>0,05). Por outro lado,
verificou-se redug¢dao do volume do tecido conjuntivo nos animais do grupo 5 em relacao
aos dos grupos 1 e 3 (p<0,05). O volume total das células de Leydig reduziu nos
animais do grupo 4 (p<0,05) em relagdo aos do grupo 2, e nos do grupo 5 (p<0,05) em
relacdo aos dos grupos 1, 2 e 3. O volume total dos nucleos de células de Leydig
reduziu nos animais do grupo 5 em relagdo aos dos grupos 1, 2 e 3 (p<0,05), enquanto a
reducdo do volume total dos citoplasmas das células de Leydig nos animais daquele

grupo foi verificada somente em relacdo aos dos grupos 2 e 3 (p<0,05).

Tabela 2 — Volume total (mL) dos elementos do intertibulo no parénquima testicular
em ratos Wistar em idade reprodutiva ap6s tratamento com paracetamol durante 53 dias.

Trata- Vasos Espaco Tecido Conjuntivo Células de Nucleos de Citoplasmas de
mento sanguineos linfatico Leydig células Leydig células de
Leydig

Grupo 1 0,03+ 0,026 a 0,18+ 0,052 a 0,08+ 0,024 a 0,08+ 0,016 ab 0,02+ 0,005 a 0,05+ 0,012 ac
Grupo 2 0,03+ 0,026 a 0,18+ 0,071 a 0,07+ 0,011 ab 0,10+ 0,025 a 0,03+ 0,005 a 0,07+ 0,020 a
Grupo 3 0,05+ 0,046 a 0,13+ 0,049 a 0,08+ 0,009 a 0,09+ 0,013 ab 0,03+ 0,006 a 0,06+ 0,012 a
Grupo 4 0,05+ 0,035 a 0,16+ 0,071 a 0,07+ 0,022 ab 0,07+ 0,036 bc 0,02+ 0,011 ab 0,05+ 0,025 ac
Grupo 5 0,04+ 0,025 a 0,17+ 0,073 a 0,06+ 0,008 b 0,05+ 0,019 ¢ 0,01+ 0,007 b 0,04+ 0,010 c

Meédias seguidas de letras iguais nas colunas nao diferem entre si (p>0,05).
Dados expressos em média+ s.d.

Grupo 1- controle: tratado com 3 mL/dia de xarope de frutose e eutanaziado ao 53° dia; Grupo 2— tratado com
57mg/kg/dia de paracetamol e eutanaziado s ao 53° dia; Grupo 3- tratado com 114 mg/kg/dia de paracetamol e
eutanaziado ao 53°dia; Grupo 4- tratado com 57mg/kg/dia e eutanaziado ao 106°dia; Grupo 5- tratado com
114mg/kg/dia paracetamol e eutanaziado ao 106°dia.
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Na Tabela 3 encontram-se os valores médios para os didmetros dos nucleos de
células de Leydig, relagdo nucleocitoplasmatica, volume individual da célula de Leydig,
nimero total de células de Leydig e para o numero de células de Leydig por grama de
testiculo. O didmetro médio do nucleo da célula de Leydig reduziu nos animais do
grupo 4 em relagdo aos do grupos 1, 2 e 3 (p<0,05) e nos do grupo 5 em relagdo aos do
grupos 1 e 2 (p<0,05). A relacao nucleocitoplasmatica ndo apresentou variagdes entre os
animais dos grupos estudados (p>0,05). O volume individual médio da célula de Leydig
diferiu somente entre os animais do grupo controle e do grupo 4, apresentando menor
valor neste ultimo (p<0,05). O niimero total de células de Leydig reduziu nos animais
do grupo 5 em relagdo aos animais dos grupos 2 e 3 (p<0,05). O numero de células de
Leydig por grama de testiculo diferiu somente entre os animais dos grupos 3 e 5, sendo

menor neste ultimo (p<0,05).

Tabela 3 — Diametro do nucleo da célula de Leydig (um), relagdo nucleocitoplasmatica
(%), volume de 1 célula de Leydig (mL), nimero total de células de Leydig, nimero de
células de Leydig por grama de testiculo em ratos Wistar adultos tratados com
paracetamol durante 53 dias.

Tratamentos  Diametro do Relacdo Volume de 1 Ne° total de N° de célula de
nucleo de célula nucleocitoplasméatica  célula de célula de Leydig /g de
de Leydig Leydig (10™%%) Leydig (10%)  testiculo (10°)

Grupo 1 7,48+ 0,39 a 4195+6,73 a 7,5+127a 101+ 18 ac 32+ 5ab

Grupo 2 7,14+ 0,32 a 4230+5,88a 6,6+ 1,37 ab 142+ 32 ab 43+ 4 ab

Grupo 3 7,09+ 0,42 ab 40,93 £12,97 a 6,5+2,79 ab 151+ 61 ab 48+ 5a

Grupo 4 6,47+ 0,31 ¢ 44,94 + 10,69 a 4,7+ 9,93 b 134+ 74 ac 46+ 5 ab

Grupo 5 6,70+ 0,42 bc 38,50+ 13,50 a 6,1+ 1,46 ab 80+31¢c 30+3b

Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem entre si (p>0,05).

