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RESUMO

GRONDONA, Kéterin Elena Bohérquez, D.Sc., Universidade Federal de
Vicosa, julho de 2012. Morfometria do 6rgdo vomeronasal e do testiculo,
comportamento sexual de coelhos e perfis de testosterona e
androstenediona apo6s cauterizacdo do ducto incisivo. Orientador:
Laércio dos Anjos Benjamin. Coorientadores: German Arturo Bohorquez

Mahecha e Claudio César Fonseca.

No coelho doméstico (Oryctolagus cuniculus) o 6rgdo vomeronasal
desemboca na parte rostral do palato duro através do ducto incisivo. Este
ducto permite que os feromdnios alcancem e estimulem este o6rgdo. A
obstrucédo do ducto incisivo, induzida pela cauterizacdo, ocasiona alteracdes
morfolégicas no o6rgdo vomeronasal e no testiculo. Para desenvolver o
presente estudo, 16 coelhos da raca Nova Zelandia machos sadios, aos 60
dias de idade, tiveram seus ductos incisivos cauterizados apoOs anestesia.
Outros 16 coelhos da mesma raca e idade foram utilizados como grupo
controle. Posteriormente, oito animais de cada grupo (controle e cauterizado)
foram sacrificados em dois momentos diferentes: aos 120 e 180 dias de
idade. Para a retirada do 6érgdo vomeronasal, testiculos, musculo esquelético
e 0Sso, 0s animais também foram anestesiados e a seguir, foram
perfundidos com solucao fixadora. Os 6rgaos foram coletados e submetidos
a procedimentos de rotina para estudos histolégicos, ultraestruturais e por
meio de técnicas estereoldgicas e morfométricas. Para estudos biométricos,
morfometria testicular e dosagens de testosterona, os animais com 180 dias
foram divididos em subgrupos com baixas e altas concentracfes de
testosterona, devido as variacbes nas concentracdes desse horménio. Os
animais com 120 dias ndo apresentaram esse comportamento. Apesar de
ndo haver diferencas importantes nos percentuais dos componentes do
orgdo vomeronasal e nos valores de altura do epitélio sensitivo, observou-se
na histologia que houve morte de neurdnios evidenciados por espacos na
porcado apical do epitélio sensorial e nucleos das células de sustentacdo
alongados, densos e com bordas irregulares. A morfometria testicular

apontou que houve alteracdo no didmetro tubular nos animais do grupo
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tratado com 120 dias e nos animais do subgrupo com altas concentragoes
de testosterona, onde foi menor, em relagcdo aos animais do grupo controle.
Em relacdo ao numero de células de Leydig nos animais adultos tratados do
subgrupo com baixa testosterona, os animais tratados tiveram valores
maiores, mas nos animais jovens tratados os parametros volumétricos da
célula e o niumero de células foi menor em relagcdo aos animais do grupo
controle. Os animais tratados dos grupos de 120 dias e de 180 dias com
baixa testosterona apresentaram diminuicdo no percentual ocupado pelas
células de Sertoli no parénquima testicular. Os animais tratados com 120
dias e os animais do subgrupo com baixa testosterona tiveram suas
concentragfes de testosterona sérica menores. O tratamento ndo afetou a
densidade oOssea da epifise do fémur, nem a massa e a composi¢cao do
musculo reto femoral. Os resultados do presente estudo abrem portas para
novas areas do conhecimento da morfofisiologia da reproducdo, uma vez
gue indica que a cauterizacdo do ducto incisivo atrasa a puberdade e afeta a
espermatogénese. Esses resultados demonstram que ainda ha muito a ser
elucidado nas diferentes espécies de mamiferos, onde o OVN pode atuar de
diferente forma, como no suino, onde os ferombnios sao essenciais para a

estimulacdo sexual de machos e fémeas.
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ABSTRACT

GRONDONA, Katerin Elena Bohorquez, D.Sc., Federal University of Vicosa,
july, 2012. Morphometry of the vomeronasal organ and testis, sexual
behavior of rabbits and profiles of testosterone and androstenedione
after cauterization of the incisive duct. Adviser. Laércio dos Anjos
Benjamin. Co-advisers: German Arturo Bohorquez Mahecha and Claudio

César Fonseca.

In the domestic rabbit (Oryctolagus cuniculus), the vomeronasal organ ends
in the rostral part of the palate through the incisive duct. This duct allows
pheromones to enrich and stimulate this organ. The obstruction
(cauterization) of the incisive duct causes morphological alteration in the
vomeronasal organ and in the testis. In order to develop the present study,
incisive ducts of 16 New Zealand male rabbits (60 days of age) were
cauterized under anesthesia. Sixteen rabbits from the same breed and age
were used as a control group. Hence, 8 animals of each group (control and
cauterized) were sacrificed at two different time points: 120 and 180 days of
age (d). Before sacrifice, the animals were anesthetized and perfused
through the aortic artery with bicarbonate Ringer’s solution, followed by a
2.5% glutaraldehyde solution and testes, vomeronasal organ, skeletal
muscle and bone were collected. These tissues were submitted to routine
procedures for histological studies, transmission electron microscopy, also
stereological and morphometrical techniqgues. Based on the serum
testosterone dosages, it was found that the 120d group presented no
difference in androgen levels; however, the 180d group showed a variation
on levels of serum testosterone. Hence, in order to better understand the
results, the 180d group was subdivided in low (180d-LT) and high (180d-HT)
testosterone concentration. Apparently, the cauterization procedure did not
affect the volume density of the components as well as the epithelium height
of vomeronasal organ. However there are some evidence of neuronal loss,
based on spaces in the apical portion the sensorial epithelium and elongated,

dense, and irregular borders of nuclei of the supporting cells. The tubular

viii



diameter was lower in 120d and 180d-HT when compared with the control
group. The In comparison to the control, Leydig cell number was higher in
the 180d-LT and lower in the 120d group. Also, the volume densities of the
testicular parameters were lower in the 120d when compared with control.
Regarding to Sertoli cell, it was observed a decrease in the percentage
occupied in the testis parenchyma in 120d and 180d-LT groups.

Considering the muscle skeletal system, there are no differences in the bone
density of the femoral epiphyses and also in the mass and composition of the
femoral muscle. These results demonstrate that much about the VNO
remains to be elucidated in the different species of mammals, in which the
VNO can act in a different form, as in the pig, which pheromones are

essential for sexual stimulation of both males and females.
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1. INTRODUCAO

Em 1813, o anatomista dinamarqués Ludwig Jacobson (1783-1843)
descreveu pela primeira vez um o6rgdo localizado na cavidade nasal de
mamiferos. Posteriormente, em 1895, este 6rgdo foi nomeado 6érgao
vomeronasal (OVN) de Jacobson pela Der Anatomische Gesellschatft.
Naquela época, Jacobson assumiu que o 6rgao por ele descrito tinha fungéo
essencialmente secretora, uma vez que este 6rgdo apresentava glandulas
serosas abundantes, inervacdo bilateral e suprimento sanguineo
caracteristico. O préprio Jacobson suspeitou que o OVN também pudesse
apresentar propriedades sensoriais (Doving e Trotier, 1998a). Foi somente
com o advento de novas técnicas histologicas, no século XIX, que se
demonstrou a capacidade sensorial deste 6rgdo. Estudos conduzidos em
embrides de cobras tornaram evidente a fungdo quimiorreceptora do érgao
quando Retzius, em 1894, demonstrou a semelhanca morfolégica entre os
neurénios receptores da mucosa olfatéria e aqueles do OVN (Doving e
Trotier, 1998b).

Os primeiros experimentos indicavam que o OVN exercia um papel
preponderante na reproducdo dos mamiferos (Planel, 1953). E sabido que
na maioria destes animais, o OVN € especializado na recepcdo de
feromdnios e esta envolvido na comunicacdo quimica, particularmente em
relacdo a atracao sexual e reproducdo (Wysocki, 1979; Wysoky e Meredith,
1987). Em répteis, o OVN esta envolvido também no controle de respostas
de ataque e luta (Halpern, 1987), assim como na perseguicdo da presa
(Crosby e Hunprey, 1939; Halpern, 1987), no reconhecimento territorial e
dos pais (Stephan et al., 1982).

Atualmente, os estudos da morfofisiologia do OVN tém recebido
especial atencdo, uma vez que estudos recentes, porém, controversos,
abordam sua existéncia, morfologia e funcionalidade em humanos (Casas et
al., 1998; Doving e Trotier, 1998b; Rolinsky et al., 2000) Em vertebrados, os
conhecimentos deste 6rgdo ainda séo incipientes no campo da evolugéao e
da anatomia comparativa.

Nesse sentido, 0 presente estudo tem como objetivos, descrever o

local onde desemboca o OVN em coelhos assim como suas caracteristicas
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histologicas, e verificar o grau de lesdo e alteracbes do OVN apds a
cauterizagdo do ducto incisivo, quantificar os diferentes componentes que
constituem o parénquima dos testiculos de coelhos jovens e adultos apds
cauterizacdo do ducto incisivo, averiguar se ha alteracdes de densidade
0ssea na regido epifiséria do osso fémur e no percentual de agua e gordura
do musculo reto femoral, relacionando com possiveis alterag6es hormonais

ou de comportamento.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A percepcao sensorial do ambiente nos vertebrados requer 6rgaos
especializados para que se tenha acesso ao estimulo externo (Ogura et al.,
2010). A olfacdo esta altamente relacionada ao comportamento, e €
responsavel pela deteccdo de odores. Sua recepcdo se da na cavidade
nasal que € separada em dois subsistemas distintos que incluem o epitélio
olfatério principal (EOP) e o 6rgdo vomeronasal (OVN). Os neurbnios
encontrados no EOP tem projecdo de seus axodnios para o bulbo olfatorio
principal (BOP) (Scalia e Winans, 1976; Lisa e Logan, 2010), que possuli
circuitos primarios que se projetam para o cortex olfatério. J4 os axénios dos
neurdnios do OVN, formam o nervo vomeronasal que passa pela lamina
crivosa do 0sso etmoide e se projeta para o bulbo olfatério acessorio (BOA)
e faz conexdo com o sistema limbico. A nitida separacdo anatdémica desses
subsistemas olfatérios e a populagéo distinta de neurdnios sensitivos levam
a teoria que cada porcao esta especializada para diferentes funcdes. Assim,
tem-se que o EOP é responséavel pela deteccdo de odores relacionados ao
sentido da olfacdo, enquanto o OVN esta relacionado com a deteccédo de
feromonios (Lisa e Logan, 2010).

