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RESUMO

GOULART, Andréa Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2013. Efeito
do Roacutan® (isotretinoina) sobre o aparelho reprodutor de ratos Wistar adultos.
Orientador: Sérgio Luis Pinto da Matta. Coorientadores: Mariana Machado Neves e Mariella
Bontempo Duca de Freitas.

O uso de drogas para tratamento da acne € cada vez mais frequente, destacando-se a eficicia
do farmaco Roacutan® 10 e 20mg, um retinoide que contém em sua férmula uma substancia
derivada da vitamina A, a isotretinoina (dcido 13-cis-retindico), que melhora os aspectos
clinicos da acne grave e estd associada a supressdo da atividade e diminui¢do do tamanho das
glandulas sebaceas. Diversos estudos demonstram que o Roacutan® € teratogénico durante
seu uso ou mesmo até um més apds sua interrupg¢do, porém sao escassos € inconclusivos os
relatos em literatura que comprovem sua toxicidade ao aparelho reprodutor masculino. Este
estudo investigou a ac¢do toxica do farmaco sobre a morfofisiologia do aparelho reprodutor de
ratos Wistar adultos. Vinte e quatro ratos adultos foram distribuidos em trés grupos: dois
grupos tratados e um grupo controle. Os animais dos grupos tratados foram submetidos ao
tratamento com a administracdo por gavagem de 0,2mg e 0,4mg de Roacutan® em 1,0mL de
6leo de soja/animal respectivamente, uma vez por dia, durante 60 dias. Os animais do grupo
controle receberam também por gavagem 1,0mL de 4dgua/animal/dia. Os animais foram
eutanasiados 60 dias apds a primeira exposi¢ao, sendo feitas analises de biometria corporal,
orgdos reprodutores, além de estereologia testicular, avaliacdo espermdtica e dosagem de
testosterona sérica. As doses terapéuticas de Roacutan® mostraram pouca interferéncia sobre
os tubulos seminiferos, sendo necessdrias analises da populacdo celular para se obter detalhes
da acdo deste farmaco neste compartimento. Entretanto, o tratamento com Roacutan® em
ambas as doses causou aumento do compartimento tubular, redu¢do do compartimento
intertubular, do percentual de macréfagos, do ndmero de células de Leydig e,
consequentemente, reduziu os niveis de testosterona plasmdtica e o peso da prodstata.
Conforme avaliagdo do medicamento sobre a viabilidade espermatica houve prejuizo na
integridade das membranas espermaticas acompanhado da baixa motilidade total dos
espermatozoides. A administracdo deste farmaco deve ser criteriosa uma vez que pareceu

exercer efeito toxico afetando a por¢do enddcrina testicular.
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ABSTRACT

GOULART, Andréa Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2013. Effect of
Roaccutane® (isotretinoin) on the reproductive system of adult rats Wistar. Advisor:
Sérgio Luis Pinto da Matta. Co-advisers: Mariana Machado Neves and Mariella Bontempo
Duca de Freitas.

The use of drugs for acne’s treatment is ever more common, emphasizing the efficacy of the
drug Roaccutane®, a retinoid which contains a substance in its formula derivative of vitamin
A, the isotretinoin (13-cis-retinoic acid), which improves the clinical aspects of severe acne
and it is associated with the activity suppression and decreasing of the sebaceous gland size.
Several studies demonstrate that Roaccutane® is teratogenic during its use or even up to a
month after its discontinuation, but reports in that literature which proving its toxicity to the
male reproductive system are rare and inconclusive. This study investigated the toxic action
of the drug on adult Wistar rat testicular morphophysiology. Twenty-four adult rats were
divided into three groups: two treated groups and one control group. The animals of the
treated group were submitted with gavage administration of 0,2mg and 0,4mg of
Roaccutane® in 1,0 mL of soybean oil respectively, once a day, for 60 days. The animals in
the control group also were treated with gavage administration of 1,0 mL of water/animal/day.
The animals were euthanized 60 days after the first exposure, it was being made biometrics
analyzes of the body and reproductive organs, and testicular stereology and morphometry,
sperm evaluation and serum testosterone measurement. Therapeutic doses of Roaccutane®
showed little interference on the seminiferous tubules, requiring analysis of the cell
population to obtain details of the action of this drug in this compartment. However, treatment
with Roaccutane® at both doses caused an increase in tubular compartment and reducing the
intertubular compartment, the percentage of macrophages, the number of Leydig cells and
hence reduced plasma testosterone levels and prostate weight. According to the evaluation of
the drug on sperm viability there was damage in the integrity of the sperm membrane
accompanied by low sperm motility total. The administration of this drug should be careful

since it seemed to exert toxic effects affecting a testicular endocrine portion.
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1. INTRODUCAO GERAL

z

O testiculo de mamiferos é uma glandula mista, suscetivel a agentes toxicos
ambientais ou terapéuticos que podem comprometer a espermatogénese por diferentes
mecanismos, como alteragdes na espermiogénese, inducdo de apoptose nas células
germinativas, azoospermia e até infertilidade (Pannocchia et al., 2008).

O uso de drogas para tratamento da acne é cada vez mais frequente, destacando-se a
eficdcia do farmaco Roacutan® 10 e 20 mg, um retinoide que contém em sua férmula uma
substancia derivada da vitamina A, a isotretinoina (dcido 13-cis-retinoico), que melhora os
aspectos clinicos da acne grave e estd associada a supressdo da atividade e diminuicdo do
tamanho das glandulas sebaceas (Centralx Bulas, 2013).

O 4cido retinoico (AR) € um metabdlito ativo da vitamina A que regula a taxa de
crescimento e diferenciacdo de vdarios tipos celulares. Devido a possibilidade das
configuragOes cis-trans da cadeia lateral, existem vdrios isomeros do 4cido retinoico tais
como o all-trans-AR (tretinoina), 13-cis-AR (isotretinoina) e 9-cis-AR (alitretinoina) (Coelho
et al., 2003).

A 1sotretinoina somente deve ser prescrita por médicos que tenham experi€ncia no uso
de retinoides sistémicos por apresentar uma série de contraindicacdes e efeitos colaterais,
necessitando o paciente de rigoroso acompanhamento. Os efeitos colaterais mais comuns sao
alteracdo de pele e mucosas, como ressecamento, prurido e hipertrigliceridemia. Outros
possiveis efeitos sdo anorexia, cefaleia, pseudotumor cerebral, queda de cabelo, hemorragia,
anemia, desordens psiquiatricas e do sistema nervoso central. O Roacutan® € teratogénico
durante seu uso ou mesmo até um més apds sua interrup¢ao e, por este motivo, ndo deve ser
administrado a mulheres gravidas ou mulheres em idade fértil, a menos que apresentem acne
cistica severa e desfigurante que ndo responda as terapias-padrdo. Para maioria dos pacientes,
o tratamento recomendado € de 16 a 24 semanas e as doses variam de 0,5 a 1,0 mg/kg/dia,
sendo que em pacientes com doenga muito grave as doses didrias podem chegar até 2,0 mg/kg
(Centralx Bulas, 2013).

Este medicamento € amplamente utilizado por homens, porém sido escassos e
inconclusivos os relatos em literatura que comprovem sua toxicidade ao aparelho reprodutor
masculino. Dentro desse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a a¢do toxica do farmaco

sobre a morfofisiologia do aparelho reprodutor de ratos Wistar adultos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Vitaminas

As vitaminas s@o compostos organicos requeridos pelo corpo em quantidades minimas
para realizar funcdes celulares especificas e podem ser classificadas de acordo com sua
solubilidade e suas fungdes no metabolismo (Champe et al., 2000). As vitaminas sao
classificadas principalmente em lipossoluveis e hidrossoliveis (Paixdo & Stamford, 2004).

As vitaminas hidrossoliveis sdo compostas pelo grupo B, vitamina C e a Colina. A
maioria das vitaminas hidrossoliveis € componente do sistema de enzimas essenciais. Sao
envolvidas em reagdes de manutencdo do metabolismo energético e armazenadas no
organismo em grandes quantidades. Sdo excretadas em pequenas quantidades na urina
(Giacomini, 2006).

Quatro vitaminas: A, D, E e K, sdo denominadas lipossoltveis. Estas vitaminas sao
liberadas, absorvidas e transportadas com a gordura da dieta. Elas ndo sdo facilmente
excretadas na urina, sendo que quantidades significativas sdo armazenadas no figado e tecido
adiposo (Champe et al., 2000).

A vitamina A e seus derivados exercem uma infinidade de efeitos em diversos
processos bioldgicos, destacando-se a reproducdo, visdo, regulacdo de processos
inflamatoérios, crescimento, proliferacdo e diferenciacdo de células normais e neopldsicas
(Napoli, 1999). A ligacdo dos retinoides a receptores especificos, leva a mudanca (ativagio ou
inibicao) na expressao de genes que medeiam diferentes efeitos bioldgicos como proliferagao,
apoptose e diferenciacdo celular. Estes efeitos sdo dependentes da expressdo dos receptores
especificos, do tipo e concentragdo dos compostos retinoides presentes na célula, da expressao
das proteinas de ligacdo e das enzimas responsdveis pelo metabolismo dos retinoides (Fig. 1;
Napoli, 1999; Bonet et al, 2003).

Palace et al. (1999) descreveram a acdo protetora da vitamina A em diversas doencgas,
relacionando a sua capacidade de neutralizar formas téxicas de oxigénio e outros radicais
livres em sistemas bioldgicos. A vitamina A também € essencial para diferenciacio normal
dos tecidos epiteliais e para a secrecdo mucosa (Champe et al., 2000). Livera et al. (2002)
descreveram que esta vitamina atua ainda protegendo o epitélio germinativo de machos e
estabilizando a integridade das membranas celulares. Por outro lado, o excesso de vitamina A

induz citotoxicidade testicular e infertilidade (Livera et al., 2002).
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Figura 1. Algumas fungdes dos retinoides (adaptado de Napoli, 1999). (+) estimulag@o; (-) inibi¢do

concepcdo placenta

O termo “retinoides” inclui as formas naturais e sintéticas da vitamina A que podem
ou ndo exibir sua atividade bioldgica (Champe et al., 2000). Trés compostos — vitamina A
alcool (retinol), vitamina A aldeido (retinal), vitamina A &4cido (4cido retinoico) — e alguns
outros ésteres isOmeros possuem atividade de vitamina A para frangos e diversos animais

experimentais como ratos (Giacomini, 2006).

2.2 Retinol e Acido Retinoico

O retinol, a forma dlcool da vitamina A, é convertido no figado e em outros tecidos em
acido retinoico (AR). A rota mais bem estabelecida de metabolizacdo envolve a conversao
reversivel de retinol a retinal que, por sua vez, € irreversivelmente convertido a 4cido
retinoico. A conversdo oxidativa de retinol a retinal € mediada pela familia de enzimas
microssomais alcool dehidrogenases (ADH), enzimas que utilizam NAD® como cofator,
gerando NADH. O passo subsequente, a conversdo de retinal a AR, € mediada pela acao das
enzimas aldeido dehidrogenase (ALDH) e por isoenzimas da familia P450 (CYP) (Wang,
2005; Figura 2).

Segundo Napoli et al. (1999), ha evidéncias que o retinol pode dar origem diretamente

a dcido retinoico sem a presencga de retinal como intermediério.
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Figura 2. Conversdo do retinol a 4cido retinoico (Adaptado de Napoli, 1999).

Retinoides sdo importantes reguladores da diferenciacdo e proliferacdo epidérmica.
Como moléculas lipofilicas, eles difundem através das membranas celulares, ligando-se a
receptores nucleares € modulando a expressdo de genes responsdveis pela diferenciacdo
celular (Sorg et al., 2006), normalizando a queratinizacdo folicular e sinais pré-inflamatorios
na unidade pilossebdcea (UPS; Jain, 2004).

Derivados sintéticos da vitamina A (retinol), apresentam papel fundamental no
tratamento da acne, porque agem na les@o primdria, o0 microcomedao, além de seu importante
papel na supressao sebacea (Chivot, 2005).

Além da formacgdo de dcido retinoico a partir de retinal, o retinol, potente fator de
transcricdo e uma das formas mais ativas de retinoide, pode ser extraido pela maioria das
células a partir do plasma, onde ele € transportado ligado a albumina (Frota Junior, 2005).

O 4cido retinoico € um metabdlito ativo da vitamina A que regula a taxa de
crescimento e diferenciacdo de vdrios tipos celulares. Devido a possibilidade das
configuragdes cis-trans da cadeia lateral, existem vérios isomeros do AR: all-trans-AR
(tretinoina), 13-cis-AR (isotretinoina) e 9-cis-AR (alitretinoina; Marcus et al., 2000).

A a¢do do AR € obtida através da ligacdo com receptores especificos, que fazem parte

da superfamilia de receptores nucleares (Coelho et al., 2003).



2.3 Isotretinoina como Tratamento Sistémico da Acne

2.3.1 Histéria, Uso Terapéutico e Propriedades Farmacoldgicas

Em 1955 foi sintetizada a isotretinoina ou acido 13-cis-retindico, um estereoisomero
do 4cido all-trans-retinoico — tretinoina (Figura 3). O 13-cis-RA ( isotretinoina) € o composto
ativo do farmaco comercializado com o nome de Roacutan® (Laboratério Roche, Sdo Paulo,
SP, Brasil) ou Accutane® nos Estados Unidos (Roche Pharmaceuticals, Nutley, NJ, EUA) e
trata-se de um retinoide sintético utilizado em altas doses para o tratamento de acnes severas,
pois afeta todos os fatores etiologicos da doencga: produgdo sebacea, comedogénese,
colonizagdo do ducto pela bactéria Propinonibacterium acnes. O seu uso terapéutico para
acnes iniciou-se em 1982 com a aprovagdo deste tratamento pela agéncia regulamentadora
nos Estados Unidos. No Brasil, a comercializacdo do Roacutan® teve inicio em 1993, e a
regulamentacdo do produto genérico ocorreu em 2002 (Ministério da Saude, 2012).

A isotretinoina é um tipo de retinoide e, desde sua introdu¢do no Brasil, tem sido
amplamente utilizada para o tratamento tépico e sistémico de vdrias dermatoses, atuando no
crescimento e diferenciacdo das células epidérmicas, interferindo na atividade da glandula
sebdcea com propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatérias (Brito et al., 2010). O
tratamento com isotretinoina € preconizado principalmente nos casos de acne inflamatdria
grau Il e IV (Brasil, 2001).

O farmaco Roacutan® 10 ou 20 mg melhora os aspectos clinicos da acne grave e estd
associado a supressdo da atividade e diminui¢do do tamanho das glandulas sebaceas (Centralx
Bulas, 2013).

H4 poucos trabalhos comparativos avaliando o tratamento de acne com isotretinoina
porque os estudos iniciais j4 mostraram resultados nunca antes obtidos com terapias
convencionais. Nenhum outro tratamento leva a cura das lesdes com porcentagem tdo alta de
resposta como isotretinoina, e assim seu uso acabou consagrado (Brasil, 2010).

Conforme a preconizagido da Portaria SAS/MS n°143, de 31 de margo de 2010, a dose
varia de 0,5-2 mg/kg/dia, em 1 ou 2 tomadas didrias, ingerido(s) com os alimentos junto as
refeicdes. A dose preconizada € de 0,5-1,0 mg/kg/dia, mas pacientes com lesdes muito
avancadas ou preponderantemente no tronco podem receber até 2 mg/kg/dia. A dose pode ser
ajustada conforme a resposta clinica e a ocorréncia de efeitos adversos. O tempo de

tratamento ird depender da dose total didria e da dose total cumulativa. Na maioria dos casos,



este tempo serd de 4 a 6 meses. Um segundo periodo de tratamento pode ser iniciado 2 meses
ap6s a interrupcdo do tratamento anterior se as lesdes persistirem ou houver recorréncia de

lesdes graves (Brasil, 2010).
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Figura 3. Estrutura molecular da isotretinoina (Acido 13-cis-retinoico), o principio ativo do Roacutan®

(Adaptado de Diniz et al., 2002).