Dados expressos em média+ s.d.

Grupo 1- controle: tratado com 3 mL/dia de xarope de frutose e eutanaziado ao 53° dia; Grupo 2— tratado com
57mg/kg/dia de paracetamol e eutanaziado s ao 53° dia; Grupo 3- tratado com 114 mg/kg/dia de paracetamol e
eutanaziado ao 53°dia; Grupo 4- tratado com 57mg/kg/dia e eutanaziado ao 106°dia; Grupo 5- tratado com
114mg/kg/dia paracetamol e eutanaziado ao 106°dia.

Os valores médios referentes ao ILS, ao peso das glandulas vesiculares e ao
indice somatico das glandulas vesiculares estdo representados na Tabela 4 (p<0,05). O
maior valor para o ILS foi registrado no grupo 3 e os menores valores nos grupos 4 e 5.
A reducdo do ILS no grupo 5 foi significativa em relacdo aos grupos 1, 2 e 3, ja a
reducdo do ILS no grupo 4 diferiu apenas dos grupos 2 ¢ 3 (p<0,05). Com relagdo ao
peso das glandulas vesiculares nao foram verificadas variagdes significativas (p>0,05).
Por outro lado, o ISGV reduziu de forma significativa o grupo 5 em relagdo aos demais

(p<0,05).
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Tabela 4 — Massa Corporal, Indice Leydigossomatico (ILS), Massa das glandulas
vesiculares e Indice somatico das glandulas vesiculares (ISGV) em ratos Wistar adultos

tratados com paracetamol durante 53 dias.

Tratamentos Massa corporal(g) ILS Massa das glandulas ISGV (%)
(%) vesiculares (g)
Grupo 1 433,24 +30,42 a 0,017+ 0,003 ab 1,279+ 0,20 a 0,297 £ 0,05 a
Grupo 2 434,10 £23,00 a 0,021+ 0,005 a 1,181 £ 0,16 a 0,275+0,03 a
Grupo 3 393,99 +52,37a 0,022+ 0,004 a 1,124+ 0,02 a 0,285+0,03 a
Grupo 4 454,79 £ 46,99 a 0,015+ 0,009 bc 1,268+ 0,15 a 0,280+ 0,003 a
Grupo 5 458,71 £44,03 a 0,010+ 0,004 ¢ 1,214+0,19a 0,239+0,003 b

Meédias seguidas de letras iguais nas colunas nao diferem entre si (p>0,05).

Dados expressos em média+ s.d.

Grupo 1- controle: tratado com 3 mL/dia de xarope de frutose e eutanaziado ao 53° dia; Grupo 2— tratado com
57mg/kg/dia de paracetamol e eutanaziado s ao 53° dia; Grupo 3- tratado com 114 mg/kg/dia de paracetamol e
eutanaziado ao 53°dia; Grupo 4- tratado com 57mg/kg/dia e eutanaziado ao 106°dia; Grupo 5- tratado com
114mg/kg/dia paracetamol e eutanaziado ao 106°dia.

4-Discussao

O compartimento intertubular representa a por¢do endocrina do testiculo dos
mamiferos. O arranjo e a proporcao dos seus diferentes componentes, embora variem
sobremaneira entre as diferentes espécies estudadas, sdo responsaveis pela manutencao
dos niveis fisiologicos espécie especificos de androgenos, tanto no fluido intersticial
testicular, como nos niveis séricos (Fawcett et al., 1973). A testosterona e¢ a
diidrotestosterona sao androgenos sintetizadas pelas células de Leydig responsaveis pela
diferenciag¢do do trato genital masculino e da genitalia externa na fase fetal (Pelliniemi
et al., 1996), pelo aparecimento dos caracteres sexuais secundarios e pela manutengao
quantitativa da espermatogénese a partir da puberdade (Sharpe, 1994; Zirkin et al.,
1994).

No presente estudo, dentre os elementos do compartimento intertubular, o tecido
conjuntivo e as células de Leydig apresentaram reducdes de seus volumes totais nos
animais do grupo 5, submetidos a administracdo cronica de doses supraterapéuticas de
paracetamol e eutanaziados 53 dias apos o término do tratamento (Tabela 2). Ainda que
o volume individual das células de Leydig e o nimero total da célula de Leydig ndo
tenham variado nos animais do grupo 5 em relagdo ao controle (p>0,05), a sobreposi¢ao
de ambos os parametros poderia explicar as redugdes no volume total das células de
Leydig no parénquima testicular (p<0,05). Esta redu¢do e a ndo variagdo da massa

corporal dos animais, acarretaram a redu¢do do ILS, ou seja, do percentual de massa
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corporal alocado em células de Leydig nos animais submetidos & administragao cronica
de doses supraterapéuticas de paracetamol e eutanaziados 53 dias apds o término do
tratamento (Tabela 4).