A atividade do OVN nao é necessaria para a ocorréncia de alguns
comportamentos instintivos mediados pela olfacao (Stowers e Marton, 2005).
Estes achados sugerem a existéncia de um circuito olfatoério sensorial
relacionado com comportamentos além do OVN. (Stowers e Logan 2010).
Circunstancias indicam que alguns comportamentos sao mediados
exclusivamente por um desses sistemas ou pela acdo complementar dos
dois. Por exemplo, quando uma rata que foi recentemente inseminada é
exposta a urina de um macho com o qual ela ndo copulou, a gestacéo é
interrompida, ha abortamento, e a fémea retorna ao cio. Esse efeito depende
de um 6rgado vomeronasal funcional. Entretanto, a procura do mamilo por
filhotes de coelhos é um tipico exemplo do comportamento estritamente
dependente de um sistema olfatorio principal intacto. Em outras
circunstancias, algumas respostas de comportamento sdo mediadas por
ambos os sistemas (olfatério principal e vomeronasal), como por exemplo,

as fémeas de hamsters, que durante o estro emitem um chamado



ultrassbnico e nelas, se o0s dois sistemas sao inativados, esse
comportamento cessa. Portanto, € possivel que os dois sistemas tenham se
desenvolvido independentemente para a deteccdo de feroménios. Somente
0 epitélio olfatério principal foi posteriormente desenvolvido para a
percepcao de odores convencionais (Tirindelli et al., 2009).

Pieper et al. (1989) citam também o nervo terminal, que contém e
pode secretar hormoénio liberador de gonadotropina (GnRH), transmitindo
informacéo da area do 6rgdo vomeronasal para estruturas mediais da parte
rostral do cérebro.

Recentemente, um acumulo de neurénios localizados fora do EOP foi
relacionado ao comportamento mediado por feromonios (Fuss et al., 2005).
Essa estrutura, conhecida como ganglio de Grueneberg (GG), esta
localizado bilateralmente na é&rea crénio-dorsal da cavidade nasal, na
extremidade formada pelo septo e o teto da cavidade nasal em vérias
espécies de mamiferos domésticos (Tirindelli et al., 2009). Pensava-se que 0
GG constituia um segmento do nervo terminal até ser redescoberta sua
relacdo com o subsistema olfatério (Fuss et al., 2005). Este ganglio possui
projecOes para a regido caudal do bulbo olfatorio principal, regido ativada
durante a lactacédo, levando a hipétese de estar relacionado com a deteccdo
de feromonios de aleitamento (Koos e Fraser, 2005; Tirindelli et al., 2009).
Outra funcdo encontrada para os neurénios do GG esta relacionada com a
termorregulacédo, funcionando como um termo sensor e atraindo o filhote
para o calor materno (Mamasuew et al., 2005). O GG também parece atuar
mediando uma resposta inata para feroménios emitidos por ratos
estressados (Brechbuhl et al., 2008). Tirindelli et al. (2009) sugeriram que as
moléculas volateis liberadas por animais para alertarem seus parceiros
sobre perigo séo substratos para os neurdnios do GG.

O 6rgéao septal de Masera (OS), que € uma pequena ilha de epitélio
olfatério na mucosa nasal, esta localizado a cada lado do septo nasal,
caudal ao ducto nasopalatino (incisivo). Os neurdnios sensitivos desse 6rgéo
se projetam para as regibes caudal e ventromedial do bulbo olfatério
principal. Sua ampla distribuicdo em muitas espécies de mamiferos sugere

que esse orgao é funcionalmente especializado para a detec¢do precoce de



moléculas biologicamente relevantes como, por exemplo, aquelas

resultantes do comportamento de lambedura (Tirindelli et al., 2009).

2.10corréncia e estrutura do OVN

2.1. 1 Ocorréncia

Em 1813, Jacobson descreveu as relacbes topograficas e inervagao
do OVN em cervo, gato, vaca, cdo, ovelha, cavalo, porco, cabrito, tigre,
camelo, bufalo e ledo marinho (Doving e Trotier, 1998a). A presenca desse
orgao foi posteriormente confirmada na maioria dos mamiferos eutérios
(Pearlman, 1934) e nos marsupiais (Wohmann-Repenning, 1984). O OVN
encontra-se bem desenvolvido na maioria dos primatas, mas é reduzido ou
ausente em alguns (Jordan, 1972; Stark, 1975). O OVN também esta
presente na maioria dos tetrapodos e em peixes coanados. Nos répteis, este
orgao nao é encontrado em crocodilos e camaledes, mas esta presente em
cobras, lagartos e tuataras, onde encontra-se bem desenvolvido (Doving e
Trotier, 1998a). Nas aves, nas quais a comunicacdo quimica é menos
utilizada, este 6rgao regride durante o desenvolvimento embrionario (Barone
et al., 1966; Keverne, 1999; Liman et al., 1999; Menco et al., 2001).

A presenca e funcionalidade do OVN em humanos apresentam
controvérsias (Doving e Trotier, 1998b). Este 6rgao é encontrado em forma
rudimentar nos humanos neonatos, segundo estudos de Kolliker em 1877
(Doving e Trotier, 1998b). Entretanto, Casas et al. (1998) observaram a
presenca direta do OVN em 53,84% dos cadaveres humanos analisados. A
funcionalidade do OVN em humanos continua duvidosa, uma vez que
nenhuma via nervosa entre o0 OVN e o encéfalo foi descrita. Além disso, nos

humanos néo existe bulbo olfatério acessorio (Halpern e Marcos, 2003).

2.1.2 Estrutura do OVN

Nos mamiferos, o OVN consiste de um par de diverticulos tubulares,
revestidos internamente por mucosa, e situados no assoalho da cavidade

nasal em ambos os lados da base do septo nasal (Barone et al.,1966; Hare,
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1986; Keverne, 1999). Ele encontra-se relacionando com o vbmer e 0s
processos palatinos dos 0ssos incisivos e maxilares (Hare, 1986). Nos
roedores, comunica-se sem linha de demarcacdo com a cavidade nasal
através do orificio rostral (Grondona, 2005, Mucignat-Caretta, 2010). Em
lagomorfos, cada OVN abre-se rostralmente no ducto incisivo. Em
carnivoros, ungulados, insetivoros e primatas neotropicais, este 06rgao
desemboca no ducto incisivo, que por sua vez se abre na cavidade bucal
através de um estreito forame (Barone et al.,, 1966; Keverne, 1999). Esta
comunicacdo com a cavidade bucal permite a passagem do estimulo tanto
pelo nariz quanto pela boca, o que pode ocorrer durante o reflexo de
“flehmen” (palavra que se origina do alem&o e significa enrugar o labio
superior) em alguns mamiferos (Mucignat-Caretta, 2010).

Os tubulos que formam o OVN estdo separados do resto da mucosa
olfatoria por uma capsula formada por uma cartilagem hialina ou pelo proprio
0sso vomer (Doving e Trotier, 1998b; Keverne, 1999; Liman et al., 1999;
Menco et al., 2001). No tecido subcapsular, geralmente € encontrado um
estroma preenchido por um plexo vascular (Barone et al., 1966).

O OVN contém um epitélio sensorial que ndo esta diretamente
exposto ao fluxo de ar. Ele também possui um mecanismo de bombeamento
que preenche o lume do 6rgdo com o muco onde os odores ficam
dissolvidos. Em corte transversal observa-se um lume com formato de meia
lua revestido por um epitélio sensorial medialmente, e um epitélio tipo
respiratorio ndo sensorial lateralmente (Doving e Trotier, 1998b, Keverne,
1999, Mucignat-Caretta, 2010), formado por uma fileira de células ciliadas
nao sensoriais (Doving e Trotier, 1998b).

No rato, o tamanho e o contorno interno do tubo vomeronasal variam
ao longo de seu eixo longitudinal. Em sua porcao rostral, o lume é limitado
por duas paredes achatadas, aparecendo como um sulco obliquo continuo
com o epitélio do vestibulo nasal, do qual a porcdo tubular ndo apresenta
diferencas evidentes. Na sua regido meédia, a parede lateral se torna
convexa e a medial se torna cbncava. Em seccdo transversal, o 6rgéo
mostra um lume de forma tipicamente de meia lua. Caudalmente, o tubo

gira aproximadamente 90 graus e mostra a parede dorsal achatada e a



ventral concava. O lume se estreita na sua por¢cao mais caudal e termina em
fundo cego (Vaccarezza et al., 1980; Grondona, 2005).

Na organizacéo histoldégica do OVN, o epitélio sensorial consiste de
neurénios bipolares glutamatérgicos | (Dudley e Moss, 1995) que
apresentam axonios longos. Estes axOnios formam dois nervos que
emergem da extremidade caudal do OVN, situam-se na submucosa do septo
e, apos penetrar na cavidade craniana através dos forames da lamina
crivosa do etmoide, terminam no bulbo olfatorio acessorio, localizado
dorsocaudalmente ao bulbo olfatério principal (Doving e Trotier, 1998b). O
epitélio sensorial do OVN apresenta dois subtipos de neurdnios: neurdnios
apicais e neurodnios basais (Tirindelli et al., 2009). Os dendritos apicais dos
neurbnios sensoriais se projetam em direcdo ao lume (Mucignat-Caretta,
2010). O epitélio sensorial também contém células de sustentacdo que
ocupam toda a espessura do epitélio, além de células tronco que se
diferenciam em novos neur6nios sensoriais durante toda a vida do animal e
que estdo localizadas nos limites entre o epitélio sensorial e o epitélio
olfatério ciliado (Barber e Raisman, 1978). Quando o neuroepitélio se
degenera, as células tronco migram até sua posicao final, se diferenciam, e
seus axdnios prolongam até o bulbo olfatério acessorio, que esta localizado
dorsolateralmente ao bulbo olfatério principal (De La Rosa-Prieto et al.,
2009).