2.3.2 Mecanismos de A¢do, Metabolismo, Distribui¢do e Excre¢ao

A acdo do AR tem inicio com a ativacdo do complexo receptor RXR-RAR (receptor
de retinoide X e receptor de 4cido retinoico), denominado como fator de transcricdo, que se
encontra ligado ao elemento responsivo ao AR (retinoic acid response element, RARE)
localizado em regides promotoras do DNA dando inicio a transcri¢cdo génica. Cada familia
apresenta os subtipos o, B e y. O AR atravessa a membrana plasmdtica passivamente e €
translocado para o nucleo por proteinas celulares de ligacao ao 4cido retinoico (CRABP I-10),
onde se liga aos receptores nucleares: all-trans-AR liga-se ao RAR; 9-cis-AR liga-se ao RAR
e RXR (Umesono et al., 1991; Tsukada et al., 2000).

A absorcdo do farmaco Roacutan® ocorre no intestino e, devido ao seu carater
lipofilico, € aumentada com a ingestdo concomitante de alimento. No sangue, o 13-cis-
retinoico € transportado ligado a proteina albumina e entra na célula por um processo de
difusdo passiva (Tsukada et al., 2002). No interior da célula o 13-cis-AR, diferentemente do
all-trans-AR (ATRA), ndo € transportado pela CRABP, devido a sua baixa afinidade por esta
proteina (Zouboulis, 2006). O 13-cis-AR pode ativar o processo de transcricdo génica de
forma semelhante ao retinol, através da interacio com RAR de duas maneiras: a) ligando-se
diretamente a0 RAR, porém com uma baixa afinidade; b) sofrer isomerizacdo a all-trans e 9-
cis que sdo ligantes de alta afinidade (O’Reilly et al., 2008; Fig.4).

Isotretinoina e tretinoina sfo interconvertidas in vivo, e cerca de 20% a 30% da dose
de isotretinoina sdo aparentemente metabolizados nessa rota. Apds administracdo oral de
isotretinoina, trés metabdlitos principais sdo identificados no plasma: 4-oxo- isotretinoina,

tretinoina e 4-oxo-tretinoina. A transformacao metabdlica da isotretinoina é muito complexa,
6



tanto no animal como no homem e seguem as seguintes etapas: oxidacdo para 4-oxo-
isotretinoina, isomerizacdo em pequenas quantidades para tretinoina e conjugagdo glicurdnica
antes de sua eliminagdo biliar e urindria. Portanto, o principal metabdlito da isotretinoina € a
4-oxo-isotretinoina que € excretada pela bile apés ser conjugada com o 4cido glicurdnico,
possuindo meia-vida média de eliminagdao de 25 horas. Com a administragdo repetida, a
concentracdo de equilibrio é estabelecida em 5 a 7 dias (Diniz et al., 2002; Centralx Bulas,
2013).Estudos farmacocinéticos realizados em animais recebendo doses orais de isotretinoina
indicam que esta substancia lipofilica possui distribui¢ado tissular em 15 minutos com maximo
de 1 hora e declinio até niveis ndo detectaveis em um periodo de 25 horas em muitos tecidos,
tais como o hepatico, renal, ovariano, testicular, adrenal e glandulas lacrimais (Meyskens et
al.,, 1985; Allen & Bloxham, 1989). A isotretinoina é excretada pela via urindria, sendo
possivel detectar na urina a presenca de baixa quantidade de isotretinoina ndo conjugada.
Entretanto, a excre¢do de 53 a 74% da isotretinoina administrada ocorre nas fezes, como
resultado de uma absorcdo incompleta, eliminacdo biliar ou recirculacdo entero-hepatica.

(Meyskens et al., 1985; Diniz et al., 2002).
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Figura 4. Mecanismo de a¢do do 13-cis-AR (Adaptado de Ofuchi, 2010).



2.3.3 Toxicidade e efeitos adversos da isotretinoina

Os efeitos adversos clinicos da isotretinoina, assim como de outros retinoides, sdo
divididos em dois grupos: efeitos mucocutianeos e efeitos toxicos sistémicos. As alteracdes
nas membranas mucosas e pele sdo decorrentes da diminui¢do da produgao de sebo, reducio
da espessura do estrato corneo e alteragdo da func@o de barreira da pele. A maioria dos
pacientes desenvolve ressecamento e fissuras de 14bios, pele e mucosas. A secura labial ocorre
em 100% dos casos, jid podendo ser observada nos primeiros dez dias do tratamento.
Geralmente, estes sintomas siao controlados com hidratantes labiais e antibidticos ou
antifingicos, se necessdrio. O ressecamento da mucosa nasal (50%) e oral (40%) também €
comum. Prurido e descamacdo da pele sdo frequentes (25%), podendo surgir fissuras digitais.
A fotossensibilidade ocorre em 40% dos casos, por conta da diminuicio das camadas do
estrato corneo (Brito et al., 2010).

A toxicidade sist€émica dos retinoides pode atingir musculos, 0ssos, trato
gastrointestinal, sistema nervoso central, olhos, ouvidos, tireoide e rins. Sinais individuais de
hipertensdo intracraniana como nduseas, cefaleia e vomitos sdo observados ocasionalmente. A
sindrome de pseudotumor cerebral € rara e tem como fatores de risco o uso associado de
tetraciclina e seus derivados (Brito et al., 2010).

Associag@o entre depressdo/suicidio e tratamento com isotretinoina foi descrita em
vérios relatos de casos. No entanto, pequenos ensaios clinicos ndo confirmaram a associacao
e, uma revisao sistematica sobre o tema concluiu que as informagdes disponiveis atualmente
sdo insuficientes para estabelecer uma relacdo causal entre o medicamento e o risco de
depressdo e suicidio. Sugere-se aten¢do para a possibilidade do surgimento desses sintomas
nos pacientes em tratamento (Brasil, 2010).

Cerca de 25% dos pacientes em tratamento com isotretinoina apresentam elevacao
plasmética de triacilglicerdis o que, em alguns casos, pode estar associada ao aparecimento de
pancreatite aguda. A isotretinoina pode provocar ainda uma leve queda da concentragdo
plasmética de HDL colesterol (high-density lipoprotein) e aumento de LDL (low-density
lipoprotein) e VLDL colesterol (very-low-density lipoprotein; Brasil, 2010).

A isotretinoina € altamente teratogénica. Existe um risco extremamente alto de
deformidades em criangas no caso de gravidez durante a administracdo de isotretinoina oral,
em qualquer quantidade, mesmo durante curtos periodos. Todos os fetos expostos podem ser

afetados. Mesmo pacientes do sexo feminino que normalmente ndo utilizam métodos



anticoncepcionais devido a histéria de infertilidade (exceto no caso de histerectomia) ou que
dizem ndo apresentar atividade sexual, devem ser aconselhadas a usar medidas contraceptivas
eficazes enquanto tomarem isotretinoina. Caso ocorra gravidez, apesar dessas precaugdes, na
vigéncia do tratamento com Roacutan® ou durante o més seguinte, hd um grande risco de
malformacdo grave do feto incluindo anormalidade do sistema nervoso central, dimorfismo
facial, fenda palatina, anormalidades no ouvido externo, oculares, cardiovasculares,
anormalidades no timo e glandulas paratireoides. Ha também aumento da incidéncia de
abortos espontaneos. O Roacutan® ¢ altamente lipofilico, sendo a passagem da droga para o
leite materno muito provdvel. Devido aos efeitos adversos potenciais, o uso da medicacdo
também deve ser evitado durante a lactacao (Centralx Bulas, 2013).

Para pacientes do sexo masculino, os dados atuais mostram que os niveis de exposicao
materna ao sémen e fluido seminal em usudrios de Roacutan® nado é suficiente para
representar risco de teratogenicidade (Centralx Bulas, 2013). Os resultados dos estudos sobre
os efeitos dos retinoides sobre a espermatogénese sdo controversos. Segundo Gencoglan &
Tosun (2011), alguns experimentos de investigagdo em animais mostraram reversivel

comprometimento da espermatogénese, enquanto outros ndo revelaram qualquer alteraco.

2.4. Biomarcadores

A avaliac@o da exposi¢c@o aos agentes quimicos constitui um importante aspecto para a
saide publica, tendo em vista a possibilidade de se prevenir ou minimizar a incidéncia de
mortes ou doencas decorrentes da interacdo das substincias quimicas com o organismo
humano. Os parametros estudados com este objetivo sdo definidos como biomarcadores,
indicadores bioldgicos ou bioindicadores (Amorim, 2003).

O estudo dos biomarcadores ¢ uma ferramenta de avaliacdo do efeito téxico, que,
através do desenvolvimento e aplicacdo de técnicas de exposi¢do ou efeito em trés niveis de
complexidade, individual, celular e molecular, torna possivel a elucidagdo da relagdo causa-
efeito e dose-efeito na avaliac@o de risco a saide (Jesus & Carvalho, 2008).

Os biomarcadores podem ter como finalidade, avaliar a exposi¢ao (quantidade
absorvida ou dose interna), avaliar os efeitos das substdncias quimicas e avaliar a
suscetibilidade individual (WHO, 1993). Estes constituem instrumentos para explorar a

evolucdo de eventos e comportamento do organismo em relacdo a exposi¢ao (Oga et al.,

2008).



Os biomarcadores de exposicao refletem a distribui¢do da substancia quimica ou seu
metabdlito através do organismo e, por isso, sdo identificados como dose interna.
Teoricamente, a distribui¢cao da substancia no organismo pode ser tragada por meio de vérios
niveis bioldgicos, como tecidos e células, até seu alvo definitivo (WHO, 1993).

O biomarcador de efeito € um parametro biolégico, medido no organismo, que reflete
a interacdo da substancia quimica com os receptores bioldgicos (Amorim, 2003). Geralmente,
as alteracOes bioquimicas sdo consideradas como uma fonte potencial de indicadores
bioldgicos de efeito. Se considerarmos que essas alteracdes precedem um dano estrutural, a
deteccao dessas alteragdes bioldgicas permite a identificacdo precoce de uma exposi¢do
excessiva e intervengdo para prevenir um efeito irreversivel, ou seja, a doenca. Essa estratégia
¢ baseada na identificacdo das alteracdes bioquimicas precoces e reversiveis que sao
indicadores sensiveis e especificos de uma resposta do organismo a exposi¢do (Riidiger,
1999).

Os biomarcadores de suscetibilidade podem refletir fatores genéticos ou adquiridos
que influenciam na resposta do organismo a uma determinada exposi¢do quimica,
aumentando ou diminuindo a suscetibilidade. Esses fatores sdo pré-existentes e independem
da exposicdo. Sdo predominantemente genéticos, embora a patologia, alteragdes fisioldgicas,
medicamentos e exposicdo a outros agentes ambientais também possam alterar a

suscetibilidade individual (WHO, 1993; Riidiger, 1999; Amorim, 2003).

2.5. Testiculo

O testiculo de mamiferos é uma glandula mista com func¢des enddcrina e exdcrina,
geralmente localizado no escroto e envolvido por uma espessa capsula de tecido conjuntivo, a
albuginea testicular. Esta tinica emite septos para o interior do 6rgdo até a regido do
mediastino testicular, dividindo o testiculo em 16bulos (Russell et al., 1990).

Funcionalmente o testiculo dos mamiferos pode ser dividido em dois compartimentos
principais: o tubular e o intersticial ou intertubular (Russell et al., 1990).

O compartimento tubular constitui a maior parte do testiculo, ocupando, na maioria
dos mamiferos, de 70% a 90% do parénquima testicular (Franca & Russell, 1998; Godinho,
1999). Neste compartimento, responsavel pela producido dos espermatozoides, encontram-se
os tubulos seminiferos. Estes tibulos formam algas bastante contorcidas, as quais possuem

suas duas extremidades conectadas a rede testicular, que se encontra localizada numa regiao
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bastante rica em vasos e tecido conjuntivo denominada mediastino testicular. A partir desta
regido, a rede testicular encontra-se conectada ao epididimo através dos ductos eferentes
(Russell et al., 1990).

Os tidbulos seminiferos sdo constituidos, de sua por¢cdo externa para a interna, de
tinica propria, epitélio seminifero e lume tubular. A tinica prépria envolve o tibulo
externamente, sendo composta de células mioides ou peritubulares e matriz extracelular.
Juntamente com as células mioides, as células de Sertoli elaboram a membrana basal que
serve de suporte estrutural para a propria célula de Sertoli e para as células germinativas que
se encontram na por¢do basal do epitélio seminifero. As células de Sertoli, através de jungdes
de oclusdo, dividem o epitélio em dois ambientes: o basal e o adluminal (Costa, 2011). A
divisdo e proliferacdo das espermatogdnias até espermatdcito primdrio em preleptéteno
ocorrem no ambiente basal, ou seja, abaixo das juncdes entre as células de Sertoli adjacentes.
No inicio da fase de leptéteno da primeira divisdo meidtica, os espermatdcitos primarios
migram através da barreira de c€lula de Sertoli para o ambiente adluminal, onde a meiose
continua e a espermatocitogénese ocorre (Russell, 1977; Russell & Peterson, 1985). Desta
forma o ambiente adluminal estd totalmente sob controle das células de Sertoli, propiciando
um microambiente isolado e protegido do sistema imune, essencial para o desenvolvimento
do processo espermatogénico. No lume tubular se encontram o fluido secretado pelas células
de Sertoli e os espermatozoides recém espermiados (Russell et al., 1990; Sharpe, 1994).

Existe grande variacdo no numero e nas dimensdes (didmetro e comprimento dos
tibulos seminiferos) nas diferentes espécies de mamiferos. O comprimento total dos tibulos
seminiferos estd relacionado a trés parametros estruturais: tamanho do testiculo, diametro
tubular e densidade volumétrica dos tubulos seminiferos. De maneira geral, ha de 10 a 15
metros de tibulo por grama de testiculo em grande parte dos mamiferos ja estudados (Franca
& Russell, 1998). A medida do diametro tubular € uma abordagem classicamente utilizada
como indicador da atividade espermatogénica em investigacdes envolvendo a funcdo
testicular (Russell et al., 1994; Muiioz et al., 1998).

O compartimento intertubular é constituido de células de Leydig, vasos sanguineos e
linfaticos, nervos e uma populacdo celular varidvel constituida principalmente por
fibroblastos, macréfagos e mastocitos. Apesar de existir grande variagdo entre as diversas
espécies quanto a propor¢do volumétrica dos diferentes componentes do compartimento
intertubular (Franca & Russell, 1998), a célula de Leydig é usualmente o tipo celular mais

frequente neste compartimento, sendo responsavel pela produgdo de andrégenos, que, por sua
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vez, estimulam o aparecimento de caracteres sexuais secunddrios e a manutengdo da
espermatogénese em animais sexualmente maduros (Franca & Russell, 1998).

H4 uma relagdo direta entre o peso testicular e a producdo espermdtica: quanto maior o
testiculo, maior a producdo de espermatozoides. Porém, a quantidade de espermatozoides
produzidos € sempre maior que o numero necessario para a fecundacdo e, ndo
necessariamente, o tamanho do testiculo acompanha proporcionalmente o tamanho corporal,
uma vez que os animais de grande porte produziriam um enorme excedente (Franca &

Russell, 1998).

2.6. 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 (Russell et al, 1990;
Franca & Russell, 1998). Baseado em caracteristicas morfoldgicas e funcionais, o processo
espermatogénico pode ser dividido em trés fases: (a) fase proliferativa ou espermatogonial,
caracterizada por vdrias e sucessivas divisdes mitéticas dos diferentes tipos de
espermatogonias; (b) fase meidtica ou espermatocitogénica, apds a duplicagdo do DNA no
espermatocito em preleptdteno, sintese de RNA no espermatdcito em paquiteno e finalizacao
da meiose, durante a qual ocorre uma divisdo reducional acompanhada de recombinacgdo
génica e uma divisdo equacional na qual, teoricamente, cada espermatdcito em paquiteno dard
origem a quatro espermdtides haploides; (c) fase de diferenciacdo ou espermiogénica, onde
cada espermatide arredondada passa por profundas mudangas estruturais e bioquimicas e
diferencia-se em espermatozoide, um tipo celular morfologicamente especializado para
alcancar e fertilizar o ovdcito (Sharpe, 1994).