Estudos correlacionando estrutura e fungdo das células de Leydig em varias
espécies de mamiferos mostraram que variagdes na secre¢ao de testosterona resultam
mais da capacidade individual desta célula em secretar androgenos do que de diferengas
no volume total das mesmas (Ewing et al., 1979). Neste sentido, Costa e Paula (2006)
correlacionaram positiva e significativamente o volume individual da célula de Leydig
com o nivel sérico de testosterona na capivara. Para Zirkin et al. (1980), a capacidade
produtiva da célula de Leydig esta altamente relacionada a quantidade de reticulo
endoplasmatico liso presente nesta célula. Castro et al. (2002) descreveram que, em
coelhos, existe uma correlagdo altamente significativa do percentual volumétrico do
nicleo e do niimero de células de Leydig por grama de testiculo, com os niveis
plasmaticos e testiculares de testosterona.

Os androgenos testiculares, em especial a diidrotestosterona sdo amplamente
responsabilizados pela manutencdo funcional das glandulas sexuais acessorias e do
epididimo, neste sentido, alteragdes volumétricas nas glandulas vesiculares podem ser
utilizadas na estimativa de variagdes séricas dos niveis de androgenos testiculares.
(Luke & Coffey, 1994; Fan & Robaire, 1998; Goyal et al., 1999; Costa & Paula, 2006).

Na presente experimentagdo, ¢ pouco provavel que a redugcdo do volume
individual das células de Leydig e do diametro do nucleo de células de Leydig (p<0,05)
nos animais do grupo 4, submetidos a administragdo cronica de doses terapéuticas de
paracetamol, tenha influenciado os niveis séricos de testosterona, visto que, nestes
animais, ndo foram verificadas variagdes no ILS, na massa das glandulas vesiculares e
no ISGV (p>0,05). Por outro lado, nos animais do grupo 5, a diminui¢do do volume
total das células de Leydig, dos nucleos das células do Leydig, do didmetro do ntcleo
de células de Leydig e do ILS (p>0,05), embora ndo tenham sido acompanhadas de
reducdo na massa das glandulas vesiculares em relacdo aos demais grupos estudados
(p>0,05), correlacionaram-se com redu¢do do indice somatico das glandulas vesiculares
(ISGV) (p<0,05). Neste sentido, animais sob a administracdo cronica de doses
supraterapéuticas de paracetamol e sacrificados 53 dias apds o tratamento, apresentaram
provavel comprometimento em seus niveis séricos de androgenos testiculares.
Alteragdes semelhantes sdo sugeridas por Ratnasooriya & Jayakody (2000), que

observaram que doses supraterapéuticas diarias (500 ou 1000mg/Kg) de paracetamol
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administradas durante 30 dias n3o acarretaram redugdes na massa das glandulas
acessorias, porém resultaram em reducao da libido, do vigor sexual e da performance

sexual em ratos adultos.

5-Concluséo

A administragcdo cronica de doses supraterapéuticas de paracetamol afetou a
porcdo endocrina do testiculo nos animais sacrificados 53 dias apds o tratamento.
Dentre as alteracdes verificadas nestes animais, a redu¢ao do volume das células de
Leydig, do nucleo das células de Leydig, do didmetro do nicleo de células de Leydig,
do indice Leydigossomatico e do indice somatico das glandulas vesiculares sugerem
que doses cronicas supraterapéuticas de paracetamol possam afetar tardiamente a

produgdo de andrégenos pelas células de Leydig.
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CONCLUSOES GERAIS

A administragdo cronica do paracetamol em doses terapéuticas (cerca de
657mg/Kg/dia) e supraterapéuticas (cerca de 114mg/Kg/dia) em ratos Wistar
sacrificados 53 dias apos o tratamento influenciou aspectos biométricos testiculares e
quantitativos do parénquima testicular quando comparados com o grupo controle.

Independentemente da dose utilizada, o paracetamol causou redugdo do IGS, do
ITS e da altura do epitélio germinativo, a qual foi observada no processo
espermatogénico seguinte ao periodo de exposi¢do a droga.

Apenas nos animais tratados com doses supraterapéuticas de paracetamol, houve
reducdo também tardia, do volume dos tibulos seminiferos, do peso total do testiculo e
no peso do parénquima testicular, do volume do tecido conjuntivo, do volume do nucleo
de células de Leydig, do didmetro do ntcleo de células de Leydig, do indice
Leydigossomatico e do indice somatico das glandulas vesiculares.

As alteragdes observadas acima sugerem que o uso cronico do paracetamol
possa afetar tardiamente a produgdo espermatica, independentemente da dose, e a

produgdo de andrégenos pelas células de Leydig, em doses supraterapéuticas.
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