De acordo com sua localizacao no epitélio, a expressao de proteina G
e seu alvo de projecdo no bulbo olfatério acessorio, as células receptoras do
OVN podem ser classificadas em dois tipos. Receptores que possuem
corpos localizados na por¢cao mais superficial do epitélio expressam Ga
subunidade Gi2a e seus axdnios se projetam para a por¢ao rostral do BOA.
Os receptores localizados na porcdo profunda do epitélio expressam a
subunidade Goa e seus axbnios se projetam para a porcdo caudal do BOA
(Weseka e Anhol, 1999). A proteina G também esta presente nos microvilos
dos neurbnios receptores que possuem um mecanismo intrinseco
necessario para a transdugdo do estimulo quimico (Menco et al., 2001).
Alguns neurénios expressam uma proteina G a-gustaducina relacionada ao
sabor, sugerindo a similaridade de processamento do estimulo semelhante

ao dos receptores dos botbes gustativos (Zancanaro et al., 1999). Esses
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neurbnios sensoriais possuem a mesma origem no placédio olfatorio
juntamente com os neurdnios liberadores de horménios gonadotroéficos.
Desta forma, ambos encontram-se relacionados com areas do hipotalamo e,
por isso, estdo relacionados com fungbes neuroenddcrinas e
comportamentais (Tirindelli et al., 2009).

A quimiorrecepcao de certos constituintes quimicos regula o acesso
dos fluidos quimicos ao OVN. Existem muitas células quimiosensoriais
solitarias (SQS) ao longo da entrada para o 6rgdo vomeronasal (ducto
incisivo) e elas sdo capazes de responder a uma grande variedade de
odores irritantes e componentes de sabor amargo. Em ensaios
colorimétricos, observou-se que a quantidade de fluidos estimulantes que
entram no OVN de ratos € inversamente correlacionada a concentracao de
odores e substancias amargas presentes no fluido (Ogura et al., 2010).

O lume geralmente encontra-se preenchido por secre¢des provenientes
das glandulas vomeronasais, as quais se encontram nas paredes dorsal e
ventral do lume (Keverne, 1999). As glandulas vomeronasais consistem em
séries de complexos glandulares ao longo do eixo do OVN com curtos
ductos excretores. Os produtos de secrecdo dessas glandulas entram no
lume do OVN na regido de transicdo entre o neuroepitélio e o epitélio ndo
sensorial. Os acinos apresentam caracteristicas morfologicas tipicas de
glandulas serosas. As células secretoras desses acinos sdo caracterizadas
por possuirem nucleo arredondado a oval e reticulo endoplasmatico rugoso
bem desenvolvido, ambos localizados na por¢cédo basal da célula. A regido
supranuclear € ocupada pelo aparelho de Golgi e granulos de secre¢édo que
variam em tamanho e densidade eletrbnica. Esses granulos se acumulam
em direcdo a porgdo apical da célula. Ax6nios terminais contendo vesiculas
claras e vesiculas densamente coradas sdo frequentemente observados
entre as células secretoras. Esses axdnios estdo diretamente relacionados a
lamina basal do acino. Células mioepiteliais ndo estdo presentes. Na lamina
propria, numerosas celulas musculares lisas, vasos sanguineos e feixes
nervosos contendo axénios mielinicos e amielinicos podem ser observados
(Mendoza, 1986).

Lateralmente ao lume dos tubulos, sdo encontrados vasos e seios

sanguineos, os quais sdo inervados por fibras do sistema nervoso autbnomo

8



que controlam a vasoconstricdo (Keverne, 1999), formando um tecido
cavernoso que foi chamado de “corpo de cogumelo” ou eminéncia
fungiforme (Doving e Trotier, 1998b). O tecido altamente vascularizado que
constitui a maior parte do tecido do OVN tem func&o de bomba, que é crucial
para permitir o acesso do estimulo ao lume. No hamster, a bomba funciona
por ativacdo dos nervos simpaticos que contraem a parede das veias em
qualquer situacao que atrai a atencéo do animal (Meredith, 1998).

O OVN ¢ irrigado pela artéria esfenopalatina que também irriga a
mucosa das conchas nasais. Esta artéria € ramo da artéria maxilar. A
drenagem é feita por meio de uma veia satélite calibrosa, que se encontra
lateralmente ao ducto vomeronasal. Ao longo do 6rgdo, encontra-se essa
veia volumosa com parede espessa rodeada por veias menores que formam
uma rede, assim como arteriolas, capilares, vasos linfaticos e nervos,
formando um plexo vasculo-nervoso (Salazar et al., 1997; Salazar e
Sanchez Quinteiro, 1998). Portanto, os achados sobre o suprimento
sanguineo, associados ao ducto vomeronasal preenchido por secrecdo e o
revestimento que envolve o tecido conjuntivo (capsula), indicam que o tecido
que rodeia a porcdo epitelial do 6rgdo tem um importante papel nos
mecanismos de funcionamento do OVN como uma bomba vascular. Por sua
vez, essa capsula impede um colapso quando a pressao interna € diminuida
seguida da expulsdo dos contetdos. A capsula também € responsavel por
impedir a expansdo do 6rgdo no momento do aumento da presséo interna

(Salazar et al., 1997; Salazar e Sanchez Quinteiro, 1998).

2.1.3 O OVN do coelho

O OVN do coelho é levemente eliptico ou oval em seccéo transversal,
envolto por uma capsula cartilaginosa hialina. Seu lume é crescente de sua
porcdo média até sua por¢cdo caudal. O seio venoso € notavelmente
desenvolvido em volta do lume e ocupa a maior parte do orgéo. As glandulas
tendem a se agregar na porcdo mais dorsal do oOrgdo (Taniguchi e
Mochizuki, 1982).

A ultraestrutura das células do epitélio sensorial do OVN do coelho é

semelhante a do hamster, rato e camundongo. Porém, o reticulo
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endoplasmatico liso ndo é desenvolvido no citoplasma supranuclear das
células sensoriais, e corpos granulares nos dendritos ndo sao tdo evidentes
quanto no hamster. Esses corpos granulares estdo envolvidos com a
secrecdo de neurotransmissores. Pequenas células basais amorfas séo
ocasionalmente observadas na base do epitélio sensorial (Taniguchi e
Mochizuki, 1982).

O epitélio respiratério do coelho contém células ciliadas, nao ciliadas e
células basais. As células néo ciliadas séo escuras e delgadas, possuindo
ndcleo escuro, sugerindo condensacao de heterocromatina, alongado, com
mitocondrias dispersas no citoplasma, ribossomas livres e reticulo
endoplasmatico rugoso. Células ciliadas e basais sdo similares as
observadas no epitélio respiratorio do hamster. Células com prolongamentos
indicativas de neurbnios séo frequentemente observadas penetrando na

porcdo basal do epitélio (Taniguchi e Mochizuki, 1982).

2.2 Funcdes do OVN

Desde a década de 1980, ja se tem como amplamente aceito que o
sistema vomeronasal encontra-se envolvido em respostas quimiosensoriais
mediadas por feromonios, ou regulacdo enddcrina, e comportamento sexual
(Halpern e Marcos, 2003). Além disso, foi demonstrado em cobras, que o
sistema vomeronasal (SVN) era critico na resposta a substancias quimicas
da presa e odores usados no agrupamento e corte (Halpern,1987; Wysocky
e Meredith,1987).

O significado preciso das funcbes do SVN ndo estd totalmente
entendido, particularmente considerando as fun¢des comuns a todos o0s
grupos de animais. Quando se enfoca os mamiferos, as evidéncias sugerem
gue o SVN tem um papel importante no comportamento reprodutivo e sexual
(Powers e Winans, 1975; Wysocki, 1979), embora isso ndo descarte a
possibilidade de outras funcgdes.

Antigamente, era aceito que o SVN fosse especializado na detecc¢ao
de certos tipos de substancias odoriferas, caracterizadas por baixa
volatibilidade e peso molecular maior que 66 kDa (Salazar et al., 1998).

Atualmente, ja € sabido que da mesma maneira que o epitélio olfatério
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principal, o OVN é sensivel tanto a odores comuns quanto a feroménios que
se dissolvem no muco produzido no érgao para alcancar o epitélio sensorial.
Desta forma, o sistema olfatério principal associado ao sistema vomeronasal
originam um complexo integrado de percepcdo quimiosensorial (Mucignat-
Caretta, 2010). Nem todas as substancias que estimulam o OVN devem ser
classificadas como feromo6nios. Da mesma forma, nem tudo que atua como
um feromdnio necessita estimular o OVN (Meredith, 1998).

Feromonios sdo substancias que carreiam mensagens quimicas que
sdo secretadas por individuos e séo recebidas por individuos da mesma
espécie, 0s quais causam uma reacdo comportamental especifica. Eles
podem ser divididos em feromonios liberadores ou iniciadores. Feromonios
liberadores levam ao reconhecimento individual e provocam respostas
comportamentais de baixa laténcia em animais do mesmo grupo, como
ataques agressivos, cio ou demarcacao territorial. Ao contrario, feroménios
iniciadores induzem respostas tardias que sdo comumente mediadas pela
ativacdo do sistema neuroendocrino, com a emisséo de sinais quimicos que
forcam o balanco hormonal modulando seu estado reprodutivo (Tirindelli et
al., 2009).