A espermatogénese inicia-se com a célula germinativa primitiva, a espermatogonia A,
que € a célula fonte localizada junto a membrana basal. As espermatogdnias se dividem por
mitose e as células neoformadas podem continuar a se dividir e originar novas
espermatogoOnias ou parar a divisdo e crescer, originando os espermatdcitos primarios ou
espermatdcitos I, células que entram em meiose. Como a préfase da primeira divisdo meidtica
€ muito demorada, a maioria dos espermatdcitos I vistos nas preparacdes histoldgicas estd
nesta fase. Os espermatdcitos I sdo as maiores células da linhagem espermatogénica e sdo
caracterizados pela presenca de cromossomos em diferentes fases de condensacdo. Dessa

primeira divisdo meidtica resultam células menores, os espermatdcitos secunddrios ou
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espermatdcitos II. Os espermatdcitos II ficam mais préximos da luz dos tibulos seminiferos e
¢ dificil observa-los em cortes histoldgicos, pois entram logo na segunda divisdo meidtica.
Desta divisdo resultam as espermatides, células que sdo caracterizadas pelo pequeno tamanho,
ndcleos com zona de cromatina condensada e por sua localizacdo contigua a luz dos tibulos
seminiferos. Nesta fase terminam as divisdes celulares da espermatogénese e cada
espermatide passard por um processo de modificagdes complexas, denominado
espermiogénese, que levard a formacdo dos espermatozoides. Podem ser observadas nas
preparagdes histoldgicas espermdtides com a mais variada morfologia, de acordo com a fase
da espermiogénese em que se encontram (Kierszenbaum, 2011).

Nos tubulos seminiferos de individuos sexualmente maduros, as células germinativas
ndo estdo organizadas ao acaso, € sim em associacdes celulares distintas denominadas
estddios, os quais se sucedem com o tempo de maneira bastante ordenada, formando o ciclo
do epitélio seminifero. Os estddios do ciclo podem ser classificados pelo método da
morfologia tubular (Berndtson, 1977; Franca & Russell, 1998) e pelo método acrossomico
(Leblond & Clermont, 1952; Russell et al., 1990). No primeiro caso, 8 estddios do ciclo sdo
obtidos para todas as espécies, enquanto que pelo sistema acrossdmico o nimero de estadios
classificados € variado para cada espécie. A duracdo do ciclo do epitélio seminifero € uma
constante bioldgica espécie especifica, que estd sob o controle do gendtipo da célula
germinativa (Franca et al., 1998). De maneira geral, em torno de 4,5 ciclos sdo necessarios
para que o processo espermatogénico se complete em mamiferos, ou seja, desde uma
espermatogonia do tipo A até a liberacdo dos espermatozoides no lume do tibulo seminifero
(Franga & Russell, 1998).

Os espermatozoides sao compostos de cabega e cauda. A cabeca € constituida pelo
nucleo condensado, sendo que, na face externa dos dois tercos anteriores da cabeca existe um
capuz denominado acrossoma, que € formado principalmente por enzimas que desempenham
papel importante durante a fertilizagdo. A cauda denomina-se flagelo e contém grande nimero
de mitocOndrias responsaveis pelo fornecimento de energia que gera o batimento do flagelo e
a motilidade dos espermatozoides. Estes se deslocam em meio liquido, com velocidade de
aproximadamente 1 a 4 mm/min (Guyton, 2011).

Todo o processo espermatogénico € controlado por vdrios hormonios dentre eles o
hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH), o hormonio foliculo estimulante (FSH), o
hormoénio luteinizante (LH) e a testosterona (TT) (Guyton, 2011), ou seja, necessita da

integridade do eixo hipotdlamo-hipdfise-gonadas (Antunes-Rodrigues & Favaretto, 1999).
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Durante o processo espermatogénico, as células de Sertoli e as células germinativas
interagem de maneira bastante complexa, tanto fisica quanto bioquimicamente. Existem
diversas formas de juncdes intercelulares entre esses dois tipos celulares, incluindo-se
desmossomos, juncdes do tipo “gap” e as jungdes a base de actina. Apesar de serem
postuladas vérias funcdes para estes componentes juncionais, existem ainda poucas evidéncias
experimentais para apoiar o papel preciso dos mesmos (Russell e Griswold, 1993). No
entanto, fica bastante evidente a necessidade da interagdo das células germinativas com os
componentes somdticos do testiculo, principalmente células de Sertoli, células de Leydig e
células mioides, para que o processo espermatogénico transcorra de maneira normal e
eficiente (Daduone & Demuolin, 1993; Russell et al., 1994; Franca & Russell, 1998). A
integridade funcional da membrana basal elaborada pelas células de Sertoli e células mioides

¢ também essencial para o processo espermatogénico (Dym, 1994).

2.7 Células de Sertoli

A célula de Sertoli, descrita originalmente por Enrico Sertoli em 1865 na Itdlia, € uma
célula somadtica residente entre as células germinativas no tibulo seminifero (Russell et al.,
1990). Essas células s@o de origem epitelial e sdo responsivas a retinoides. Esse tipo celular é
bem caracterizado morfologicamente e bioquimicamente, o que facilita a identificagdo dos
efeitos celulares mediados por retinoides e espécies reativas de oxigénio (Moreira et al.,
1997). Possuem extensdes citoplasmadticas que contornam os espermatdcitos e espermatides
mantendo estreita interacdo com as c€lulas germinativas durante todo o seu desenvolvimento
(Russell & Griswold, 1993). O citoesqueleto € responsavel por manter a forma celular e os
movimentos ativos no citoplasma, essencial a acomodacdo dos constantes movimentos das
células germinativas (Dadoune & Demuolin, 1993; Russell & Griswold, 1993). Durante o
desenvolvimento testicular, as células de Sertoli multiplicam-se por mitose, porém apds a
puberdade ndo sofrem mais divisdes, mantendo sua populagdo estavel. O seu nimero total por
testiculo, estabelecido durante o desenvolvimento testicular, estd relacionado com o tamanho
do testiculo e com a produgdo espermdtica do animal (Russell & Griswold, 1993; Sharpe,
1994).

As células de Sertoli desempenham um papel fundamental na regulacdo da
espermatogénese, ja que intermedeiam a agdo da testosterona (TT) e hormdnio foliculo

estimulante (FSH) nos testiculos, sendo responsaveis pelo inicio, manutencdo e regulacao
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deste processo (Sharpe, 1994). Apresentam capacidade relativamente fixa de suporte das
células germinativas de maneira espécie especifica. Adicionalmente, possuem outras fungdes
que incluem a compartimentalizacdo do tdbulo seminifero pelas juncdes oclusivas entre as
células de Sertoli propiciando um ambiente protegido e especializado para as células
germinativas em desenvolvimento, a sustentacdo e suporte nutricional especial das células
germinativas em diferenciacdo, a translocac@o destas células em direcdo ao lume tubular, a
secrecdo de fluidos e proteinas e a eliminacdo fagocitica de células germinativas em

degeneracao e do citoplasma excedente resultante da espermiogénese (Russell et al., 1990).

2.8 Células de Leydig

Preenchendo o espaco entre os tibulos seminiferos, encontram-se tecido conjuntivo,
nervos, vasos sanguineos e linfaticos. Porém, o principal componente celular deste
compartimento € a célula de Leydig, cuja disposi¢do varia de espécie para espécie. Sao
células relativamente grandes, poliédricas e com nucleo localizado excentricamente no
citoplasma contendo granulos de heterocromatina, que por sua vez, formam uma camada
intimamente associada ao envoltorio nuclear. Surgem nos testiculos durante o periodo
embriondrio (Setchell, 1991). De acordo com Ross et al. (2003), as células de Leydig
possuem cardter eosinofilico, devido principalmente a grande quantidade de reticulo
endoplasmatico liso e goticulas de gordura em seu citoplasma.

Fawcett et al. (1973) descreveram que o arranjo e a propor¢cao dos elementos
constituintes do espaco intertubular, nas diferentes espécies de mamiferos, seguem em geral,
trés padroes distintos: I — espécies nas quais as células de Leydig e o tecido conjuntivo
ocupam uma drea muito pequena no compartimento intertubular, contrastando com extensos
sinusoides linfaticos (ex: rato, camundongo, hamster); II — espécies que apresentam grupos de
células de Leydig espalhados em abundante tecido conjuntivo frouxo, drenado por vasos
linfaticos localizados central ou excentricamente no espacgo intertubular (ex: bovino, macaco,
homem); III — espécies nas quais abundantes grupamentos de células de Leydig ocupam
praticamente todo o compartimento intertubular, restando muito pouco tecido conjuntivo e
linfatico (ex: suino e zebra). Os mesmos autores inferem que a quantidade de células de
Leydig e a disposicao de vasos linfaticos nos mamiferos estd provavelmente relacionada a
habilidade dos linfaticos de mover para fora dos testiculos materiais vascularmente secretados

e manter concentracdes adequadas de andrégenos no testiculo e nos vasos sanguineos.

15



As células de Leydig sdo bastante conhecidas por sua marcante producdo de
andrégenos, os quais sdo sintetizados a partir de uma molécula base, o colesterol. Esta
producdo de andrégenos ocorre por meio de estimulos do hormodnio luteinizante (LH)
sintetizado e secretado na adenohipdfise sob influéncia do hormonio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) proveniente do hipotdlamo (Bardin, 1996).

Nos testiculos, existem receptores para andrégenos nas células de Sertoli, células
mioides, células musculares lisas dos vasos e na propria célula de Leydig (Schlatt et al., 1997;
Sudrez-Quian et al., 1998). Dentre os androgenos sintetizados pelas células de Leydig
incluem-se a testosterona e a diidrotestosterona, que sao responsaveis pela diferenciacdo do
trato genital masculino e da genitdlia externa na fase fetal (Pelliniemi et al., 1996), além de
serem responsaveis pelo aparecimento e manuten¢do dos caracteres sexuais secunddrios e pela
sustentacdo qualiquantitativa da espermatogénese a partir da puberdade (Sharpe, 1994).
Particularmente, a diidrotestosterona € responsdvel pela manutencdo funcional das glandulas
sexuais acessorias e do epididimo (Luke & Coffey, 1994; Goyal et al., 1999).

Muitos fatores podem modular a atividade das células de Leydig e, dentre estes, se
destacam os compostos citotdxicos, os quais de uma forma direta ou indireta afetam a funcao
destas células. A vitamina A, e seus derivados como o acido retinoico estdo envolvidos na
regulacdo das funcdes testiculares em roedores. A deficiéncia de vitamina A provoca
interrupcao precoce da espermatogénese, caracterizada por degeneracdo de todas as células
germinativas meidticas e defeituosa secrecdo de testosterona. No entanto, hipervitaminose A
em ratos reduz a massa testicular, perturba o ritmo da espermatogénese, afeta negativamente
as c€lulas de Leydig, reduzindo o volume intersticial (Gencoglan & Tosun, 2011).

As células de Leydig sdo vulnerdveis a uma ampla variedade de toxinas que
comprometem a secrecdo de andrégenos, interferindo negativamente no processo
espermatogénico. Compostos que interferem indiretamente na atividade das células de Leydig
podem agir no eixo hipotalamico-hipofisério inibindo a secre¢do de GnRH pelo hipotalamo
ou de LH pela adenohipoéfise. De outro modo, compostos que afetam diretamente as células
de Leydig podem agir induzindo a apoptose e a formacdo de tumores de células de Leydig.
Embora haja numerosos estudos, tais mecanismos de acdo ainda ndo foram completamente
compreendidos, necessitando de pesquisas complementares, na tentativa de elucidar o grau de
toxicidade e o mecanismo de acdo desses compostos na atividade das células de Leydig

(Morris, 1996; Creasy, 2001).
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2.9. Analises dos Efeitos da Isotretinoina sobre Testiculos

Ultimamente, as razdes para se testar substancias quimicas, incluindo farmacos, sio
para determinar se eles sdo capazes de causar efeitos que influenciem a satde e, se o fizerem,
permitir estimar os niveis de exposicdo que podem ser considerados seguros ou
suficientemente benéficos. Prote¢des contra efeitos adversos, determinagao de dose ou niveis
que produzem beneficios que excedem os riscos sdo usualmente usados para exposicoes
humanas potenciais a um agente (Russell et al., 1990).

Para avaliacdo compreensiva do sistema reprodutor masculino, € importante
determinar os efeitos na produgdo e qualidade espermatica, associados a adequada avaliagdo
histomorfométrica do testiculo e glandulas acessorias, fornecendo um padrdo razodvel da

habilidade do animal de produzir s€men normal (Russell et al., 1990).

3. OBJETIVOS

Os principais objetivos propostos foram avaliar quantitativamente, através de andlises
biométricas, histomorfométricas e bioquimicas, a agdao do farmaco Roacutan® 20mg (4cido
13-cis-retinoico, isotretinoina) sobre o aparelho reprodutor masculino, enfatizando possiveis
alteracoes testiculares relativas ao processo espermatogénico e androgénico de ratos Wistar
adultos.

Para tal foram avaliados:

- Biometria corporal;

- Peso dos 6rgaos: testiculo, epididimo, glandula vesicular, prostata, figado, e rins;
- Proporg¢des volumétricas, volume de tibulos seminiferos;

- Indices gonadossomitico, tubulossomitico e Leydigossomatico;

- Diametro tubular, altura do epitélio seminifero;

- Comprimento total dos tibulos seminiferos e comprimento de tubulo por grama de testiculo;
- Propor¢do volumétrica e volume dos elementos do intertibulo;

- Didmetro nuclear e relacdo nucleoplasmatica das células de Leydig;

- Volume nuclear, citoplasmatico e celular de Leydig;

- Numero total de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo;

- Qualidade espermética e

- Niveis séricos de testosterona.
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ARTIGO 1

Efeito da isotretinoina (acido 13-cis-retinoico) sobre a histomorfometria de tibulos

seminiferos, de glandulas acessorias e qualidade espermatica de ratos Wistar adultos

RESUMO

O 4cido 13-cis-retinoico ou isotretinoina é o composto ativo do fairmaco comercializado com
o nome de Roacutan®. Trata-se de um retinoide sintético utilizado em altas doses para o
tratamento de acnes severas, atuando no crescimento e diferenciacdo das células epidérmicas.
Neste trabalho foram avaliados os efeitos do tratamento com Roacutan® 20mg na
morfometria testicular, dos tubulos seminiferos, de glandulas acessérias e qualidade
espermatica de ratos Wistar adultos. Utilizaram-se 24 ratos machos em idade reprodutiva (70
dias), divididos em trés grupos: dois grupos tratados e um grupo controle. Os animais dos
grupos tratados foram submetidos a administracdo por gavagem de 0,2mg e 0,4mg de
Roacutan® em 1,0mL de 6leo de soja/animal, respectivamente, uma vez por dia, durante 60
dias. Os animais do grupo controle receberam também por gavagem 1,0mL de
dgua/animal/dia em igual periodo. A administracdo de Roacutan® ndo alterou o peso
testicular, o peso do parénquima testicular, o volume dos tdbulos seminiferos e o
comprimento total dos tibulos seminiferos. Houve, porém, aumento da propor¢do de tibulos
seminiferos, redu¢do da massa prostdtica e prejuizo na manutencdo da integridade estrutural
das membranas espermadticas com reducdo na motilidade total dos espermatozoides. Estes

resultados sugerem que doses terapéuticas de isotretinoina possam afetar a fertilidade

masculina seguinte a exposi¢cao ao medicamento.

Palavras-chave: Isotretinoina, toxicidade, espermatogénese, testiculo, tibulo seminifero.
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1. INTRODUCAO

A isotretinoina é considerada o tnico retinoide que apresenta aplicacdo clinica através
de terapia sistémica para tratamento da acne (Diniz et al., 2002), sendo empregada, com
particular interesse, no tratamento da acne cistica e nodular (Saurat, 1997).

Uma vez que o desenvolvimento das glandulas sebdceas e a exacerbagdo de sua
atividade secretora sdo fatores essenciais para a ocorréncia de les@o inflamatdria associada a
acne, o bloqueio provocado pela isotretinoina na producdo de sebo constitui fator
determinante de sua atividade farmacoldgica no tratamento desta afec¢do (Saurat, 1997).

Atualmente, o papel dos retinoides na proliferacdo e diferenciagdo celular tem sido
bastante investigado, porém sdo raros os estudos que comprovem sua toxicidade em nivel
testicular. Sabendo-se dos efeitos adversos clinicos causados pela isotretinoina, tornam-se
importantes e necessarios estudos criteriosos sobre este farmaco, para que haja comprovagao
ou nao de seus efeitos colaterais e/ou toxicos sobre a espermatogénese.

Os testiculos dos mamiferos estdo divididos morfolégica e funcionalmente em dois
compartimentos: o tubular ou espermatogénico e o intertubular ou androgénico. A proporcao
desses compartimentos varia consideravelmente entre as espécies, sendo um dos principais
fatores responsdveis pela diferenca observada para a efici€éncia da producdo espermatica entre
elas (Franca & Russell, 1998; Paula, 1999).

O estudo dos testiculos por meio da quantificac@o histolégica tem sido util para avaliar
as caracteristicas reprodutivas basicas em animais (Barros et al., 2007; Sarti et al., 2009;
Caldeira et al., 2010). Parametros quantitativos diretamente relacionados com o tubulo
seminifero, como diametro tubular, espessura do epitélio seminifero e o comprimento total de
tibulos seminiferos apresentam relagc@o positiva com a atividade espermatogénica, fornecendo
informacdes para o estabelecimento da mesma em uma dada espécie (Frangca & Russel, 1998;
Paula, 1999). As mensuracdes tubulares sdo abordagens utilizadas como indicadores da
atividade espermatogénica em investigagdes envolvendo a fungao testicular (Franga & Russel,
1998).

Segundo Gencoglan & Tosun (2011), os resultados dos estudos sobre os efeitos dos
retinoides em relagdo a espermatogénese sdo controversos. Portanto, a avaliacdo dos efeitos
do Roacutan® sobre as caracteristicas testiculares e processo espermatogénico torna-se

relevante.
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Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os parametros histomorfométricos do
compartimento tubular do testiculo e das glandulas acessdrias, assim como avaliar a qualidade
espermdtica em animais submetidos a diferentes dosagens de Roacutan®, correlacionando-os

a massa corporal em ratos Wistar adultos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais, Grupos Experimentais e Tratamento

Foram utilizados 24 ratos Wistar machos em idade reprodutiva (70 dias), provenientes
do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saide da Universidade Federal de
Vigosa. Os animais foram manuseados e submetidos a eutandsia de acordo com Principios
Eticos de Pesquisa Animal, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal
(COBEA), sendo os critérios metodoldgicos aprovados pela Comissdo de Etica para o Uso de
Animais da Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV — Protocolo nimero 11/2012).

Os animais foram pesados (média 316g), colocados em gaiolas individuais e
distribuidos em 3 grupos experimentais: grupo 1 (controle; n=6) recebeu 1,0mL de agua
deionizada; grupo 2 (tratado; n=9) recebeu 0,2mg de Roacutan® em 1,0mL de 6leo de
soja/animal; grupo 3 (tratado; n=9) recebeu 0,4mg de Roacutan® em 1,0mL de 6leo de
soja/animal. Estas doses corresponderam as doses terapéuticas minimas (0,5 — 1,0mg/kg/dia)
para humanos.

Os animais foram mantidos em condigdes controladas de temperatura (média de 22°C)
e fotoperiodo (12-12h claro/escuro) durante o periodo experimental de 60 dias consecutivos,
tempo este considerado crénico para o epitélio seminifero, uma vez que todo o processo
espermatogénico do rato Wistar tem aproximadamente esta duracdo. Todo o regime liquido

foi fornecido ad libitum assim como a alimentac¢do sélida (racdo).

2.2 Diluicao do Roacutan® 20mg

As cdpsulas de Roacutan® (Roche) 20mg foram armazenadas em temperatura
ambiente (entre 15° e 30°C), em embalagem original, protegidas da umidade e da luz. Cada
capsula foi cuidadosamente cortada e todo seu conteddo (liquido) retirado utilizando-se uma
micropipeta e colocado em um recipiente de vidro ambar onde foi diluido seguindo o seguinte

protocolo: 01 cdpsula de Roacutan® 20mg em 100 mL de 6leo de soja para dose
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convencional e 02 cdpsulas de Roacutan® 20mg em 100 mL de 6leo de soja para dose dupla.
Todos os cuidados relativos a manipulacdo, condicdes de temperatura e armazenamento do

farmaco foram tomados para preservar a estabilidade do produto e evitar contaminagdes.

2.3 Coleta das amostras

Ao término do periodo experimental, os animais foram contidos, pesados e
eutanasiados em atmosfera de CO,. Em seguida, foram removidos os testiculos, epididimos,
glandulas vesiculares e prostata que foram pesados em balancga de precisao (BEL Mark 160;
0,001g). Todos os 6rgdos coletados foram imersos em solu¢do de Karnovsky (Karnovsky,
1965) por 24horas para andlises histomorfométricas.

Os espermatozoides foram coletados diretamente do epididimo, através de maceracdo
da cauda em placa de Petri e obten¢do do seu fluido. Este fluido foi diluido em solucdo TRIS

e processado para avaliagdo de caracteristicas morfofuncionais dos espermatozoides.

2.4 Analises Biométricas e Morfométricas

Fragmentos de um dos testiculos, destinados ao estudo em microscopia de luz, foram
desidratados em concentracdes crescentes de etanol, incluidos em 2-hidroxietil metacrilato
(Historesin®; Leica), sendo posteriormente seccionados na espessura de 3um em micrétomo
rotativo automdtico (Reichert-Jung, Alemanha) com navalha de vidro. Os cortes histolégicos
semisseriados foram obtidos em intervalos de 13 cortes, correspondendo a distancia de 40pum
entre eles. As sec¢des obtidas foram colocadas em laminas de vidro — 02 ldminas por animal —
totalizando 10 sec¢des por lamina, que foram coradas com azul de toluidina-borato de sédio
1% e montadas com Entellan® (Merck). Imagens do parénquima testicular foram obtidas em
fotomicroscopio Olympus BX-60 acoplado ao software de captura de imagens Q Capture.
Para anélise das imagens foi utilizado o programa Image-Pro Plus (Media Cybernetics). O
testiculo contralateral foi dissecado e foi retirada a albuginea para calcular o percentual

ocupado pela mesma no testiculo.
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2.4.1 Peso do parénquima testicular e indice gonadossomatico

O peso do parénquima testicular (PPar), que corresponde ao volume liquido do
testiculo, foi obtido subtraindo-se do peso bruto do testiculo o peso da albuginea testicular
(PPar=PT-PA) onde PT= peso bruto do testiculo e PA € o peso da albuginea.

Baseado nos pesos corporais e testiculares foi calculado o indice gonadossomatico
(IGS) a partir da férmula IGS= (PG/PC)*100 onde PG=peso total das gdonadas e PC=peso

corporal. O IGS representa a proporcao (%) do peso corporal alocado em testiculo.

2.4.2 Proporgdes volumétricas (%); volume do compartimento do parénquima testicular e

indice tubulossomatico (%)

As propor¢des volumétricas dos compartimentos do parénquima testicular foram
estimadas a partir da contagem de 2.520 pontos sobre tubulo e intertubulo, utilizando o
software Image-Pro Plus®, projetados sobre imagens capturadas em fotomicroscopio,
totalizando 10 campos histoldgicos aleatérios para cada animal. Para obtencdo da densidade
volumétrica (%) dividiu-se o nimero de pontos sobre tiibulos e intertibulo pelo ndmero total
de pontos constantes da grade quadriculada e multiplicou-se por 100.

O volume de cada compartimento do parénquima testicular, expresso em mL, foi
obtido pela multiplicagdo do percentual ocupado por tibulos ou intertibulo (densidade
volumétrica) pelo volume liquido do testiculo (PPar= peso do parénquima) e dividindo por
100. Como a densidade do testiculo de mamiferos estd em torno de 1 (Johnson & Neaves,
1981; Franca, 1991, Paula, 1999; Tae et al., 2005; Costa et al., 2011), o peso do testiculo foi
considerado igual ao seu volume.

Baseando nos volumes de tibulos seminiferos e nos pesos corporais, foi calculado o
indice tubulossomatico (ITS) a partir da férmula ITS= (DVT/PC)*100, onde DVT=densidade
volumétrica de tibulo seminifero e PC=peso corporal.

Como o epitélio corresponde a parte de maior importancia funcional do tibulo
seminifero calculou-se o volume do epitélio germinativo (VEG) utilizando-se a férmula
VEG=DVE*PPar/100, onde DVE=densidade volumétrica epitelial e PPar=peso do

parénquima testicular.
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2.4.3 Diametro tubular e altura do epitélio seminifero

O didmetro tubular médio foi obtido, para cada animal, a partir da medida de 10
seccoes transversais de tibulos seminiferos de contorno o mais circular possivel, ndo levando
em consideracdo o estadio do ciclo do epitélio seminifero.

Nas mesmas sec¢des utilizadas para se medir o didmetro tubular foi medida a altura do
epitélio seminifero, obtida da tdnica prépria até o lume tubular. O valor encontrado para altura
do epitélio, em cada tdbulo, representa a média de duas medidas diametralmente opostas. As

mensuragdes foram feitas com o auxilio do software Image-Pro Plus®.

2.4.4 Comprimento total dos tibulos seminiferos e comprimento de tibulo por grama de

testiculo

O comprimento total dos tibulos seminiferos (CTT), expresso em metros, foi estimado
a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tibulos seminiferos nos testiculos (VTS) e
do diametro tubular médio obtido para cada animal, empregando-se a fdérmula:
CTT=VTS/aR? onde VTS=volume total de tubulos seminiferos; mR’=drea da seccdo
transversal dos tibulos seminiferos; R=didmetro tubular/2 (Attal & Courot, 1963; Dorst &
Sajonski, 1974).

Para o cdlculo do comprimento tubular por grama de testiculo, dividiu-se o valor de

CTT pelo peso bruto dos testiculos.

2.5 Avaliacao Espermatica
Para avaliar o efeito do medicamento sobre a viabilidade espermatica, foram

realizadas andlises de morfologia, motilidade e concentra¢do espermatica.

2.5.1 Morfologia espermdtica (%)

Para anélise da morfologia espermatica, uma aliquota 100uL. de fluido da cauda do
epididimo foi diluida em 200pL de solu¢cdo de formol salina tamponada e avaliada em
preparacdo Umida, utilizando-se 1amina e laminula e microscopio de contraste de fase no
aumento de 1000X, sendo analisadas 200 células. As anormalidades esperméticas observadas

foram classificadas quanto a defeitos de cabeca (DC), enrolamento de cauda (EC), peca
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intermedidria quebrada (PIQ), peca intermedidria fracamente dobrada (PIFRD), peca
intermedidria fortemente dobrada (PIFD), gota citoplasmdtica proximal (GCP) e gota
citoplasmadtica distal (GCD). Todo espermatozoide com mais de uma alteracio morfolégica

foi classificado na categoria que representava a alteracdo mais préxima do dpice da célula.

2.5.2 Avaliagdo da integridade estrutural da membrana plasmitica e acrossomal dos

espermatozoides (%)

A integridade estrutural da membrana plasmética e do acrossoma foi avaliada pela
técnica de fluorescéncia, adotando-se dois fluorocromos, o Diacetato de Carboxifluoresceina
(CFDA) e o Iodeto de Propidio (PI), segundo o protocolo proposto por Harrison e Vickers
(1990) e modificado por Ziccari (1998). Foram adicionados 10uL. de fluido epididimério a
40pL da solugdo trabalho: 960uL de citrato de sédio + 10uL de iodeto de propidio + 10uL de
formol + 20uL de CFDA. Esta solucao foi incubada por oito minutos em banho-maria a 37°C
e avaliada em microscépio de epifluorescéncia no aumento de 400X, ao abrigo da luz,
utilizando filtro de 480 a 610nm. Foram contadas 100 células, considerando-se trés categorias
de espermatozoides: integros, lesados e semilesados. Segundo Graham et al. (1990) e Arruda
& Celeghini (2003), a combinagdo do Iodeto de Propidio (PI) com Diacetato de
Carboxifluoresceina (CFDA) permite avaliar a integridade da membrana plasmaética devido as
suas caracteristicas moleculares, sendo proposto por esses autores o mecanismo de acdo
desses corantes fluorescentes, de modo que o CFDA, por conter radicais acetil, consegue
transpor a membrana plasmatica intacta, sendo imediatamente desacetilada por esterases
intracelulares, tornando a sonda impermeével e fazendo com que os espermatozoides integros
corem-se em verde. Em contrapartida, o PI somente penetra através de espermatozoides que
contenham membrana acrossomal lesada, tendo afinidade pelo DNA e corando o nicleo da

célula em vermelho.

2.5.3 Motilidade total (%) e concentracdo espermatica

Para a avaliagdo da motilidade foi colocada uma gota de fluido da cauda do epididimo
entre lamina e laminula, previamente aquecidas a 37°C, para andlise em microscopio 6ptico
Bioval nos aumentos de 100X e 400X. A motilidade foi expressa em porcentagem (CBRA,
1988).
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A concentragdo espermdtica foi determinada a partir da contagem de espermatozoides
em camara de Neubauer, apds diluicao do fluido da cauda do epididimo em solucao de formol
salina tamponada na propor¢do de 1:100, utilizando microscépio de luz em aumento de 400X.

Os resultados foram expressos em x10°.
2.6 Analises Estatisticas

Andlise da varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman-Keuls (SNK)

foi usada para comparar médias e desvio padrdo entre os grupos experimentais (p<0,05).
3. RESULTADOS

Os resultados das caracteristicas biométricas e morfométricas analisadas estio
descritos na tabela 1. Nao houve diferenca significativa entre os grupos experimentais com
relacdo a massa corporal, testicular, da albuginea, do parénquima testicular, epididimo e
glandula vesicular (p>0,05). O peso da prostata reduziu 45,71% e 48,57% nos grupos G2 e
G3, respectivamente, em relacdo ao controle G1 (p<0,05). Nao houve variagdo significativa
entre os tratamentos com o farmaco.

As proporg¢des volumétricas (%) e o volume (mL) dos compartimentos do parénquima
testicular estdo demonstrados na tabela 2. A propor¢do volumétrica de tibulos nos grupos G2
e G3 apresentou aumento significativo quando comparados ao grupo controle (p<0,05).

Nao houve diferenca significativa na proporcao volumétrica do epitélio germinativo entre os
tratamentos e o grupo controle (p>0,05).

A propor¢do volumétrica de lume no grupo G2 aumentou significativamente em
relacdo ao controle (p<0,05). Nao houve diferenca significativa entre o grupo G3 e o grupo
controle (p>0,05).

N3ao houve diferenca significativa na propor¢ao volumétrica de tiinica propria entre 0s

grupos (p>0,05).
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Tabela 1. Caracteristicas biométricas e morfométricas de ratos Wistar em idade reprodutiva, apds

tratamento com Roacutan® (isotretinoina).