As funcdes dos sistemas vomeronasal e olfatorio estdo evoluindo no
amplo contexto da comunicacdo quimica em mamiferos. Sao trés os pontos
mais importantes. Primeiro, h4 uma variedade de tipos de sinais quimicos
que incluem os feroménios classicos a qualidade dos sinais de odor, 0s
quais sdo todos importantes para comunicacdo. Segundo, o OVN é
primariamente responsavel pela mediacéo de respostas a alguns, mas néao a
todos, sinais dos feroménios. Terceiro, 0s sistemas vomeronasal e olfatorio
principal geralmente interagem para mediar respostas de sinais odoriferos
(Johnston, 1998).

Segundo Johnston (2000 e 2001), “sinais quimicos” sdo compostos ou
misturas de compostos liberados por um individuo que afetam um segundo
individuo da mesma espécie, e sugerem que esse termo deva ser usado
como um termo genérico para odores envolvidos em comunicacao.
Subcategorias de sinais quimicos incluem: 1) feromdnios: compostos
qguimicos simples que tém efeitos de sinais quimicos; 2) mistura de

feromonios: misturas de pequenos numeros de compostos que sdo efetivos
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somente em proporgdes relativamente precisas; 3) grupos mosaico ou
mosaico de odores: misturas de um grande nimero de compostos que tém
efeitos de sinais quimicos.

Numerosos modelos animais, como hamsters, ratos, camundongos,
mamiferos domeésticos e répteis, comprovaram-se especialmente Gteis para
elucidagdo de papéis funcionais do SVN. Hamsters foram os primeiros
animais nos quais as alteracdes do nervo vomeronasal demonstraram afetar
o comportamento reprodutivo (Powers e Winans, 1975). Segundo esses
mesmos autores, uma lesdo periférica do sistema vomeronasal produz
déficits severos no comportamento sexual em hamsters machos e fémeas.
Esses autores observaram que os efeitos da remocéo ou privacéo da fungéo
normal do OVN foram agudos quando o animal ndo tinha tido atividade
sexual. Mas quando o animal j& havia copulado, o efeito da remocédo do
OVN foi menos severa. Entretanto, a injecdo de GnRH (hormonio liberador
do gonadotrofina) em animais experimentais sem OVN restabeleceu o
comportamento sexual.

No comportamento sexual parece que a cadeia de eventos € a
seguinte: para a estimulacdo do OVN é necessaria a liberacdo de GnRH,
gue promove um aumento no nivel de hormonio luteinizante (LH), o qual, por
sua vez induz as manifestacbes do comportamento sexual, devido a sua
influéncia na producado de testosterona (Coquelin et al., 1984; Clancy et al.,
1988; Meredith e Fernandez-Fewell, 1994).

Bruce (1959) demonstrou que ratas com ovocitos fertilizados tiveram
falha na implantacdo destes se 0 macho copulador fosse substituido por um
macho estranho na gaiola da fémea nos quatro primeiros dias apés a cépula.
Esse efeito € mediado por estimulo quimico e é dependente de um OVN
funcional (Bellringer et al., 1980). O modelo para explicar esse fenbmeno
inclui a memdéria do odor do macho copulador. Isso demonstra que a
memorizacdo e o reconhecimento do macho copulador se dao no bulbo
olfatério acessorio, e que 0s receptores metabotropico de glutamato estéo
envolvidos no processo (Kaba et al., 1994). A estimulagdo subsequente com
feromdnios de um macho estranho aumenta a atividade nos neurénios
dopaminérgicos, que liberam seu transmissor para o plexo portal da

eminéncia mediana. A dopamina atua na hipoéfise para suprimir a liberacéo
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de prolactina. A prolactina, por sua vez, é luteotrépica; portanto, o corpo
lGteo ovariano ndo é sustentado por muito tempo, 0s niveis de progesterona
caem e os de estrogeno aumentam. E esse decréscimo do nivel de
progesterona que permite o nivel de LHRH aumentar, e isso sustenta o
desenvolvimento folicular e 0 aumento dos niveis de estrégeno (Brennan e
Keverne, 1997; Keverne, 1982).

Wyisocki e Lepri,(1991) removeram o OVN em ratos domésticos e
ratos da pradaria (Microtus orchragaster) machos, e observaram déficits no
aumento de testosterona induzido por odores, na vocalizagdo ultrassonica
para fémeas, no comportamento sexual, na marcacdo territorial e na
agressao entre machos. A remocédo do OVN em grupos de fémeas de ratos
domésticos resultou na perda da secrecdo de feromdnios que promovem a
puberdade. Em ratas, a indugcao da ativacédo da reproducédo pela presenca
do macho caiu ou foi eliminada pela remogédo do OVN. Agressdo maternal
também foi reduzida em fémeas que passaram pela retirada do 6rgao.

Segundo Dluzen e Ramirez (1983), no bulbo olfatério acessorio, alguns
neurdnios sao imunorreativos a alguns fatores de liberacdo hipotalamicos,
como LHRH (hormonio liberador do hormonio luteinizante), TRH (hormoénio
liberador de tireotropina) e somatostatina. Desta forma, eles podem estar
relacionados ao envolvimento do bulbo olfatério acessorio na resposta a
feromdnios pela modulacdo neuroenddécrina e comportamental.

Atualmente, foi descoberta uma nova classe de receptor olfatério que é
expresso em uma subpopulacdo de neurbnios sensitivos vomeronasais
chamados de receptores de formil peptideo (FPR e FPR-like) que sao
responsaveis pelo estimulo quimiosensorial de danos celulares, doencas e
inflamacéo, semelhante ao que ocorre nas células do sistema imunoldgico
(Riviére et al., 2009).

Ratos vomeronasalectomizados (com seccdo bilateral dos nervos
vomeronasais em seu trajeto no septo nasal) apresentaram atraso no
crescimento das glandulas sexuais anexas, embora n&o apresentem
diferencas no peso testicular. Apesar disso, estes animais apresentam niveis
plasmaticos de LH e testosterona mais baixos. Tanto a anosmia completa de
ambos os sistemas (olfatorio e vomeronasal), como a auséncia de fémeas

adultas, repercutem sobre o desenvolvimento sexual. Incrementos de
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testosterona plasmatica em machos submetidos a presenca de fémeas
foram demonstrados em ratos (Sanchez-Criado et al., 1984). Esses animais
também apresentam a agressividade diminuida (Stowers et al., 2002).

Desta forma, existe uma importante relacdo entre o OVN e 0s 0rgaos
genitais masculino e feminino. Entretanto, as informacdes disponiveis na
literatura citam as alteracBes dos niveis de testosterona sem descrever as
modificacdes morfofuncionais dos testiculos e das vias espermaticas
decorrentes da ablacdo do OVN. Por outro lado, permanece néo solucionada
a pergunta: a perda funcional do OVN é substituida pela acdo do sistema
olfatorio principal?

2.3 Anatomia dos testiculos, epididimo, ductos deferentes e glandulas

anexas em coelhos

Os testiculos sdo o6rgdos glandulares, formados por uma porcéo
exdcrina e uma porcao enddcrina. A porcdo exdcrina € constituida por
tubulos seminiferos e ductos intratesticulares, e a enddcrina, pelas células
intersticiais de Leydig. Os testiculos dos coelhos séo alongados, com até 4
cm de comprimento e um cm de diametro (Amann, 1970a).

Como nos demais mamiferos, os testiculos dos coelhos estédo
envolvidos por uma cépsula conjuntiva, a tanica albuginea, da qual partem
septos para o interior do 6rgéo, formando os l6bulos testiculares. Dentro dos
I6bulos encontram-se os tubulos seminiferos, de trajeto sinuoso, enovelados
e extensos. A parede dos tubulos seminiferos € constituida de uma tunica
conjuntiva externa, uma membrana basal intermediaria onde estdo as
células de Sertoli, e as células germinativas em diferentes etapas do
desenvolvimento. Parametros quantitativos diretamente relacionados aos
tubulos seminiferos, como diametro tubular, altura do epitélio seminifero, e
comprimento total dos tibulos seminiferos, apresentam relagédo positiva com
a atividade espermatogénica, fornecendo informacdes para o0
estabelecimento da mesma em uma determinada espécie (Franga & Russell,
1998). Mali et al. (2002) e Gupta et al. (2001) associam o comprimento e
didmetro dos taubulos seminiferos a redugdo na producdo de testosterona e

ao peso testicular e, consequentemente, diminuicdo da fertilidade.
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A rete testis no coelho € um prolongamento da rete testis para o
epididimo. Por se apresentar desta maneira, ela € chamada de rete testis
extratesticular. Esta estrutura consiste em uma camada Unica de células
epiteliais achatadas envolvendo um lume extenso. Essas células possuem
ndcleo heterocromético irregular que ocupam de 1/3 até metade da célula.
Seu citoplasma € caracterizado por uma escassez de organelas.
Espermatozoides raramente sdo vistos nas seccdes devido a baixa
concentracdo de fluido testicular. Essa regido possui uma lamina basal
relativamente espessa, interdigitacdes complexas na membrana plasméatica
das células adjacentes e uma fina rede de material filamentoso encontrado
na face citoplasméatica da membrana celular na superficie basal das células.
Profundamente a lamina basal encontra-se um feixe de fibras colagenas,
fibroblastos e musculo liso. Na juncéo da rete testis e dos ductulos eferentes
observam-se vasos sanguineos proximos a lamina basal (Jones et al.,
1979).

Um outro tipo celular presente nos tubulos seminiferos é a célula de
Sertoli. Ela é uma célula somatica que se encontra entre as células
germinativas, sendo essenciais na espermatogénese, jaA que sustentam e
nutrem as ceélulas germinativas e controlam o desenvolvimento da
espermatogénese, entre outras funcbes. As células espermatogénicas
(células germinativas em desenvolvimento) sdo as células que dardo origem
aos espermatozoides apoés divisbes sucessivas das mesmas, sustentadas
ao longo de todo o processo pela célula de Sertoli (Castro, 1995).