Parametros G1 (n=6) G2 (n=9) G3 (n=9)
PC (g) 384,67 + 77,83 396,89 +46,98" 410,33+ 27,97
PT (g) 3,37 +0,34° 3,50+ 0,23° 3,48 +0,10"
PA (g) 0,035 + 0,005° 0,036 + 0,003" 0,032 + 0,005"
PPar(g) 3,22 £0,34" 3,35+ 0,23 3,33 +0,10°
PEpi(g) 0,72 + 0,04 0,74+ 0,07* 0,71 + 0,05
PGV (g) 1,02 £0,15° 0,93 £0,16° 0,80 + 0,26
PPr (g) 0,35 +0,09° 0,19 + 0,06 0,18 0,06

Média + desvio-padrao; G1: grupo controle, 1,0mL dgua via oral; G2: grupo tratado com
0,2mg/animal/dia de Roacutan®; G3: grupo tratado com 0,4mg/animal/dia de Roacutan®;
Peso corporal (PC); Peso dos testiculos (PT); Peso da albuginea (PA); Peso do parénquima
testicular (PPar); Peso do epididimo (PEpi); Peso da glandula vesicular (PGV); Peso da

prostata (PPr). P etras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p <0,05).

Tabela 2. Proporcdo volumétrica e volume dos compartimentos do parénquima testicular de ratos

Wistar em idade reprodutiva, apés tratamento com Roacutan® (isotretinoina).

Parametros G1 (n=6) G2 (n=9) G3 (n=9)
Tdbulo 9439 +£0,31* 9587 +1,25° 96,66+ 0,36°
Epitélio a a a
o 82,15+0,86" 79,76 +2.83* 81,66+235
Germinativo
Proporcdo Lume 7.53+0,50° 10,92 +2.68° 977 +2.43®
Volumétrica (%)
Tdnica Prépria 4,71 £0,53° 5,19 +0,41° 5,23 +0,33%
Intertdbulo 5,61 £028*  4,13+1,18"°  334+0,34°
Tdbulo 3,04+ 035" 322+024* 322+0,10°
Volume (mL)
Intertibulo 0,18 +0,03* 0,14+0,05" 0,11 +0,01°

Meédia + desvio-padrdo; G1: grupo controle, 1,0mL 4gua via oral; G2: grupo tratado com
0,2mg/animal/dia de Roacutan®; G3: grupo tratado com 0,4mg/animal/dia de Roacutan®;

“P[ etras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p < 0,05).
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A propor¢do volumétrica de intertibulo dos grupos G2 e G3 reduziu 26,38% e
40,46%, respectivamente em relagdo ao controle G1 (p<0,05), porém nao se diferenciaram
entre si. Ndo foi observada diferenca significativa do volume ocupado pelos tibulos
seminiferos entre os grupos, porém houve reducdo do volume ocupado pelo intertibulo de
22,22% e 38,88%, respectivamente, nos grupos G2 e G3 em relacdo ao controle (p<0,05).
Nao houve diferenca significativa entre os grupos tratados (p>0,05).

Os indices Gonadossomatico (IGS) e Tubulossomatico (ITS) encontram-se na tabela

3. O IGS assim como o ITS, ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos (p>0,05).

Tabela 3. Indice Gonadossomdtico (IGS) e Tubulossomdtico (ITS) de ratos Wistar em idade

reprodutiva, ap6s tratamento com Roacutan® (isotretinoina) (p>0,05).

Parametros G1 (n=6) G2 (n=9) G3 (n=9)

IGS (%) 0,91 +0,24° 0,89 +0,07° 0,85 + 0,07

ITS (%) 0,75 +0,20" 0,71 £0,07* 0,70 £ 0,07*

Média + desvio-padrdo; G1: grupo controle, 1,0mL 4gua via oral; G2: grupo
tratado com 0,2mg/animal/dia de Roacutan®; G3: grupo tratado com
0,4mg/animal/dia de Roacutan®; AP etras diferentes na mesma linha diferem

estatisticamente (p < 0,05).

Na tabela 4 sdo apresentadas as medidas de didmetro tubular, altura do epitélio,
comprimento total dos tibulos seminiferos e comprimento dos tibulos seminiferos por grama
de testiculo. Nao houve diferenca significativa entre os grupos experimentais com O
fornecimento de Roacutan® (p>0,05).

A avaliagdo morfoldgica dos espermatozoides da cauda do epididimo encontra-se na
tabela 5. Os animais dos grupos tratados apresentaram menor percentual de gota
citoplasmdtica distal que o grupo controle (p<0,05). O percentual de espermatozoides
morfologicamente normais foi maior nos grupos tratados (p<0,05). As demais caracteristicas

avaliadas ndo apresentaram diferenca significativa.

32



Tabela 4. Didmetro tubular (DT), altura do epitélio seminifero (AE); comprimento total dos tubulos

seminiferos (CTT) e comprimento total dos tibulos por grama de testiculo (CTT/g) de ratos Wistar em

idade reprodutiva, apds tratamento com Roacutan® (isotretinoina) (p>0,05).

Parametros G1 (n=6) G2 (n=9) G3 (n=9)
DT (um) 287,87 +£26,12° 302,76 + 31,97 288,53 +15,67"
AE (um) 102,02 + 8,80" 105,21 + 7,45* 98,58 + 6,06
CTT (m) 48,06 + 12,39* 45,78 £ 9,06" 49,69 + 6,50°
CTT/g (m/g) 14,19 £2,77* 13,15 +2,80° 14,24 +1,53°

Média + desvio-padrdo; Gl: grupo controle, 1,0mL 4dgua via oral; G2: grupo tratado

com 0,2mg/animal/dia de Roacutan®; G3: grupo tratado com 0,4mg/animal/dia de

Roacutan®; b etras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p <0,05).

Tabela 5. Avaliacdo morfoldgica dos espermatozoides da cauda do epididimo de ratos Wistar tratados

com Roacutan® (isotretinoina) em diferentes concentra¢des por 60 dias.

Parametros G1 (n=6) G2 (n=9) G3 (n=9)
DC (%) 0,33 +0,52° 1,22 +1,30° 0,67 +0,82°
EC (%) 0,50 + 0,84° 1,66 +2,24° 0,83 0,75
PIQ (%) 0,00 + 0,00° 0,11 0,33 0,00 + 0,00°
PIFRD (%) 0,33 £0,52° 0,11 £0,33" 0,00  0,00°
PIFD (%) 0,16 +0,41° 0,11 £0,33" 0,50 + 0,84°
GCP (%) 0,16 +0,41° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
GCD (%) 18,33 + 5,43 533 +5,52° 3,17 £1,72°
Normal (%) 80,16 + 5,38" 91,44 +5,34° 94,83 + 0,75

Meédia + desvio-padrdo; G1: grupo controle, 1,0mL 4gua via oral; G2: grupo tratado com
0,2mg/animal/dia de Roacutan®; G3: grupo tratado com 0,4mg/animal/dia de Roacutan®;
DC = Defeito de Cabeca; EC = Enrolamento de cauda; PIQ = Peca intermedidria quebrada;
PIFRD = Peca intermedidria fracamente dobrada PIFD = Peca intermedidria fortemente

dobrada; GCP = Gota citoplasmatica proximal; GCD = Gota citoplasmatica distal. “"Letras

diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p < 0,05).
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Na tabela 6 e figura 01 estd demonstrada a avaliacdo da integridade estrutural de membranas
de espermatozoides obtidos da cauda do epididimo. Os grupos tratados G2 e G3 apresentaram
reducdo de 32,58% e 40,82% respectivamente, na porcentagem de espermatozoides integros,
acompanhada pelo aumento de 51,38% e 61,27%, respectivamente, do percentual de
espermatozoides lesados quando comparados ao controle (p<0,05). Nao houve diferenca

significativa entre os tratamentos quanto a categoria semilesados (p>0,05).

Tabela 6. Avaliacdo da integridade estrutural de membranas de espermatozoides obtidos da cauda do
epididimo de ratos Wistar tratados com Roacutan® (Isotretinoina) por 60 dias, utilizando

fluorocromos Iodeto de Propidio (PI) e Diacetato de Carboxifluoresceina (CFDA).

Parametros Gl (n=6) G2 (n=9) G3 (n=9)
Integros (%) 59,33 +5,68" 40,00 + 8,56" 35,11 £9,29°
Semilesados (%) 2,50 £2,74° 2,22 +3,93° 3,33 +£3,77°
Lesados (%) 38,17 + 6,43* 57,78 + 6,49° 61,56 +10,14°

Média + desvio-padrdo; G1: grupo controle, 1,0mL dgua via oral; G2: grupo tratado com
0,2mg/animal/dia de Roacutan®; G3: grupo tratado com 0,4mg/animal/dia de Roacutan®;
Integros: CFDAY/IP"; Semi-lesados: CEDA*/IP*; Lesados: CEDA/IP*; “® Letras diferentes na

mesma linha diferem estatisticamente (p < 0,05).

A motilidade total (MT) e concentragdo espermatica (CE) estdo apresentadas na tabela
7. O grupo G3 apresentou redugdo significativa na motilidade espermadtica total de 37,59%
quando comparado ao grupo controle (p<0,05). Nao foi observada diferenca significativa na
motilidade espermdtica do grupo G2 quando comparado ao grupo controle (p>0,05). Nao

houve diferenca significativa na concentragdo espermatica entre os grupos (p>0,05).
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Figura 1 - Fluorescéncia dos espermatozoides. A. Espermatozoides integros (seta) corados pelo CFDA
por apresentarem membrana plasmatica integra em toda sua extensao, observados principalmente no
grupo G1. B. Espermatozoides semi-lesados (setas) corados pelo CFDA devido a integridade da
membrana plasmdtica e nucleo corado pelo PI, devido a lesdio da membrana acrossomal.

Espermatozoides lesados (asterisco) em A e B, com o niicleo corado pelo PI, apresentando membrana

plasmatica e membrana acrossomal lesadas, observados predominantemente em G2 e G3.

Tabela 7. Motilidade total (MT) e concentracdo espermdtica (CE) de ratos Wistar tratados com

Roacutan® (Isotretinoina) por 60 dias.

Parametros G1 (n=6) G2 (n=9) G3 (n=9)
MT (%) 83,33 £5,16° 69,44 +10,14° 52,00 + 29,43°
CE (x 10°% 8000,00 + 7491,66" 3277,77 £ 2412,35" 6083,33 + 4057,91*

Meédia + desvio-padrdo; G1: grupo controle, 1,0mL 4gua via oral; G2: grupo tratado com
0,2mg/dia de Roacutan®; G3: grupo tratado com 0,4mg/dia de Roacutan®; A etras

diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p < 0,05).

4. DISCUSSAO

No presente estudo animais tratados com 0,2 e 0,4mg/animal/dia de isotretinoina nao
apresentaram diferencas significativas no peso corporal, do epididimo e da glandula vesicular.
Chauhan et al. (2007) relataram que, variagdes no peso testicular, prostatico, da glandula
vesicular e do epididimo podem indicar alteracdes nos niveis de testosterona. Em nosso
estudo, animais tratados com ambas as doses de Roacutan® apresentaram reducao
significativa do peso da prostata, sendo esta, indicativo de possivel alteracdo nos niveis de

testosterona circulante. Niveis ideais de testosterona circulante sdo requeridos para manter a
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funcdo testicular e de 6rgdos sexuais acessOrios. Assim, mudangas nos pesos absolutos e
relativos dos 6rgdos reprodutivos sdo evidéncias suficientes para classificar inicialmente um
agente como potencial toxico reprodutivo masculino (Zenick et al., 1994).

Uma forte indicacdo do declinio da contagem de espermatozoides com evidente
diminui¢do da competéncia funcional da produgdo espermética humana tem sido evidenciada
em estudos nos ultimos anos. Esse declinio tem sido associado a diversos fatores como,
exposicdo a poluentes téxicos, ingestdo de substancias variadas e o uso de medicamentos
(Aitken, 2008). A deficiéncia de vitamina A ou auséncia de receptores para dcido retinoico
causam disfuncdo na producdo espermdtica e esterilidade em machos. Por outro lado, o
excesso de vitamina A também induz citotoxicidade testicular e infertilidade (Livera et al.,
2002). O tratamento com Roacutan® em ambas as doses nao interferiu no peso dos testiculos,
no peso do parénquima testicular, peso da albuginea, assim como no volume de tubulos
seminiferos, podendo ndo ter influenciado na producdo espermatica. O peso testicular ou o
tamanho do testiculo podem ser utilizados como indicadores quantitativos da produgdo
espermatica, uma vez que o principal componente do testiculo € o tibulo seminifero (Franca e
Russell, 1998). O mecanismo de acdo da vitamina A nas gonadas é objeto de controvérsias.
Resultados de estudos realizados por Carvalho et al. 1978; Sadek et al. 1999; Gencoglan &
Tosun 2011, sugerem que uma condi¢@o de hipervitaminose A tem um efeito negativo direto
sobre as gonadas. Segundo Comitato, et al. (2006), ratos submetidos a hipervitaminose A por
duas semanas consecutivas apresentaram redu¢cdo da massa testicular, desenvolveram lesdes
no epitélio seminifero, alteraram o ritmo da espermatogénese além de apresentarem células de
Leydig afetadas negativamente e consequentemente reducdo do volume do tecido intersticial.
Em nosso estudo, os grupos tratados com Roacutan® mostraram aumento na propor¢ao
volumétrica de tibulo e lume acompanhado pela redugcdo volumétrica de intertibulo.
Entendemos que tenha sido um aumento compensatério, ocupando o espaco referente a
reduc¢do do intertibulo.

Segundo Franca & Russell (1998), geralmente existe relacdo positiva entre didmetro
tubular e atividade espermatogénica do testiculo. A cimetidina, utilizada no tratamento de
ulceras gastricas e duodenais, € citada como uma substancia téxica ao testiculo, causando
atrofia testicular (Franga et al., 2000). Ratos Wistar tratados com inje¢des de cimetidina em
diferentes concentracdes nao apresentam alteragdes no diametro dos tibulos seminiferos, mas
apresentaram redugdo da altura do epitélio germinativo com o aumento da dose, sem

comprometimento severo do processo espermatogénico (Franca, et al., 2000). Em nossos
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resultados, ndo houve alteracdo significativa na avaliagdo destes mesmos parametros, nos
animais tratados com isotretinoina nas doses 0,2 e 0,4mg/animal/dia. Gencoglan & Tosun
(2011) também ndo encontraram diferenca significativa no que diz respeito ao didmetro dos
tubulos seminiferos entre os animais tratados com isotretinoina nas doses de 1 e 2mg/mL/dia
durante 21 dias de tratamento.

Animais do grupo controle e tratados com Roacutan® apresentaram comprimento de
tdbulos seminiferos por grama de testiculo dentro da faixa conhecida para maioria dos
mamiferos investigados que € de 10 a 15 metros (Franca & Russell, 1998). Esses resultados
também foram observados em ratos adultos tratados com infusdo do caule de Thinnantus
fasciculatus (Melo et al., 2010). O comprimento total dos tibulos seminiferos estéd relacionado
a trés parametros estruturais: tamanho do testiculo, didmetro tubular e volume dos tibulos
seminiferos. Portanto, como ndo houve diferencas significativas nesses parametros, nao
refletiu diferencas significativas no comprimento total dos tibulos seminiferos. Como o
comprimento total dos tibulos seminiferos estd relacionado ao peso testicular, torna-se sem
sentido discutir esse parametro entre as diversas espécies, uma vez que o peso do testiculo é
extremamente variado entre os animais. Esses dados sdo gerados para calcular o comprimento
de tubulos seminiferos por grama de testiculo o que permite comparacdes mais significativas.

O IGS e o ITS, que representam, respectivamente, o percentual de massa corporal
alocado nos testiculos e nos tibulos seminiferos quando avaliados conjuntamente quantificam
o investimento do corpo na producdo espermética. De acordo com nossos resultados, apds 60
dias de tratamento tanto o IGS quanto o ITS ndo apresentaram alteracdes nos animais dos
grupos estudados. Estes resultados corroboram os dados obtidos relativos aos parametros
quantitativos associados aos tubulos seminiferos como didmetro tubular, altura do epitélio
germinativo, comprimento tubular total, comprimento tubular por grama de testiculo e volume
tubular, pois esses parametros influenciam diretamente na massa testicular, e esta nao
apresentou diferenca entre os grupos. Por outro lado, Ferguson et al. (2005) observaram
aumento significativo do IGS em ratos machos tratados com 7,5mg/kg/dia de Accutane®
(40mg) num periodo de 28 dias. Entende-se que esta alteracdo possa ter ocorrido pela
dosagem maior utilizada por esses autores, o que foge das doses clinicas usuais.

O estudo da morfologia dos espermatozoides é um importante parametro na analise da
fertilidade, pois pode refletir os efeitos da toxicidade no sistema reprodutor (Plassmann &
Urwyler, 2001). No presente estudo a morfologia dos espermatozoides colhidos na cauda

epididiméria mostrou-se sem alteracao significativa, quando comparados ao grupo controle. O
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percentual de espermatozoides normais esteve dentro da faixa de valores estabelecida pelo
Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998), estando entre 80 e 100%. Assim,
pode-se afirmar que o percentual de espermatozoides anormais ndo aumentou com as doses
0,2 e 0,4mg/animal/dia de isotretinoina. Esses resultados também foram observados em ratos
adultos tratados com injecdes subcutineas de dietilestilbestrol na dose de 10ug/animal/dia
durante 12 dias (Fernandez, 2006). Além dos aspectos gerais da cabeca e da cauda dos
espermatozoides, outro parametro avaliado, é a presenca e a posicdo da gota citoplasmaética,
cuja migracdo ao longo do espermatozoide durante a sua passagem pelo epididimo é
caracteristico do processo de maturacao, permanecendo em muitos espermatozoides estocados
na cauda epididimaria dos mamiferos (Cooper & Yeung, 2003). Gatti et al. (2004) verificaram
que a migracdo da gota citoplasmdtica ocorre ao mesmo tempo em que a motilidade dos
espermatozoides aumenta, mas a relacdo direta entre estes dois eventos ainda ndo foi
demonstrada. Klinefelter (2002) e Fernandez (2006) relatam que com a aceleracdo do transito
espermdtico, o tempo disponivel para os processos necessdrios a maturacdo dos
espermatozoides fica reduzido, o que pode comprometer a fertilidade. De acordo com nossos
resultados, a gota citoplasmatica distal nos espermatozoides dos grupos tratados diminuiu
significativamente em relacdo ao grupo controle, sugerindo ndo ter havido prejuizo no transito
epididimério ao considerar que essa gota € liberada durante a passagem do espermatozoide
pelo epididimo. Neste contexto, pesquisas que avaliem a influéncia da isotretinoina no tempo
de transito dos espermatozoides no epididimo elucidariam se o transito epididimario € dose-
dependente.

A membrana plasmadtica representa importante papel na capacidade fertilizante dos
espermatozoides, modificando-se ao longo do processo de espermatogénese, transito e
armazenagem no epididimo, ejaculacdo, depdsito no trato genital feminino e, finalmente,
capacitacdo e penetracdo do odcito (Holt, 1995; Watson, 1995; Lenzi et al., 1996). Quanto a
avaliacdo da integridade estrutural de membranas dos espermatozoides, resultados obtidos
neste trabalho demonstram que os grupos tratados tiveram menos espermatozoides com
membranas integras e mais espermatozoides lesados quando comparados com o controle. Nao
houve diferenca significativa de espermatozoides com membranas semi-lesadas. Estes
resultados sugerem que os tratamentos com Roacutan® influenciaram negativamente a
manutencdo da integridade estrutural das membranas espermaticas, o que pode influenciar na

fertilidade, reduzindo-a, uma vez que a membrana plasmadtica deve apresentar-se integra fisica
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e funcionalmente para que o espermatozoide tenha viabilidade e capacidade fertilizante (Parks
& Grahan, 1992).

A concentracdo espermdtica dos animais ndo se alterou com o tratamento com
isotretinoina, entretanto estas concentracdes se mostram altas provavelmente por estes
espermatozoides terem sido obtidos da cauda epididimaria. A cauda do epididimo é o local de
maior capacidade de armazenamento dos espermatozoides (Jindal & Panda, 1980).

A motilidade espermdtica é um dos parametros mais importantes utilizados na
avaliacdo da habilidade fértil dos espermatozoides obtidos de amostras de s€émen in vitro
(Mahadevan & Trounson, 1984) e in vivo (Bostofte et al.,1990; Barratt et al.,1993).
AlteragcOes nestes parametros podem levar a uma ineficiéncia dos espermatozoides quanto a
penetracdo do muco cervical, impedindo seu acesso ao ovdcito, reduzindo sua capacidade
fertilizante (Clegg et al., 2001). Neste experimento, a motilidade total dos espermatozoides do
grupo que recebeu 0,4mg/animal/dia de Roacutan® foi significativamente menor quando
comparada ao controle. O prejuizo na manutencdo da integridade estrutural das membranas

espermaticas pode justificar estes resultados.

5. CONCLUSOES

Doses terapéuticas de Roacutan® mostraram pouca interferéncia sobre os tubulos
seminiferos, porém causaram redu¢do do peso da prostata. Houve aumento do compartimento
tubular e redu¢do do compartimento intertubular. O prejuizo na integridade das membranas
espermadticas acompanhado da baixa motilidade total dos espermatozoides € indicativo para
realizacdo de estudos complementares sobre o uso da isotretinoina e fertilidade. Andlises da
populacdo celular dos tibulos seminiferos deverao ser feitas para se obter detalhes da acdo do

Roacutan® no compartimento tubular.
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ARTIGO 2

Histomorfometria do compartimento intertubular de ratos Wistar adultos submetidos

ao tratamento com Roacutan®

RESUMO

Apesar do mecanismo de ag¢do do Roacutan® (13-cis-AR, isotretinoina) ainda nao ser
completamente compreendido, este tem sido administrado para o tratamento de acnes severas,
atuando no crescimento e diferenciacdo das células epidérmicas. A administracdo mais
prolongada deste farmaco provoca varios problemas devido aos seus efeitos toxicos relevantes
uma vez que sua atuacdo € diretamente ligada ao crescimento e diferenciacdo das células.
Neste trabalho foram avaliados os efeitos do tratamento com Roacutan® 20mg no
compartimento intertubular do testiculo de ratos Wistar adultos. O trabalho foi conduzido
dentro dos preceitos éticos para animais de laboratério. Utilizaram-se 24 ratos machos em
idade reprodutiva, divididos em trés grupos: dois tratados e um controle. Os animais dos
grupos tratados foram submetidos ao tratamento pela administracio, por gavagem, de 0,2mg e
0,4mg de Roacutan® em 1,0mL de 6leo de soja/animal, respectivamente, uma vez por dia,
durante 60 dias. Os animais do grupo controle receberam, também por gavagem, 1,0mL de
agua/animal/dia por igual periodo. Apds a eutandsia, o sangue foi coletado e os testiculos
foram retirados, fixados e processados para inclusdo em metacrilato. Cortes de 3um, corados
com azul de toluidina, foram utilizados para anélises morfométricas. A anélise de testosterona
foi feita por quimioluminescéncia. Observou-se redu¢do da densidade volumétrica e do
volume do compartimento intertubular, acompanhado de redu¢do do percentual, do volume e
da populacao das células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo. Houve também
reducdo de macréfagos e dos niveis de testosterona plasmética. Entende-se que a isotretinoina

afeta drasticamente o compartimento intertubular e seus principais componentes.

Palavras-chave: Isotretinoina, toxicidade, intertibulo, célula de Leydig, testosterona.
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1. INTRODUCAO

Os retinoides estdo envolvidos na proliferacdo e diferenciagao de vdrios tipos celulares
durante o desenvolvimento fetal e também ao longo da vida, como resultado da ativacdo do
complexo retinoide-receptor. Entre os retinoides avaliados para uso em humanos, somente a
isotretinoina (Roacutan®) € capaz de promover significativa remissido da acne por apresentar
alta capacidade de inibir a secre¢do sebacea (Frota Junior, 2005).

As glandulas sebdceas, que controlam a oleosidade da pele, tém o funcionamento
diretamente associado a testosterona. Com o aumento dos niveis de testosterona, ha a
exacerbacdo da atividade secretora das glandulas sebaceas, fator que contribui para ocorréncia
de lesdo inflamatodria associada a acne (Saurat, 1997).

Segundo Creasy (2001), a toxicologia reprodutiva tem como objetivo investigar os
possiveis efeitos adversos sobre o sistema reprodutor, induzidos por substincias de origem
sintética ou natural. O estudo dos testiculos por meio da quantificacdo histologica tem sido
util para avaliar as caracteristicas reprodutivas bédsicas em animais (Caldeira et al., 2010; Sarti
et al., 2011; Barros et al., 2007) assim como para avaliar a acdo de substancias toxicas na
reprodu¢do de machos (Melo et al., 2010; Cupertino, 2012; Matta, 2012) .

O testiculo de mamiferos estd dividido em dois compartimentos: o tubular ou
espermatogénico e o intertubular ou androgénico (Franca & Russel, 1998). As células de
Leydig estdo localizadas no compartimento intertubular, juntamente com vasos sanguineos e
linfaticos, nervos e uma populacdo celular diversificada, constituida principalmente por
fibroblastos e macréfagos (Setchel, 1991). Sao células de formato poligonal, com didmetro de
aproximadamente 20um e abundante citoplasma rico em mitocOondrias e reticulo
endoplasmatico liso (Colleta & Carvalho, 2005). Em geral, roedores apresentam um padrao de
intertibulo no qual as células de Leydig estdo intimamente associadas aos vasos sanguineos e
cercadas pelo espaco linfatico (Fawcett et al., 1973).

Muitos fatores podem modular a atividade das células de Leydig e dentre estes se
destacam os compostos citotoxicos os quais, de forma direta ou indireta, afetam a funcao
dessas células. A testosterona produzida pelas células de Leydig é responsdvel pela
estimulacdo da espermatogénese, pelo desenvolvimento e manuten¢do de caracteristicas
sexuais secunddrias (Sharpe, 1994; O’Donnel et al., 2001).

A isotretinoina exerce uma infinidade de efeitos em diversos processos bioldgicos,

elevando os niveis séricos de colesterol e triacilglicerol, alterando o crescimento, proliferacao
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e diferenciacdo de células normais, embora sejam raros os estudos que comprovem sua
toxicidade em nivel testicular. Sabendo-se dos efeitos clinicos adversos causados pelo
Roacutan®, tornam-se importantes e necessarios estudos criteriosos sobre este fairmaco, para
que haja comprovacdo ou ndo de seus efeitos colaterais e/ou tdxicos sobre a gbénada
masculina. Assim, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar os efeitos do tratamento com

Roacutan® 20mg sobre o compartimento intertubular de testiculos de ratos Wistar adultos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais, Grupos Experimentais e Tratamento

Foram utilizados 24 ratos Wistar machos em idade reprodutiva (70 dias), provenientes
do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de
Vigosa. Os animais foram manuseados e submetidos a eutandsia de acordo com Principios
Eticos de Pesquisa Animal, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal
(COBEA), sendo os critérios metodoldgicos aprovados pela Comissdo de Etica para o Uso de
Animais da Universidade Federal de Vigcosa (CEUA/UFV — Protocolo nimero 11/2012).

Os animais foram pesados (média 316g), colocados em gaiolas individuais e
distribuidos em 3 grupos experimentais: grupo 1 (controle; n=6) recebeu 1,0mL de dgua
deionizada/ animal/dia; grupo 2 (tratado; n=9) recebeu 0,2mg de Roacutan® em 1,0mL de
6leo de soja/animal/dia; grupo 3 (tratado; n=9) recebeu 0,4mg de Roacutan® em 1,0mL de
6leo de soja/animal/dia. Estas doses corresponderam as doses terapéuticas minimas (0,5 — 1,0
mg/kg/dia) para humanos.

Os animais foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura (média de 22°C)
e fotoperiodo (12-12h claro/escuro) durante o periodo experimental de 60 dias consecutivos,
tempo este considerado cronico para o epitélio seminifero, uma vez que todo o processo
espermatogénico do rato Wistar tem aproximadamente esta duracdo. Todo o regime liquido

foi fornecido ad libitum assim como a alimentacdo sélida (racdo).
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2.2 Diluicao do Roacutan® 20mg

As cépsulas de Roacutan® (Roche) 20mg foram armazenadas em temperatura
ambiente (entre 15° e 30°C), em embalagem original, protegidas da umidade e da luz. Cada
capsula foi cuidadosamente cortada e todo seu conteudo (liquido) retirado, utilizando-se uma
micropipeta e, colocado em um recipiente de vidro dmbar onde foi diluido seguindo o
seguinte protocolo: 01 cdpsula de Roacutan® 20mg em 100mL de 6leo de soja para dose
convencional e 02 cdpsulas de Roacutan® 20mg em 100mL de 6leo de soja para dose dupla.
Todos os cuidados relativos a manipulacdo, condicdes de temperatura e armazenamento do

farmaco foram tomados para preservar a estabilidade do produto e evitar contaminagdes.

2.3 Coleta das Amostras

Ao término do periodo experimental, os animais foram contidos, pesados e
eutanasiados em atmosfera de CO,. O sangue, coletado através de pun¢do cardiaca, foi
centrifugado por quinze minutos a 3000 rpm. O soro foi separado e armazenado em
ultrafreezer (-80°C) para andlises bioquimicas e enzimdticas. Em seguida, foram removidos os
testiculos e a prostata, que foram pesados em balanca de precisdo (BEL Mark 160 classe 2)
(0,001g). Todos os orgaos coletados foram imersos em solucdo de Karnovsky (Karnovsky,

1965) por 24horas para andlises biométricas e histomorfométricas.

2.4 Analises Morfométricas

Fragmentos de um dos testiculos, destinados ao estudo em microscopia de luz, foram
desidratados em concentracdes crescentes de etanol, incluidos em 2-hidroxietil metacrilato
(Historesin®, Leica), sendo posteriormente seccionados na espessura de 3um em micrétomo
rotativo automatico (Reichert-Jung, Alemanha) com navalha de vidro. Os cortes histoldgicos
semisseriados foram obtidos em intervalos de 13 cortes, correspondendo a distancia de 40um
entre eles. As secgdes obtidas foram colocadas em laminas de vidro — 02 ldminas por animal —
totalizando 10 secc¢des por lamina, que foram coradas com azul de toluidina-borato de sédio
1% e montadas com Entellan® (Merck). Imagens do parénquima testicular foram obtidas em
fotomicroscopio Olympus BX-60 acoplado ao software de captura de imagens Q Capture.

Para andlise das imagens foi utilizado o programa Image-Pro Plus (Media Cybernetics). O

47



testiculo contralateral foi dissecado e foi retirada a albuginea para calcular o percentual

ocupado pela mesma no testiculo.

2.4.1 Propor¢do volumétrica (%) e volume dos elementos do intertibulo

Para a obtencdo das propor¢des volumétricas (%) dos componentes intertubulares,
foram contados 1.000 pontos projetados sobre imagens capturadas da regido do intertibulo,
das 02 laminas contendo cada uma 10 cortes histologicos do testiculo de cada animal,
utilizando-se objetiva de 40x. Foram computados os pontos coincidentes sobre ntcleo e
citoplasma de células de Leydig, tecido conjuntivo, macréfago, vaso sanguineo € espaco
linfatico. O percentual de células de Leydig foi obtido pela soma dos pontos coincidentes
sobre nucleo e citoplasma. A diferenca entre esses pontos possibilitou o célculo da relacao
nucleoplasmaética (RNP), visando anélises de volumetria das células de Leydig.

A proporcao volumétrica dos componentes do intertiibulo foi calculada utilizando o
nimero de pontos sobre o componente do intertibulo (%CI) e o nimero total de pontos sobre
o intertibulo (nPI). A partir da férmula DVc=(%CI/nPI)*100 calculou-se a propor¢ao
volumétrica do componente no intertibulo.

O célculo do percentual ocupado pelos elementos do intertubulo nos testiculos foi
obtido empregando-se a formula: DVct=(DVI*%CI)/100, onde DVI=% interttbulo.