Nos tubulos seminiferos, as células de Sertoli criam duas regifes: o
compartimento basal, contendo as células germinativas mais iniciais
(espermatogodnias, e espermatocitos primarios em pré-leptéteno) em contato
direto com vasos sanguineos e o compartimento adluminal, contendo as
células germinativas mais avancadas (demais espermatocitos primarios,
espermatécitos secundarios e espermatides em desenvolvimento)
separados dos vasos sanguineos por uma barreira de permeabilidade
(Russell et al., 1990a).

Durante o desenvolvimento puberal, as células de Sertoli cessam sua
divisdo. As células de Sertoli adultas se mantém relativamente estaveis

durante a vida do animal e possuem uma estrutura extremamente complexa.
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Na microscopia de luz, observa-se que os limites desta célula estdo
indefinidos. Possuem formato piramidal, nacleo ovoide, com base fixada na
membrana basal do tubulo e com apice projetando-se livre para a luz. Sé&o
células que estdo unidas entre si por juncdes de oclusdo e sdo encontradas
na membrana basal. O ndcleo é visivel, apresenta nucléolo tripartido. Na
microscopia eletrbnica de transmissdo, essa célula se estende da base do
tubulo ao lume, por meio de suas extensdes citoplasmaticas (Russell, 1980).

A célula de Sertoli possui um papel estrutural e esta envolvida na
relacdo das células de germinativas com o ambiente interno (Russell, 1980).
Seu citoplasma possui muitos ribossomas, mitocondrias alongadas,
abundante reticulo endoplasmaético liso, aparelho de Golgi proeminente e
goticulas lipidicas espalhadas. Muitas das células contém material
fagocitado, presumivelmente derivado das células germinativas degeneradas
(Gondos, 1973). Ela é considerada como uma célula que possui uma
morfologia ciclica, um fendmeno essencial para a interacdo e controle das
diferentes fases do desenvolvimento das células germinativas, que ocorrem
simultaneamente.

Muitas funcdes sdo atribuidas as células de Sertoli, entre elas a
manutencdo da integridade do epitélio seminifero, via adesdo a outras
células e elementos nao celulares (Russell, 1980), formacéo da barreira de
célula de Sertoli (hematotesticular) pela presenca de jun¢cdes de oclusao ou
“tight junctions”, ou secrec¢ao de fluido tanto na porgéo basal quanto apical
para formar o lume tubular, participacdo na espermiacao (Fawcett e Philips,
1969), fagocitose das células germinativas durante a espermatogénese,
fornecimento de nutrientes as células germinativas, envolvimento na
esteroidogénese e metabolismo de esteroides, movimentos de células no
epitélio por facilitacdo da translocacdo das células do compartimento basal
entre 0s compartimentos intermediarios e adluminal do testiculo (Russell,
1977); secrecdo de proteinas assim como intermediagdo hormonal no
testiculo para regulacdo das células germinativas; envolvimento na
regulacdo da sincronizacdo do ciclo espermatogénico via formacdo de
juncdes tipo “gap” com elas mesmas ou com ceélulas germinativas; alvo para

horménios no testiculo e mediador de efeitos hormonais, além de possuirem
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receptores para o hormoénio foliculo estimulante (FSH) e testosterona
(Castro, 1995 e 1997).

As células de Leydig sdo células especializadas na secrecdo de
esteroides. Elas sdo derivadas de células mesenquimais do intersticio
testicular. A maioria dos mamiferos apresenta um padrdo bifasico de
diferenciacdo dessas células: um estagio fetal e um estdgio adulto (Gondos
e Conner, 1972).

O processo de diferenciacdo celular no coelho esta associado com o
crescimento celular, extensa proliferacdo do reticulo endoplasmatico liso em
torno de goticulas lipidicas, surgimento de mitocondrias largas e
arredondadas com cristas tubulares e desenvolvimento do complexo de
Golgi (Gondos et al., 1976). No coelho, as células de Leydig se diferenciam
no feto durante a terceira semana de gestacdo, com a formagdo de uma
grande quantidade de reticulo endoplasmético liso. Sdo encontradas em
agregados celulares ao redor dos vasos sanguineos (Gondos e Conner,
1972). Estas células sdo esteroidogenicamente ativas, sintetizam
preferivelmente andrégenos 5a reduzidos (dihidrotestosterona, 5a-
androstene-3a, 17B3-diol (3a-diol) e o 5a-androstene-33, 173-diol (3a-diol).
Apods a gestacdo essa conformacdo permanece, apesar de haver alguma
reducdo no reticulo endoplasmatico liso nos dias proximos ao nascimento
(Gondos et al., 1976).

As células mesenquimais do intersticio do testiculo, que séo células
precursoras, se diferenciam em células de Leydig fetais e em outras células
intersticiais deste 6rgdo durante a gestacdo. Entretanto, algumas dessas
células mesenquimais mantém sua caracteristica de indiferenciacdo e
servem como células precursoras para as células de Leydig adultas no
testiculo, no periodo pés-natal (Byscove, 1986).

Apds o0 nascimento, h4 uma diminuicdo expressiva no nuamero de
células de Leydig e estas sdo encontradas dispersas. No fim da primeira
semana, células de Leydig completamente desenvolvidas ndo sado mais
encontradas. Entre a primeira e a quinta semanas ap0s 0 nascimento, 0
tecido intersticial no testiculo de coelhos € composto principalmente por
células mesenquimais indiferenciadas, que se apresentam como células

alongadas com nudcleo ovéide irregular. Seu citoplasma inclui ribossomos
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dispersos, mitocondrias alongadas e uma quantidade moderada de reticulo
endoplasmatico rugoso. Reticulo endoplasmatico liso esta normalmente
ausente e ha raras goticulas de lipideo. Essas células estdo isoladas, sem
contato juncional entre elas. Durante esse periodo encontram-se, de forma
dispersa, células parcialmente diferenciadas com nudcleo ovoide, nucléolo
proeminente e abundante citoplasma. Essas células exibem algumas
caracteristicas citoplasmaticas de células secretoras de esteroides, apesar
de ndo apresentarem o total desenvolvimento do reticulo endoplasmatico
liso (REL) e o arranjo perivascular observado nas células de Leydig
completamente desenvolvidas (Gondos et al., 1976). Neste momento inicia-
se a primeira etapa do processo de diferenciacdo onde ocorre a
transformacado das células precursoras em células progenitoras. Estes dois
tipos celulares sdo morfologicamente semelhantes, mas estédo
comprometidos com a linhagem das células de Leydig por ja expressarem
enzimas esteroidogénicas além de serem capazes de produzir andrégenos
(Ariyaratne et al., 2000). Na segunda etapa da diferenciacdo, as células
progenitoras se transformam em células morfologicamente identificadas
como ceélulas de Leydig adultas recém-formadas (Mendis-Handagama e
Ariyaratne, 2001), caracterizadas pelo arranjo perivascular e total
desenvolvimento do REL. Essas células surgem, no coelho, na quinta
semana de idade (Gondos et al., 1976). Posteriormente, as células maduras
recém-formadas se diferenciam em células de Leydig imaturas e entdo,
células de Leydig maduras, que se caracterizam pelo aumento do tamanho
da célula, auséncia de granulos de lipideos e um aumento na capacidade de
secrecdo de testosterona (Mendis-Handagama e Ariyaratne, 2001). Na
sétima semana, a maior parte do tecido intersticial consiste de agregados de
células de Leydig tipicas do testiculo adulto. Essa caracteristica corrobora o
surgimento das primeiras mitoses espermatogoniais que ocorrem entre sete
e oito semanas de vida, indicando que a diferenciacdo das células de Leydig
precede o evento da espermatogénese (Gondos et al., 1976).

A testosterona e o estradiol s&o inibitorios no inicio de diferenciacéo da
célula de Leydig precursora, sendo, portanto, importantes para manter a

concentracdo constante das células de Leydig adultas. Os andrégenos sao
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essenciais para as células progenitoras de diferenciarem em células adultas
maduras (Mendis-Handagama e Ariyarante, 2001).

O LH é essencial no estadio avancado de diferenciacdo (célula de
Leydig adulta) promovendo proliferacdo, hipertrofia e estabelecendo a
organizacdo de organelas celulares necessarias para a regulacao da funcao
esteroidogénica, assim como o aumento no numero de receptores de LH
(Gondos et al., 1990; Mendis-Handagama e Ariyarante, 2001).

O hormdnio anti-muleriano tem sido sugerido como regulador negativo
na diferenciacdo da célula de Leydig. O fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1) atua na proliferacdo e transformacao das células de Leydig
imaturas nas adultas (Hardy, 1990; Mendis-Handagama e Ariyarante, 2001).
Agentes mitogénicos como o fator de crescimento transformador alfa e beta
também estimulam as células precursoras mesenquimais e as células de
Leydig, respectivamente (Hardy, 1990).

Nos mamiferos machos, o fator semelhante a insulina 3 (INSL3) € o
principal produto das células de Leydig testiculares, estando relacionado
com o desenvolvimento da funcionalidade pds-natal destas células, inclusive
durante a primeira onda da espermatogénese. O gene do INSL3 é expresso
também nas células de Leydig fetais, sendo responsavel pela primeira fase
transabdominal do descenso testicular. Além disso, o INSL3 regula a
espermatogénese e 0 metabolismo 6sseo no adulto (Anand-lvell et a.l,
2009).

O epitélio dos ductulos eferentes consiste de dois tipos celulares, as
células principais e as células ciliadas. As células principais sdo altas e
colunares e séo o tipo celular mais numeroso nos ductulos. Sua superficie
luminal apresenta microvilos irregulares. Na base desses microvilos
observam-se numerosas vesiculas de tamanhos variaveis. A lamina basal
ndo € tdo proeminente como a da rete testis e encontram-se interdigitacoes
complexas nas membranas laterais das células. Um nulcleo heterocromatico
e irregular é encontrado na metade basal das células. As células ciliares
estdo em menor nimero e podem ser identificadas pelos tufos de cilios e

pela posicao do nucleo em sua metade apical (Jones et al., 1979).
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O epididimo é uma estrutura que armazena 0s espermatozoides
produzidos pelo testiculo. O epididimo € longo, em forma de "C" achatado,
junto a um dos lados do testiculo (Jones, 2004).

O epididimo dos mamiferos € tradicionalmente dividido em segmento
inicial, cabeca, corpo e cauda. A regido epididimaria que compreende a rete
testis extratesticular, dactulos eferentes proximal e distal, um pequeno ducto
conector e um ducto epididimario esta demarcada por uma lamina fibrosa e
camadas concéntricas de fibras musculares lisas (Abd-Elmaksoud, 2009).

No concernente a sua morfologia, o epididimo de um mamifero adulto é
um ducto longo e enovelado, revestido por epitélio pseudoestratificado
prismatico com estereocilios, como observado para o coelho (Nicander,
1957). As células basais contém lipideos, e as células prismaticas sdo
longas e finas. A lamina propria € formada por tecido conjuntivo frouxo com
alta vascularizacdo. A tlnica muscular é circular e se espessa a medida que
se aproxima da cauda do epididimo (Banks, 1992). No ducto epididimario, as
células basais substituem as células ciliadas como o segundo tipo celular,
mas sao encontradas diferencas histol6gicas e de coloracéo entre os varios
segmentos do epididimo, desde as estruturas mais delicadas até as células
principais. Assim, pode-se dividir o 6rgao, nos coelhos, em 8 subregides que
estdo relacionadas com o papel do epididimo na maturacdo e sobrevivéncia
dos espermatozoides (Jones et al.,1979).

O epididimo dos mamiferos possui duas fungdes principais.
Inicialmente, cria um microambiente Unico que permite a transformacéo de
espermatozoides testiculares imoveis e imaturos em células competentes,
férteis e com capacidade de fertilizar o ovécito. Além disso, é responséavel
pelo armazenamento dos espermatozoides maduros em estado viavel, nas
regibes da cauda do epididimo e ducto deferente até que sejam ejaculados
(Jones, 2004).

Sabe-se que numerosas mudangas ocorrem com O espermatozoide
durante o transito epididimario. Entre estas mudancas, cita-se, por exemplo,
migracao e perda da gota citoplasmatica, modificacdes das suas dimensdes,
alteracdes na quantidade de lipideos e proteinas (Schimming et al., 2002).

Ainda em termos morfofuncionais, os espermatozoides contidos na luz

do epididimo atingem a sua maturacdo devido a baixa oxigenacdo e baixo
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pH intraluminais, que os manteriam estéticos e, portanto, com baixissimo (ou
minimo) consumo de energia propria. Tal fato possibilita 0 amadurecimento
dos espermatozoides, promovido pela passagem de macromoléculas do
citoplasma apical das células principais ao Ilume tubular. Estudos
ultraestruturais corroboram as afirmagdes citadas anteriormente. A presencga
de um sistema organela-vesicular ou vacuolar complexo nas células
principais do ducto pressupdem a ocorréncia de absorcdo ou secrecao
celular ativa (Schimming et al., 2002).

Durante o transito do espermatozoide pelo epididimo, os gametas
entram em contato com as secrecdes epididimarias, sendo estas
fundamentais para a sua maturacdo celular. Neste processo acontece a
reducdo do acrossoma, e 0 espermatozoide adquire a capacidade de
motilidade. Nos coelhos, o percurso dos espermatozoides pelo epididimo
dura de 8 a 10 dias. E um importante sitio de armazenamento de
espermatozoides (Jones, 2004).

O ducto deferente € uma estrutura musculomembranosa que se
segue a cauda do epididimo cuja funcdo é impulsionar os espermatozoides
para que cheguem a uretra no momento da ejaculagdo (Jones, 2004). No
coelho, possui uma tanica adventicia de tecido conjuntivo denso contendo
vasos e nervos. Apresenta uma parede muscular espessa formada por uma
camada externa de fibras longitudinais, uma camada média de fibras
espiraladas e uma camada circular interna. Podem-se distinguir quatro
segmentos anatbmicos: funicular, pélvico, epididimario, e ampular. O
epitélio dos segmentos funicular e pélvico do tipo pseudoetraficado colunar
com presenca de estereocilios em sua porcdo apical. A parede do
segemento pélvico é formada pelo mesmo tipo de epitélio. Entretanto, esse
segmento € mais largo e possui uma mucosa irregular.

O segmento epididimario €é formado por um epitélio
pseudoestratificado cilindrico, enquanto que no segmento ampular observa-
se um epitélio simples cubico. A mucosa forma pregas longitudinais ao longo
do ducto deferente, desde a regido epididimaria até a pélvica, determinando
um lume irregular, guando observada em corte transversal. Os trés primeiros
segmentos do ducto deferente apresentam estereocilios. Ao longo do

conduto, observa-se secrecdo que € consideravelmente aumentada na
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ampola. Estudos histoquimicos revelaram reacdo PAS positiva,
especificamente na zona apical das células epiteliais, ao longo de todo o
ducto. Na ampola, a mucosa forma varios compartimentos formando
camaras. No tecido que reveste a mucosa dessas camaras observa-se
guantidade abundante de fibras reticulares. O tecido conjuntivo que circunda
cada glandula ampular é rico em fibras elasticas distribuidas de forma
irregular, formando verdadeiras redes (Schencke, 2003). Posteriormente, 0
ducto deferente passa pelo anel inguinal juntamente com vasos sanguineos,
vasos linfaticos e nervos, formando o cordao espermético (Jones, 2004).

Apesar de fornecer um veiculo liquido para o transporte dos
espermatozoides, a funcdo das glandulas anexas ndo esta totalmente
esclarecida, embora muito se saiba sobre os agentes quimicos especificos
com que elas contribuem para as ejaculagbes. Estas glandulas
desempenham um papel importante na producdo de plasma seminal e é
importante para a sobrevivéncia espermatica no ejaculado (Hafez, 1995). A
remocdo de glandulas sexuais anexas, particularmente as vesiculas
seminais, é prejudicial a fertiidade in vivo em ratos, camundongos e
hamsters (Henault et al.,1995). Quase todas as glandulas sexuais anexas
dos coelhos situam-se, exceto parte da prostata, ao longo da regido dorsal
do colo da bexiga urinaria e da uretra (Orti et al., 2004)

As glandulas vesiculares estdo situadas lateralmente as porcdes
terminais de cada ducto deferente. O ducto da glandula vesicular e os ductos
deferentes podem participar de um orificio ejaculatério comum que se abre
dentro da uretra (Hafez, 1995). As glandulas vesiculares sédo bastante
volumosas, envolvendo, parcialmente, a glandula de coagulacdo (Popesko
et al.,, 1992). Os coelhos apresentam uma glandula vesicular volumosa e
bilobulada, situada entre os dois ductos deferentes (Orti et al., 2004).

A glandula prostatica possui uma parte distinta lobulada externa ou
corpo que se situa externamente ao espesso musculo uretral, e uma
segunda parte interna disseminada que circunda a uretra pélvica
profundamente ao muasculo uretral. A préstata disseminada estende-se
caudalmente tanto quanto os ductos das glandulas bulbouretrais. (Hafez,
1995). No coelho, a prostata € formada por um conjunto de pequenas

glandulas, a maioria das quais se dispdem na parede dorsal da uretra (Orti
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et al., 2004). Nestes animais esta glandula é externamente lisa e possui uma
porcao dorsal e uma porcéo ventral (Barone et al, 1973).

As glandulas bulbouretrais sdo dorsais a uretra, proximas a
extremidade de sua porgao pélvica (Hafez). No coelho, essas glandulas sé&o
externamente homogéneas e, parcialmente, cobertas por um estrato
muscular do musculo bulbo-esponjoso e ocupam quase toda a parede dorsal
da uretra membranosa (Orti et al., 2004).

As glandulas prepuciais e ampulares ndo sdo encontradas em
coelhos, embora, estes autores tenham descrito a presenca da ampola do
ducto deferente no coelho, onde normalmente se encontram as glandulas

ampulares (Barone et al., 1973).

2.4 Androstenediona e testosterona

Deihidroepiandrosterona (DHEA), sulfato de dehidroepiandrosterona
(DHEAS) e androstenediona ou androstenodiona sdo esteroides C19
secretados pelo cortex da glandula adrenal. Esses hormbdnios possuem uma
atividade androgénica fraca e sdo precursores de estrogenos e andrégenos.
Em coelhos, a androstenediona sérica é insignificante nos animais jovens
(0,060+0,01ng/ml), encontra-se baixa na fase pré-puberal (0,152+0,03 ng/ml)
e atinge valores seéricos mais elevados (0,263+0,03ng/ml) em animais
adultos (Kandsi-Bouhadad e Hadj-Bekkouche, 2010). Pode-se observar
aumento desse horménio em condi¢Bes patoldgicas, como tumores de
adrenal, hiperplasia adrenal congénita e em fémeas com doenca do ovario
policistico (Thomson et al., 1989).

Os principais androgenos incluem além do DHEAS, DHEA e da
androstenediona, a testosterona e di-hidrotestosterona (DHT). Sua
biossintese inicia-se a partir da clivagem e hidroxilacdo do colesterol pela
enzima P450 SCC (side chain cleavage) que promove hidroxilagdo nas
posicoes 20 e 22 e clivagem da cadeia lateral do colesterol, levando a
formacdo da pregnenolona. A pregnenolona por sua vez pode gerar
androstenediona por duas vias: pela formagdo de progesterona (via 3B-
hidréxi-esteroide-desidrogenase) com posterior acdo da P450 cl17, ou pela

formacdo de DHEA (via formagdo de 17-hidroxi-pregnenolona mediada pela
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P450 c¢17) com posterior hidroxilagdo pela 3B-hidroxi-esteroide-
desidrogenase. Uma vez formada, a androstenediona € convertida em 17 -
hidroxi-esteroide-desidrogenase. A testosterona pode entéo sofrer a acao de
duas enzimas: a P450 aromatase, presente no figado, tecido adiposo, pele,
testiculo (nos tubulos seminiferos pelas espermatides), responsavel pela
conversao de testosterona a 17 B-estradiol, na membrana mitocondrial; e 5a-
redutase, presente na pele, ossos (osteoblastos), cértex cerebral e vasos
sanguineos, que promove a conversdo de testosterona em DHT (Bourget et
al., 1984).