O volume dos elementos do intertibulo por testiculo (VEIT) foi calculado por meio da
féormula: VEIT(mL)=(% do elemento nos testiculos*PPar)/100, onde PPar=peso do
parénquima testicular.

O volume dos elementos do intertibulo por grama de testiculo (VEIT/G foi calculado
utilizando-se a formula: VEIT/G(mL)=VEIT/peso bruto testicular.

Para o célculo do peso do parénquima testicular (PPar), subtraiu-se do peso bruto do
testiculo o peso da albuginea. Como a densidade do testiculo de mamiferos estd em torno de 1
(Johnson & Neaves, 1981; Franca, 1991, Paula, 1999; Tae et al., 2005; Costa et al., 2011), o

peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume.

2.4.2 Morfometria da célula de Leydig

O diametro nuclear médio das células de Leydig foi medido utilizando-se imagens

capturadas com objetiva de 40x. Trinta nicleos de células de Leydig foram medidos em cada
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animal utilizando-se o programa de andlise de imagens Image-Pro Plus (Media Cybernetics).
Foram utilizados nicleos que apresentavam contorno esférico com a cromatina perinuclear e
nucléolos evidentes.

Foram calculados os volumes (pm3) nuclear (VNU), citoplasmatico (VCT) e de cada
célula de Leydig (VLY) por animal, utilizando-se as seguintes férmulas:
Volume nuclear = 4/37R° , onde R=raio nuclear; Volume citoplasmatico =
(%citoplasma*VNU)/% nicleo; Volume celular = VNU+VCT

Calculos do nimero de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo foram
feitos utilizando-se as seguintes formulas:
Numero de células de Leydig por testiculo = volume que a célula de Leydig ocupa por
testiculo (um’)/volume de uma célula de Leydig (um®)
Nimero de células de Leydig por grama de testiculo = volume que a célula de Leydig
ocupa por grama de testiculo (pm3)/volume de uma célula de Leydig (pm3)
Onde:
volume que a célula de Leydig ocupa por testiculo = propor¢do da célula de Leydig no
testiculo*peso do parénquima de um testiculo/100
volume que a célula de Leydig ocupa por grama de testiculo = volume que a célula de
Leydig ocupa por testiculo/peso bruto de um testiculo

O indice Leydigossomatico (ILS), que visa quantificar o investimento em células de
Leydig com relacdo ao peso corporal, foi calculado através da férmula:
ILS = (VLT/PC)*100, onde VLT=volume que a célula de Leydig ocupa nos testiculos e PC=

peso corporal.

2.5 Determinacao dos Niveis Plasmaticos de Testosterona

A testosterona plasmatica é o principal andrégeno circulante e, juntamente com a
testosterona intratesticular, € responsdvel pela manutencdo da espermatogénese normal, dos
orgdos sexuais masculinos e do aparecimento dos caracteres sexuais secundarios masculinos
(Da Ros et al., 1998). A dosagem de testosterona foi feita através de quimioluminescéncia,
utilizando o “kit” comercial Access Testosterona® (Beckman Couter, U.S.A.). A dosagem foi
realizada no aparelho Access II (Beckman) do Laboratério de Reprodu¢do do Departamento

de Zootecnia da UFV.
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2.6 Analises Estatisticas

Andlise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman-Keuls (SNK)

foi usada para comparar médias e desvio padrdo entre os grupos experimentais (p<0,05).

3. RESULTADOS

As proporcoes volumétricas (%) dos elementos constituintes do intertibulo estdo

descrita na tabela 1. Analisando os valores médios da propor¢cdo volumétrica de macréfagos

no intertibulo, observou-se reducdo significativa nos grupos tratados quando comparados ao

grupo controle (p < 0,05). Os demais componentes constituintes do intertibulo ndo

apresentaram diferenca significativa entre os grupos (p>0,05).

Tabela 1. Propor¢édo volumétrica (PV %) dos elementos constituintes do intertdbulo.

Parametros G1 (n=6) G2 (n=9) G3 (n=9)
Citoplasma de Leydig 59,14 + 3,62° 57,24 +7,56" 50,27 + 8,15%
Nicleo de Leydig 15,58 +£2,44* 14,17 £2,44° 14,12 £ 3,07*
Células de Leydig 74,72 £ 5,18 71,41 £9,08" 64,39 + 10,47*
Macréfagos 2,03 +£0,43" 1,29 +£0,32° 1,08 +£0,41°
Tecido conjuntivo 0,30 £0,14* 0,59 +£0,28* 0,60 +0,28"
Vasos sanguineos 16,22 + 3,28* 18,82 + 3,43? 21,45 +4,17*
Espaco linfatico 6,73 +3,93% 7,89 + 8,48 12,48 +10,29°

Média + desvio-padrdo; Gl: grupo controle, 1,0mL &4gua via oral; G2: grupo tratado com

0,2mg/animal/dia de Roacutan®; G3: grupo tratado com 0,4mg/animal/dia de Roacutan®; “"Letras

diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p < 0,05).

A propor¢do volumétrica (%) do intertibulo e de seus elementos constituintes em

relagcdo ao testiculo estdo descritos na tabela 2. A propor¢do volumétrica de intertibulo dos

grupos G2 e G3 reduziu significativamente em relacdo ao controle (p<0,05). As médias

referentes a tecido conjuntivo, vasos sanguineos e espago linfatico ndo sofreram variagdes
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significativas entre os animais do grupo controle e tratados (p > 0,05). No entanto, as
proporcdes volumétricas de citoplasma, nucleo e das células de Leydig nos testiculos,
apresentaram reduc@o nos grupos G2 e G3 em relacdo ao grupo controle. A proporc¢ao
volumétrica de macréfagos no testiculo reduziu 53,50% e 68,42% nos grupos G2 e G3,

respectivamente, em relacdo ao controle (p<0,05).

Tabela 2. Propor¢ao volumétrica (PV %) de intertibulo e de seus elementos no testiculo.

Parametros

G1 (n=6)

G2 (n=9)

G3 (n=9)

Intertibulo

Citoplasma de Leydig

Nicleo de Leydig

Células de Leydig

Macréfagos

Tecido conjuntivo

Vasos sanguineos

Espaco linfatico

5,608 + 0,280°

3,321 +£0,318"

0,875 +0,154°

4,196 + 0,430°

0,114 +0,023*

0,017 + 0,009*

0,904 +0,157°

0,377 £ 0,220"

4,127 +1,180°

2,374 +0,856°

0,576 +0,169°

2,950 +1,011°

0,053 = 0,023°

0,024 +0,011°

0,752 +0,147°

0,348 + 0,420"

3,342 £ 0,341°

1,679 +0,318°

0,473 +0,118°

2,152 +£0414°

0,036 + 0,015°

0,020 + 0,010"

0,709 + 0,109*

0,425 +0,345"

Média + desvio-padrio; Gl: grupo controle, 1,0mL &gua via oral; G2: grupo tratado com
0,2mg/animal/dia de Roacutan®; G3: grupo tratado com 0,4mg/animal/dia de Roacutan®; ab] etras

diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p < 0,05).

O volume do intertibulo e de seus elementos constituintes por testiculo (mL)
encontram-se na tabela 3. O volume do intertibulo reduziu significativamente nos grupos G2
e G3 quando comparados ao grupo controle (p<0,05), ndo havendo diferenca significativa
entre os grupos tratados. Os volumes de tecido conjuntivo, vasos sanguineos e espago
linfatico ndo apresentaram variagdes significativas entre os tratamentos. O volume do
citoplasma, nucleo e das células de Leydig do grupo G3 reduziu significativamente em
relacdo ao grupo controle (p<0,05), sendo que o G2 s apresentou redugdo significativa no

volume nuclear e de células de Leydig em relacdo ao controle (p<0,05). O volume de
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macréfagos reduziu 51,35% e 67,56% nos grupos G2 e G3, respectivamente, em relacido ao

grupo controle (p<0,05).

Tabela 3. Volume do intertdbulo e de seus elementos constituintes por testiculo (mL).

Parametros G1 (n=6) G2 (n=9) G3 (n=9)
Intertibulo 0,1815 + 0,0263" 0,1385 +0,0425" 0,1113 £0,0134°
Citoplasma de Leydig ~ 0,1077 £0,0195°  0,0797 +0,0304®  0,0558 +0,0103"
Nucleo de Leydig 0,0284 + 0,0069° 0,0193 + 0,0059° 0,0157 + 0,0039"
Células de Leydig 0,1361 + 0,0254° 0,0990 + 0,0360° 0,0715 +0,0135"
Macréfagos 0,0037 +0,0010° 0,0018 + 0,0008° 0,0012 + 0,0005"
Tecido conjuntivo 0,0006 + 0,0003" 0,0008 + 0,0004" 0,0007 % 0,0003"
Vasos sanguineos 0,0288 + 0,0036" 0,0252 £ 0,0048" 0,0236 £ 0,0041*
Espaco linfatico 0,0123 +0,076" 0,0117 £0,0143" 0,0143 +0,117*

Média + desvio-padrao; Gl: grupo controle, 1,0mL dgua via oral; G2: grupo tratado com
0,2mg/animal/dia de Roacutan®; G3: grupo tratado com 0,4mg/animal/dia de Roacutan®; *’Letras

diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p < 0,05).

Na tabela 4 estdo demonstrados os volumes dos elementos do intertibulo (mL) por
grama de testiculo. O volume citoplasmadtico, nuclear e das células de Leydig dos grupos G2 e
G3 reduziu significativamente quando comparados ao grupo controle, (p<0,05). O volume de
macréfagos dos grupos tratados reduziu significativamente quando comparados ao grupo
controle (p<0,05). Nao houve diferenca significativa no volume dos demais componentes do

intertubulo entre os grupos tradados e controle (p>0,05).
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Tabela 4. Volume dos elementos do intertibulo (mL) por grama de testiculo.

Parametros G1 (n=6) G2 (n=9) G3 (n=9)
Citoplasma de Leydig 0,0654 + 0,0076" 0,0483 +0,0178° 0,0340 + 0,0068°
Niucleo de Leydig 0,0173 +0,0033" 0,0117 + 0,0035° 0,0096 + 0,0024°
Células de Leydig 0,0827 +0,0102° 0,0600 + 0,0210° 0,0436 + 0,0088°
Macréfagos 0,0023 + 0,0005" 0,0011 + 0,0005° 0,0007 + 0,0003°
Tecido conjuntivo 0,0003 + 0,0002° 0,0005 + 0,0002° 0,0004 + 0,0002°
Vasos sanguineos 0,0178 + 0,0031* 0,0153 + 0,0029* 0,0143 +0,0021*
Espaco linfatico 0,0075 + 0,0045° 0,0070 + 0,0085" 0,0085 + 0,0068"

Média + desvio-padrio; Gl: grupo controle, 1,0mL 4gua via oral; G2: grupo tratado com
0,2mg/animal/dia de Roacutan®; G3: grupo tratado com 0,4mg/animal/dia de Roacutan®; *’Letras

diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p < 0,05).

Os parametros morfométricos das células de Leydig, assim como a biometria da
prostata estdo descritos na tabela 5. O volume nuclear, citoplasmatico, de uma célula de
Leydig e de células de Leydig por testiculo ndo apresentaram diferencas significativas entre
os grupos (p>0,05). O numero de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo foi
significativamente menor nos grupos G2 e G3 quando comparados ao controle (p<0,05). O
indice Leydigossomadtico apresentou valores significativamente menores nos grupos tratados
em relacdo ao grupo controle (p<0,05).

O peso da prostata reduziu 45,71% e 48,57% nos grupos G2 e G3, respectivamente,
em relacdo ao controle G1 (p<0,05).

A determinagdo dos niveis plasmaticos de testosterona estd demonstrada na figura 1.
Uma redugdo significativa nos niveis de testosterona pode ser observada nos grupos G2 e G3
quando comparados com o grupo controle (p<0,05). Os grupos tratados ndo se diferenciaram

entre si (p>0,05).
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Tabela 5. Morfometria das células de Leydig e biometria da préstata

Parametros G1 (n=6) G2 (n=9) G3 (n=9)
VNU (um®) 186,683 + 18,962" 208,961 + 26,355 192,787 + 26,980"
VCT (um?) 723,073 + 125,389° 859,328 + 158,456 704,968 + 171,942
VLY (um?) 909,756 + 137,601 1068,289 + 178,095 897,755 + 193,034
VLY/T (mL) 9,10V £ 1,381 10,710+ 1,78¢!* 8,08!"+ 1,93¢11®
NLY/T (x10% 15,30 + 3,62° 9,55 + 3,90 8,31 £2,46
NLY/GT (x10°) 471 +0,82° 2,84 +1,11° 2,49 +0,71°
ILS (%) 0,037 +0,010° 0,025 + 0,008" 0,018 + 0,004
PPr (g) 0,35 +0,09° 0,19 + 0,06 0,18 + 0,06

Média + desvio-padrdo; G1: grupo controle, 1,0mL dgua via oral; G2: grupo tratado com 0,2mg/animal/dia

de Roacutan®; G3: grupo tratado com 0,4mg/animal/dia de Roacutan®.Volume Nuclear (VNU); Volume

Citoplasmaético (VCT); Volume Celular de Leydig (VLY); Volume de Células de Leydig por Testiculo

(VLY/T); Volume de Células de Leydig por Grama de Testiculo (VLY/GT); Nimero de Células de Leydig

por Testiculo (NLY/T); Nimero de Células de Leydig por Grama de Testiculo (NLY/GT); Indice

Leydigossomatico (ILS); Peso da Préstata (PPr). P etras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente

(p < 0,05).
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Figura 1. Niveis plasmédticos de testosterona em ratos Wistar adultos tratados com Roacutan® por 60 dias. G1:

grupo controle, 1,0mL dgua via oral; G2: grupo tratado com 0,2mg/animal/dia de Roacutan®; G3: grupo tratado

com 0,4mg/animal/dia de Roacutan®.
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4. DISCUSSAO

A acgdo da isotretinoina sobre o sistema reprodutor masculino ainda tem sido pouco
estudada, ao contrdrio do que encontramos na literatura quando se trata do sexo feminino.
Estudos epidemiolégicos do Ministério da Saude (2010) apontam que mais de 80% de jovens
entre 15 e 25 anos no pais sofrem com a acne. Portanto, Gencoglan & Tosun (2011) sugerem
a realizacdo de estudos experimentais complementares para avaliar e identificar os possiveis
efeitos secunddrios na espermatogénese, decorrentes do uso deste medicamento, tendo em
vista que a maioria dos pacientes do sexo masculino que fazem uso de isotretinoina estd em
idade reprodutiva.

A reduc¢do na propor¢ao volumétrica e no volume de intertibulo nos grupos tratados
com Roacutan® certamente comprometeu a fisiologia desse compartimento. Em ratos
submetidos a hipervitaminose A também houve reducdo do volume do tecido intersticial,
acompanhado da reducdo da massa testicular (Carvalho, 1978; Comitato, et al., 2006), sendo
esta reducdo motivada pelas alteragdes intertubulares.

No presente estudo observou-se que o uso de Roacutan® causou reducdo nas
proporcdes volumétricas de macréfagos relativas ao intertibulo e ao testiculo, assim como seu
volume celular por mL e por grama de testiculo, devido ao efeito deletério da isotretinoina
sobre esta célula. Durante o desenvolvimento testicular, mudangas na morfologia das células
de Leydig ocorrem de maneira coordenada com os macrofagos, demonstrando intima
associacdo entre estas células. Neste sentido, entende-se que fatores secretados pelos
macréfagos controlam de modo parédcrino a atividade esteroidogénica e o desenvolvimento
das células de Leydig (Hales, 2002; Hutson, 2006). Gomes (2007) verificou redug¢do dos
macrofagos e de células de Leydig em ratos tratados com catuaba (Trichilia catigua). Sadek et
al. (1999) investigaram o efeito da isotretinoina sobre a espermatogénese em ratos adultos
machos e relataram a cessacdo completa da espermatogénese e alteracdes no citoplasma de
células de Leydig apos seis semanas de administracdo, mas ndo relacionaram o acontecido
com macro6fagos ou célula de Leydig.