A producdo adrenal dos andrégenos estd sob o controle da
corticotropina. Ja a producdo das células testiculares esta sob o controle
indireto do GnRH (horménio liberador de gonadotrofinas) hipotalamico. O
GnRH estimula a hipofise anterior promovendo liberagdo de FSH (hormonio
foliculo estimulante), que estimula a gametogénese, bem como a liberacéo
de LH (horménio luteinizante) que estimula a secrecdo de andrdgenos pelas
células de Leydig (Hardman et al., 1996; Rang et al., 1997)

O horménio testosterona € um esteroide produzido nas células de
Leydig, localizadas no intersticio testicular entre os tubulos seminiferos,
constituindo cerca de 20% da génada, com limitada quantidade produzida
pelo cortex da adrenal (Hafez, 1995). E essencial a funcéo reprodutiva dos
machos, atua estimulando os estadios finais da espermatogénese,
prolongando a vida Util dos espermatozoides no epididimo. Estimula o
crescimento, o desenvolvimento e a atividade secretora dos 6rgdos sexuais
do macho, como proéstata, glandulas vesiculares e bulbo uretrais, ductos
deferentes e a genitdlia externa, assim como a manutencdo das
caracteristicas sexuais secundarias e o comportamento sexual do macho
(Guyton, 1992).

A testosterona, apés ser secretada pelos testiculos, liga-se
frouxamente a albumina plasmatica ou mais fortemente a uma beta-globulina
e circula na corrente sanguinea por cerca de 30 minutos a uma hora.
Portanto, sua atividade biologica € realizada pelo menos a 2% de
testosterona-livre. A enzima 5a-redutase, presente nos tecidos-alvo,
metaboliza a testosterona para diidrotestosterona, que € o andrégeno ativo

nos tecidos alvo. Nesse periodo, liga-se aos tecidos ou sofre degradacédo a
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produtos inativos que sao subsequentemente excretados. De outro modo,
esse hormonio se liga a proteina ligadora de andrégenos (produzida pelas
células de Sertoli), penetrando nos tubulos seminiferos, regulando a
espermatogénese. As secrecfes da célula de Sertoli sdo reguladas pelo
FSH (Hafez, 1995).

O colesterol é o precursor da testosterona, e quando presente na
corrente sanguinea atravessa com facilidade a parede da célula até chegar
ao citoplasma. Exerce sua influéncia sobre as células ou tecidos alvo
especificos por meio da interacdo exclusiva entre o hormdnio e o0s
receptores especificos do hormdnio localizados no interior da célula,
formando o complexo testosterona-receptor androgénico, que entra no
nacleo onde esta o DNA da célula (Hafez, 1995).

Em coelhos da raca Nova Zelandia, Castro (1995) observou valores de
testosterona plasmatica que variavam de 0,51ng/ml a 9,16ng/ml com média
de 4,97ng/ml e coeficientes de variabilidade intra e entre amostras de 6,9 a
12,6%. Essa variacdo se torna Obvia pelo fato de que aproximadamente
metade dos animais mostraram valores que estavam muito proximos aos
valores extremos mais baixos ou mais altos do intervalo. Ja Arteaga et al.,
(2008) encontraram valores que variavam de 0,35ng/ml a 4,56ng/ml. Embora
outros  androgenos  (diidrotestosterona, dehidroepiandrosterona e
androstenediona) sejam produzidos em pequenas quantidades pelo testiculo
de coelhos, a testosterona parece ser o principal andrégeno no sangue de
varias espécies de mamiferos (Gustafson e Shemesh, 1976).

A maioria das enzimas envolvidas na producdo de testosterona em
mamiferos se localiza no reticulo endoplasmatico liso e mitocéndrias das
células de Leydig. Portanto, mudancas nos niveis de testosterona estdo
relacionadas com mudancas na morfologia dessas células. Pode-se
observar que os niveis de testosterona estdo positivamente correlacionados
com a densidade de superficie e densidade volumétrica do reticulo
endoplasmatico liso, embora ndo haja correlacao positiva entre a secrecéo
de testosterona e a densidade volumétrica de outras organelas das células

de Leydig, como por exemplo, as mitocondrias (Zirkin et al., 1980).
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2.5 Puberdade e maturidade sexual

Para um entendimento das fases da infancia, puberdade e maturidade
sexual, & necessario determinar varios eventos relacionados a fendmenos
fisiolégicos. Estes episddios incluem comportamento, niveis de horménios
gonadotrépicos circulantes e horménios gonadais, além de parametros
morfolégicos, como tamanho testicular e epididiméario (Berger et al., 1982).
Também podem ser citados a presenca de lume dos tubulos seminiferos,
presenca de espermatides e espermatozoides e parametros moleculares,
como marcadores de DNA, proteinas marcadoras como clusterina, que esta
envolvida na regulacdo da espermatogénese e na protecdo dos
espermatozoides, e parametros de estresse oxidativo (Garcia-Tomas et al.,
2009).

Nos coelhos, a infancia se inicia no nascimento e se prolonga até os 40
dias de idade e esta caracterizada por concentracdes baixas de testosterona
e FSH, concentracbes decrescentes de LH (até os 20 dias) e por um
crescimento lento dos testiculos e vias espermaticas (Berger et al., 1982). O
periodo pré-puberal tem um inicio abrupto por volta dos 40 dias e € marcado
pelo aparecimento de células de Leydig maduras no testiculo, além de
notavel aumento nos concentracdes de testosterona e FSH, e uma pequena
elevacao nos concentracdes de LH e aceleracdo no crescimento testicular. A
fase de rapido crescimento da vesicula seminal e as primeiras divisbes
mitéticas comecam por volta do dia 70, na presenca de altas concentracdes
de FSH e testosterona na circulacao (Berger et al., 1982; Ulloa-Aguirre et al.,
2004). O comportamento agressivo (90 dias) e o comportamento de monta
(146+13 dias) ocorrem depois de um longo periodo de circulacdo de altas
concentracfes de testosterona sérica (Berger et al., 1982; Cardoso e Bao,
2007).

Berger et al. (1982) observaram em um experimento com coelhos que
0S mesmos apresentaram ganho de peso linear do nascimento aos 180 dias,
quando atingiram 3,9kg, com diferencas de magnitude e tempo variaveis. Ja
0 ganho de peso testicular teve um crescimento lento até os 40 dias, seguido
de uma fase um crescimento mais rapido até os 210 dias de idade. Esse

peso testicular encontrou-se relacionado com os concentracbes de FSH
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entre 1 e 120 dias de idade e com as concentra¢gdes de LH na fase entre 40
e 90 dias.

Concentracdes séricas de testosterona circulantes sdo baixas ao
nascimento (279+62 pg/ml) e variam até os 40 dias (375£127 pg/ml). Um
aumento significativo ocorre entre os 40 e 60 dias e ficam estaveis até os 90
dias, decrescendo significativamente dos 90 aos 120 dias de idade quando
finalmente se estabilizam nas concentragcbes de animais adultos. As
concentracfes de testosterona sdo positivamente correlacionadas com as
concentracfes de FSH e LH até os 90 dias (Berger et al., 1976; Berger et al.,
1982).

Os concentracbes de LH sdo altos ao nascimento, decrescendo
drasticamente até os 20 dias e aumentando lenta, mas significativamente,
dos 40 aos 70 dias de idade, concomitante ao rapido aumento dos niveis de
testosterona. (Berger et al.,, 1976; Berger et al., 1982). Os menores
concentracbes de FSH sdo observados ao nascimento, crescendo
rapidamente até os 20 dias, e dos 40 aos 60 dias de idade alcancam os
niveis encontrados nos individuos adultos (Berger et al., 1982).

Ao nascimento, o testiculo é formado por corddes seminiferos que
contém células de Sertoli e gondcitos. Espermatécitos com numerosas
meioses sdo vistos entre 70 e 80 dias. Aos 70-80 dias, o espaco peritubular
ja possui as caracteristicas dos animais adultos. A formacéo de lume ocorre
entre 90 e 100 dias, enquanto espermatides alongadas sdo observadas
entre 100 e 120 dias. Espermatozoides estdo presentes no lume tubular
entre 120 e 150 dias. Até os 40 dias, células de Leydig ndo podem ser
identificadas e somente células mesenquimais alongadas indiferenciadas
estdo presentes nos espacos peritubulares. (Berger et al., 1982; Cardoso e
Béo, 2007).

2.6 Comportamento sexual

O comportamento sexual é muito complexo, tanto em machos quanto
em fémeas. Em machos, a testosterona € um dos hormonios que modulam o
comportamento sexual. Para estabelecer um padrdao de comportamento

sexual, pode-se diferenciar as atitudes relacionadas com a movimentagao e
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disposicéo do macho na procura pela fémea daquelas atitudes relacionadas
com a execugao dos coitos com a proposta de monta. A monta propriamente
dita consiste na habilidade e capacidade do macho de montar, introduzir o
pénis e ejacular na fémea (Fuentes et al., 2004). Em coelhos criados em
sistemas comerciais de producdo, o comportamento de corte é restrito a
rapidos movimentos de cauda e enurese, com certo grau de agressividade
sexual seguida de um andar circular na gaiola (Hagen, 1982 em Fuentes et
al., 2004). Esses animais, na presenca de fémeas, podem apresentar o
comportamento de cheirar a regido perineal e friccionar o queixo sobre a
fémea ou objetos para deposicdo da secrecdo das glandulas mentuais
(Heath, 1972).