Em nosso experimento, apés oito semanas de administracdo do Roacutan®, foram
observadas reducdes significativas nas propor¢des volumétricas e volumes citoplasmaticos,
nucleares e de células de Leydig nos testiculos e por grama de testiculo nos grupos de animais
tratados, indicando um prejuizo fisiolégico sobre a androgé€nese. A por¢do enddcrina
testicular é representada pelas células de Leydig que formam o espaco intertubular juntamente

com outros componentes conjuntivos, como fibroblastos e macréfagos, além de vasos
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sanguineos e linfaticos. Segundo Skinner (1991), a célula de Leydig € o principal componente
intertubular e responsdvel pela produgdo de testosterona, estabelecendo relagdes com outras
células presentes no intertibulo, especialmente macréfagos. Portanto, um elaborado sistema
de comunicacdo intercelular € desenvolvido no testiculo para assegurar o perfeito
funcionamento do processo espermatogénico (Roser, 2000). Entende-se que citocinas e
fatores de crescimento secretados pelos macréfagos estimulem a proliferacdo e diferenciagdo
de células de Leydig imaturas, contribuindo para o desenvolvimento normal destas células
(Hales, 2002). Nos testiculos de ratos adultos, além da interdependéncia funcional entre
células de Leydig e macrofagos, existe também o acoplamento estrutural entre estas células.
Este acoplamento consiste de projecdes citoplasmadticas das células de Leydig localizadas
dentro de invaginagdes citoplasmaticas dos macréfagos. Estas estruturas variam de simples
projecdes tubulares a complexas estruturas ramificadas, sugerindo que a interdigitacdo € mais
que simples invaginacdes das microvilosidades em vesiculas revestidas (Hutson et al., 1992 e
Hutson, 2006).

Podem ocorrer mitoses de células de Leydig em animais adultos (Russell, 1996) e,
segundo Hales (1996), o nimero de macréfagos intertubulares também pode aumentar no
adulto e a sua taxa de proliferacdo estd sob controle indireto da hipdfise. Estudos
correlacionando estrutura e fungdo de células de Leydig, em varias espécies de mamiferos,
mostraram que variagdes na sintese e secre¢ao de testosterona dependem mais da capacidade
individual desta célula do que do volume total delas no testiculo (Ewing et al., 1979). Esta
capacidade estd altamente associada com a quantidade de reticulo endoplasmatico liso
presente na célula de Leydig (Zirkin et al., 1980). De acordo com Castro et al. (2002), o
volume nuclear da célula de Leydig e o nimero de células de Leydig por grama de testiculo
estdo altamente correlacionados com a concentracdo de testosterona testicular e plasmaética; a
reducdo do nimero de células de Leydig levou a reducdo da sintese de testosterona pelo
testiculo.

Neste estudo, os animais tratados com isotretinoina, apesar de ndo apresentarem
diferenca significativa no volume individual de células de Leydig, tiveram reducdo de niveis
plasméticos de testosterona. Uma vez que os macréfagos auxiliam regulando a producao de
testosterona pela célula de Leydig, os niveis plasméticos de testosterona podem ter se alterado
em decorréncia da redugdo destas duas células, o que implicaria na inibi¢do da secrecdo de
testosterona pelas células de Leydig. Hutson et al. (1996 e 2006) sugeriram que macréfagos

testiculares secretam um fator lipofilico capaz de estimular a produgdo de testosterona pelas
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células de Leydig. Este fator pode estimular células de Leydig cultivadas a produzirem mais
testosterona do que quando estas células sdo estimuladas pelo LH (Hutson, 1998). Assim, a
reducdo de macréfagos observada neste trabalho pode ter colaborado para a reducdo da
sintese de testosterona pelas células de Leydig. Segundo Creasy (2001), o peso da prdstata
pode indicar mudancas nas concentragdes de testosterona circulante, uma vez que o
crescimento, a diferenciagdo e a manutengdo da prostata sdo controlados principalmente por
andrégenos. A redugdo dos niveis plasmdticos de testosterona dos animais tratados com
Roacutan®, em ambas as doses, foram compativeis com a reducdo do peso da prostata destes
mesmos animais.

A avaliagdo do indice Leydigossomatico indicou que animais tratados com
isotretinoina apresentaram menor propor¢do de peso corporal alocado em células de Leydig,
justificado pela redu¢do do nimero de células de Leydig por testiculo e por grama de
testiculo. Apesar de existir grande variacdo entre as diversas espécies quanto a propor¢ao
volumétrica (%) dos diferentes componentes do compartimento intertubular, de maneira geral
a célula de Leydig € o tipo celular mais abundante neste compartimento (Russell, 1996;
Godinho, 1999; Gomes, 2007). Assim, entende-se que a redu¢do do percentual e do volume
do compartimento intertubular tenha ocorrido principalmente devido a reducio da populacao

das células de Leydig, associada a redug@o de macréfagos, comprovada pela reducao do ILS.

5. CONCLUSOES

O tratamento com Roacutan® nas doses 0,2 e 0,4mg/animal/dia causou reducdo do
compartimento intertubular, acompanhado pela redu¢do do percentual de macréfagos, do
nimero de células de Leydig e, consequentemente, a reducdo dos niveis de testosterona

plasmética. Entende-se que o uso de Roacutan® por homens deve ser feito com cautela.

6. REFERENCIAS

Barros, J.B.G., Paula, T.A.R., Matta, S.L.P., Fonseca, C.C., Guiao-Leite, F.L., Rossi, J.L.,
Oliveira, P.C., Costa, E.P. 2007. Sertoli cell index and spermatic reserves in adult captive

African lions (Panthera leo Linnaeus, 1758). Animal Reproduction Science, 102:(3-

4)350-356.

57



Caldeira, B.C. 2005. Avaliacdo morfofuncional do testiculo e do processo espermatogénico
do cachorro-do-mato (Cerdocyon thous Linnaeus, 1766) adulto. Dissertacdo Mestrado,
Medicina Veterindria. Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, 48p.

Carvalho, T.L.L., Lopes, R.A., Azoubel, R, Ferreira, A.L. 1978 (2). Morphometric study of
reversibility of testicle alterations in rats submitted to hypervitaminosis A. International
Journal of Vitamin and Nutrition Research, 48(4):316-324.

Castro, A.C.S., Berndtson, W.E., Cardoso, F.M. 2002. Plasma and testicular testosterone
levels, volume density and number of Leydig cells and spermatogenic efficiency of
rabbits. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, 35:493-498.

Colleta, HHH.M.D., Carvalho, H.F. 2005. Células de Leydig. In: Carvalho, H.F., Colares-
Buzato, C.B., (Eds). Células: Uma abordagem multidisciplinar. Sdo Paulo: Malone, Cap.
25, p. 325-334.

Comitato, R., Esposito, T., Cerbo, G., Angelini, F., Varriale, B., Cardone, A. 2006.
Impairment of spermatogenesis and enhancement of testicular germ cell apoptosis
induced by exogenous all-trans-retinoic acid in adult lizard Podarcis sicula. Journal of
Experimental Zoology Part A: Comparative Experimental Biology, 305:288-298.

Costa, K. L. C.; Matta, S. L. P.; Gomes, M. L. M.; Paula, T. A. R.; Freitas, K. M.; Carvalho,
F. A. R; Silveira, J. A.; Dolder, H.; Mendis-Handagama, C. 2011. Histomorphometric
evaluation of the neotropical brown brocket deer Mazama gouazoubira testis, with an
emphasis on cell population indexes of spermatogenic yield. Animal Reproduction
Science, 127:202-212.

Creasy, D.M. 2001. Pathogenesis of male reproductive toxicity. Toxicologic Pathology,
29:64-76.

Cupertino, M.C. 2012. Danos oxidativos e histolégicos cronicos causados pelo cddmio no
figado e na espermatogénese de ratos. Dissertacio Mestrado, Biologia Animal.
Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, Minas Gerais, 69p.

Da Ros, C.T., Teloken,C., Tannhauser, M., Hartmann, A.A. 1998. Does intratesticular
testosterone administration modify the evolution of transitory testicular ischemia in
prepubertal rats? Journal of Urology, 159:1752-1754.

Ewing, L.L., Zirkin, B.R., Cochran, R.C., Kromann, N., Peters, C., Ruiz-Bravo, N. 1979.
Testosterone secretion by rat, rabbit, guinea pig, dog and hamster testes perfused in vitro:
correlation with Leydig cell mass. Endocrinology,105(5):1135-1142.

Fawcett, D.W., Neaves, W.B., Flores, M.N. 1973. Comparative observations on intertubular

58



Lymphatics and the organization of the interstitial tissue of the mammalian testis.
Biology of Reproduction, 9:500-532.

Franca, L.R., Russell, L.D. 1998. The testis of domestic mammals. In: Regadera, J.,
Martinez-Garcia, R. (Eds.). Male reproduction: a multidisciplinary overview. Madrid,
Churchill Communications, pp.198-219.

Franga, L.R. 1991. Andlise morfofuncional da espermatogénese de suinos adultos da raca
Piau. Tese Doutorado, Morfologia. Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, Minas Gerais, 180p.

Frota Junior, M.L.C.F. 2005. Acdo extracelular do acido retinoico via espécies reativas do
oxigénio em células de Sertoli. Dissertacdo Mestrado, Bioquimica. Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, 86p.

Gencoglan, G.,Tosun, M. 2011. Effects of isotretinoin on spermatogenesis of rats. Cutaneous
and Ocular Toxicology, 30(1):55-60.

Godinho, C.L. 1999. Anadlise histométrica do testiculo e duracdo da espermatogé€nese em
gatos (Felis domestica) sexualmente maduros. Dissertacio Mestrado, Departamento de
Morfologia. Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais, 79p.

Gomes, M.L.M. 2007. Morfometria testicular de ratos Wistar adultos tratados com infusao
aquosa de catuaba (Trichilia catigua A. Juss. MELIACEAE). Dissertacdo Mestrado,
Departamento de Biologia Celular e Estrutural. Universidade Federal de Vigosa, Vigosa,
Minas Gerais, 38p.

Hales, D.B. 1996. Leydig cell-macrophage interactions: an overview. In: Payne, A.H.,
Hardy, M.P., Russell, L.D. (Org.), The Leydig cell. Vienna: Cache River Press, Cap. 21,
p.452-463.

Hales, D.B. 2002. Testicular macrophage modulation of Leydig cell steroidogenesis. Journal
of Reproductive Immunology, 57:3-18.

Hutson,J.C. 1992. Development of cytoplasmic digitations between Leydig cells and
testicular macrophages of the rat. Cell and Tissue Research, 267:385-389.

Hutson, J.C., Garner, C.W., Doris, P.A. 1996. Purification and characterization of a
lipophilic factor from testicular macrophages that stimulates testosterone secretion.
Journal of Andrology, 17:502-508.

Hutson, J.C. 1998. Interactions between testicular macrophages and Leydig cells. Journal of
Andrology, 19(4):394-398.

Hutson, J.C. 2006. Physiologic interactions between macrophages and Leydig cells.

59



Experimental Biology and Medicine, 231:1-7.

Johnson, L., Neaves, W.B. 1981. Age-related changes in the Leydig cell population,
seminiferous tubules, and sperm production in stallions. Biology of Reproduction,
24:703-712.

Karnovsky, M.J. 1965. A formaldehyde-glutaraldehyde fixative of high osmolality for use in
eletron microscopy. Journal of Cellular Biology, 27:137-138.

Matta, A.P.L.F. 2012. Efeitos do extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen sobre testiculo e pénis de camundongos adultos. Tese Doutorado,
Biologia Celular e Estrutural. Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, Minas Gerais,
93p.

Melo, F.C.S.A., Matta, S.L.P., Paula, T.A.R., Gomes, M.L.M., Oliveira, L.C. 2010. The
effects of Tynnanthus fasciculatus (Bignoniaceae) infusion on testicular parenchyma of
adult Wistar rats. Biological Research, 43(4):445-450.

Ministério da Saude. Em Busca de uma pele sem marcas. Portal da Saide. Disponivel em:
http://portalsaude.saude.gov.br/portalsaude/ Acesso em 12 de Novembro de 2012.

O’Donnel, L., Robertson, K.M., Jones, M.E., Simpson, E.R. 2001. Estrogen and

spermatogenesis. Endocrine Reviews, 22(3):289-318.

Paula T.A.R. 1999. Avaliagdo Histoldgica e Funcional do Testiculo de Capivaras Adultas
(Hydrochoerus hydrochaeris). Tese Doutorado, Morfologia. Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais, 84p.

Roser, J.F. 2000. Reproductive endocrinology of the stallion. In: Equine Breeding
Management and Artificial Insemination, Samper JC (ed). Saunders Company,
Philadelphia,123-132.

Russell, L.D. 1996. The Leydig Cell. Cache River Press. Vienna. p. 43-96.

Sadek, I.A. Abdul Mohsen, M.H. 1999. Long-term administration of vitamin A and the
process of spermatogenesis. Eastern Mediterranean Health Journal, 5(1):123-129.

Sarti, P., Paula, T.A.R., Polli, G.O., Deco Souza, T., Araujo, G.R. 2011. Morfofisiologia do
tecido intertubular e das células de Leydig de jaguatirica (Leopardus pardalis) adulta.
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnia, 63(5):1060-1065.

Saurat, J.H. 1997. Oral isotretinoin. Where now, where next? Dermatology Basel, 195(1):1-
3.

Setchel, B.P. 1991. Male reproductive organs and semen. In Cupps, P.T. (Ed.): Reproduction
in domestic animals. 4™ Ed. San Diego: Academic Press, Cap.6, p. 221-250.

60


http://portalsaude.saude.gov.br/portalsaude/

Sharpe, R.M. 1994. Regulation of spermatogenesis. In: Knobil, E., Neill, J.D. (Eds.). The
physiology of reproduction, ed.2, New York, Raven Press, Cap. 22, p. 1363-1434.

Skinner, M.K. 1991. Cell-cell interactions in the testis. Endocrine Reviews 12:45-77.

Tae, H.J., Jang, B.G., AHN, D.C., Chooi, E.Y., Kang, H.S., Kim, N.S., Lee, J.H., Park, S.Y.,
Yang, H.H., Kim, LS. 2005. Morphometric studies on the testis of Korean ring-necked
pheasant (Phasianus colchicus Karpowi) during the breeding and non-breeding seasons.
Veterinary Research Communications, 29:629-643.

Zirkin, B.R., Ewing, L.L., Kromann, N., Cochran, R.C. 1980. Testosterone secretion by rat,
rabbit, guinea pig, dog and hamster testes in vitro: correlation with Leydig cells

ultrastructure. Endocrinology,107:1867-1874.

61



CONCLUSOES GERAIS

» Doses terapéuticas de Roacutan® mostraram pouca interferéncia sobre os tibulos
seminiferos, porém causaram reducdo do peso da prostata.

» O tratamento com Roacutan® durante 60 dias, nas doses 0,2 e 0,4mg/animal/dia,
pareceu exercer efeito toxico para a linhagem de células de Leydig, macréfagos e
espermatozoides.

» O Roacutan® em doses terapéuticas afetou a por¢do enddcrina dos testiculos dos

animais que receberam este tratamento por 60 dias.
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PERSPECTIVAS

Baseado nos importantes resultados para o compartimento intertubular e, a despeito
das alteragdes tubulares ndo serem expressivas, sugere-se ainda:
a. Realizar andlises bioquimicas soroldgicas;
b. Realizar a contagem das populagdes celulares no estddio 1 do ciclo do epitélio germinativo;
c. Realizar o cdlculo da produgdo e da reserva espermadtica;
d. Realizar estudos mais detalhados utilizando microscopia eletronica de transmissao;
e. Realizar novo experimento adicionando maior dose, além das utilizadas, e verificar se o
processo ocorrido no intertibulo € reversivel;

f. Realizar técnica de TUNEL para detectar apoptoses no tibulo e intertubulo.
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