Coelhos machos quando colocados em pares em uma arena
demonstraram comportamento de friccionar o queixo em seus companheiros
depositando secrecdo das glandulas mentuais. Quase que imediatamente
apos serem colocados juntos, 0s animais comecgaram a circular, mantendo
estreito contato corporal e tentando montar o outro, mas ao mesmo tempo
evitando ser montado. Caso um conseguisse montar, o animal assumiria
posicao tipica de copulacdo segurando o flanco do outro animal com as
patas traseiras e realizando vigoroso e repetido movimento pélvico. O animal
montado, geralmente resiste realizando movimentos abruptos para sair da
posicdo. Outros comportamentos agressivos, como morder e arranhar, sdo
menos comuns. Entretanto, as vezes eles urinam uns nos outros (Arteaga et
al., 2008).

Diferencas individuais nos niveis de testosterona estdo positivamente
correlacionadas com a frequéncia de friccdo do queixo, embora ndo seja
significante. Esses resultados sdo consistentes com estudos que reportam
que a castracdo reduz ou elimina o comportamento de friccdo do queixo em
coelhos enquanto os niveis plasmaticos de testosterona estdo baixos
(Briganti et al., 2003; Arteaga et al., 2008). A alta variabilidade nos niveis da
testosterona nos mesmos individuos feita em trés amostras sugere que 0s
fatores que influenciam os niveis de testosterona sdo complexos. Um deles
é a influéncia das rela¢des sociais incluindo o efeito de encontros sociais
recentes, indicando que 0s niveis de testosterona séo resultado e causa de

interacdes de dominancia e agressividade (Arteaga et al., 2008).
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Durante a dultima etapa do periodo puberal, o evento do
comportamento de monta aparece simultaneamente com 0s primeiros
espermatozoides nos tubulos seminiferos. O comportamento sexual surge
repentinamente, mas um longo tempo apds 0s maiores picos de testosterona
circulantes, sugerindo que a ativagdo dos centros nervosos que regulam o
comportamento de monta requer um longo periodo de estimulagdo. O
comportamento de luta ocorre na presenca de altos niveis de testosterona e
precede o comportamento de monta (Berger et al., 1982).

O comportamento sexual em hamsters machos estq totalmente
ausente quando h& remocédo bilateral dos bulbos olfatérios, cirurgia que
elimina o estimulo sensorial nos sistemas olfatério e vomeronasal. A
destruicdo do epitélio olfatério principal ndo cessa o comportamento de
monta do hamster, enquanto a lesdo do SVN produz altera¢cdes importantes
no comportamento sexual em um ter¢co desses animais. A lesdo completa
dos dois sistemas olfatérios faz com que esses animais ndo apresentem
comportamento de cépula (Powers e Winans, 1975). A remocdo do OVN
ocasiona uma diminuicdo da intensidade das manifestacbes do
comportamento sexual, indicando que as respostas comportamentais séo
influenciadas tanto pela remocdo do OVN quanto pela experiéncia sexual
(Tirindelli et al., 2009).

2.7 Efeitos dos andrégenos no tecido 6sseo do fémur e no musculo

reto femoral

A saude e a forca dos ossos dependem do equilibrio entre reabsorcéo
e formacdo Ossea. Esse processo € comandado pela interacdo de
osteoclastos e osteoblastos, além da influéncia de modulacdo das células
mecanossensoriais 0sseas, 0s ostedcitos. Ambos o0s esteroides sexuais
(estrégeno e testosterona) possuem receptores em todas as células ésseas,
com dominéancia de androgenos nos osteoblastos e ostedcitos (Notelovitz,
2002).

Andrégenos causam efeitos benéficos no desenvolvimento e
manutencdo do esqueleto. A deteccdo e caracterizacdo funcional dos

receptores de androgenos em células 6sseas mostram que o tecido 6sseo é
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um alvo em potencial para esses horménios. Androgenos gonadais e
adrenais regulam diretamente varios aspectos da linhagem de células
osteoblasticas, incluindo proliferacdo, diferenciacdo, mineralizacao,
expressdo génica (Hofbauer e Khosla, 1999), producdo de matriz e
organizagdo, além de agirem também na superficie do osso. Andrégenos
também regulam o recrutamento e atividade dos osteoclastos (Notelovitz,
2002). Esses efeitos podem diferir de acordo com o estadio de
diferenciacéo, o niumero de receptores androgénicos e outras caracteristicas
inerentes (espécie, local, biologia celular) das células do sistema
osteoblastico. Além disso, alguns estudos sugerem que os efeitos
anabdlicos e anti-reabsorcdo dos andrégenos nos 0ssos podem ser
mediados pela regulacdo de fatores autécrinos e paracrinos no
microambiente 6sseo, como alguns fatores de crescimento (Hofbauer e
Khosla, 1999).

Andrégenos aumentam tanto a massa quanto a forca muscular devido
a clara existéncia da associacdo entre massa muscular, forca muscular e
densidade déssea (Notelovitz, 2002). Quando roedores machos de laboratorio
sdo castrados, uma marcante depressdo no crescimento e perda de
desenvolvimento muscular é observada. Entretanto, com a administracéo de
testosterona exégena um desenvolvimento normal é reiniciado (Kochakian,
1966). Musculos alvos, como o elevador anal, € mais responsivo a
testosterona do que musculos ndo alvos, como o diafragma (Buresova e
Gutman, 1971). Implantes de testosterona em coelhos intactos aumentam o
ganho de peso e a eficiéncia alimentar, elevam os niveis de insulina e
aumentam o contetdo de RNA no musculo semitendineo. Acredita-se que a
testosterona promove sintese de RNA e aumenta a atividade do DNA na

cromatina do musculo (Grigsby et al., 1976).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O presente experimento foi realizado sob responsabilidade do médico
veterinario Laércio dos Anjos Benjamin, CRMV-MG 3387.

Ao final do periodo experimental, todos os animais foram
eutanasiados de acordo com os procedimentos éticos do Biotério da Escola
de Veterindria da Universidade Federal de Minas Gerais e do protocolo
CETEA (UFMG) N° 159/20009.

3.2 Animais

Foram utilizados 32 coelhos machos, puberes e jovens, separados em
quatro grupos. Os animais foram mantidos aos pares até os 90 dias e,
posteriormente, em gaiolas individuais. Os animais foram alimentados com
racdo comercial para coelhos (Purina ®) e agua fresca ad libitum com
periodos de luminosidade de 12 horas diérios (Melo e Silva, 2003).

Os ductos incisivos de 16 coelhos com 60 dias de idade foram
obstruidos mediante cauterizacdo com termocautério. Outros 16 animais da
mesma idade tiveram seus ductos incisivos injetados com solugédo salina
fisiologica, para simular a manipulacdo semelhante a do grupo tratado. O
primeiro grupo foi formado por oito coelhos jovens, eutanasiados na
puberdade (120 dias de idade). Esses animais formaram o grupo tratado de
animais jovens. Outros oito animais da mesma idade formaram o grupo
controle de animais jovens. O terceiro grupo foi formado por oito coelhos
adultos jovens, eutanasiados em fase reprodutiva (180 dias de idade). Esses
animais formaram o grupo tratado de animais adultos. O quarto grupo foi
utilizado também como grupo controle (180 dias de idade).

Para as andlises biométricas, dos componentes testiculares e
concentracdes de testosterona, os grupos dos animais de 180 dias foram
divididos em subgrupos com baixas (entre 0,09 e 0,79ng/mL) e altas (entre
3,12 e 8,35ng/mL) concentracBes séricas de testosterona por apresentarem
distribuicdo bimodal (Castro, 1995).
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Antes do procedimento foi realizada antissepsia. Todos os animais
foram anestesiados com uma mistura de quetamina (Agener®) - xilazina
(Agener®), nas doses de 50 e 30 mg/kg de peso respectivamente, pela via
intraperitoneal e, logo apds, lidocaina 2% sem vasoconstrictor (Bravet®) ao
redor do ducto. Apdés a cauterizacdo do ducto incisivo, os coelhos foram
tratados com flunixin meglumine (Shering-Plough®) na dose de 1mg/Kg (via
subcutdnea) a cada 12 horas durante trés dias, e dose Unica de
benzilpenicilina benzatina, procaina e potassica e estreptomicina (Fort
Dodge®) na dose de 0,2mL/animal (via intramuscular).

Durante os meses subsequentes do inicio do experimento (agosto a
dezembro), o comportamento sexual e de agressividade foi acompanhado e
registrado durante a limpeza das gaiolas, quando dois animais eram
colocados em recinto comum. Foi realizada uma pesagem inicial antes do
procedimento de cauterizacdo e pesagens subsequentes realizadas
semanalmente. O ganho de peso dos coelhos foi calculado subtraindo-se o
peso individual inicial aos 60 dias do peso individual final, no momento da

eutanasia.

3.3 Coleta e processamento do material

Os coelhos foram anestesiados com tiopental sodico (Cristalia®) na
dose de 10mg/Kg, via intraperitoneal e, apds anestesia profunda, foi
coletado sangue diretamente do coracdo de cada animal. O sangue foi
centrifugado a 300g por 10 minutos para separacao do soro da por¢ao solida
do sangue. O soro foi colocado em tubos Eppendorf devidamente
identificados e congelado a -20°C para posteriores avaliagcbes das
concentragbes de androstenediona e testosterona. A coleta de sangue foi
realizada aleatoriamente, em dois dias consecutivos, em um periodo de seis
horas a cada dia, procedimento realizado entre as oito e as 14h, para cada
idade. Desta forma, o pico de secrecdo de testosterona matinal foi
distribuido aleatoriamente nos grupos, minimizando a interferéncia nos
resultados. Apdés a coleta de sangue, os coelhos foram perfundidos via
ventriculo esquerdo, com solugédo de Ringer bicarbonato seguido de solucéo

de glutaraldeido 2,5% em tampé&o fosfato de sédio (pH 7,4 0,1M).
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A seguir, o0s testiculos foram coletados e examinados
macroscopicamente, evidenciando forma e tamanho. Foi observado se havia
alteracdo indicativa de patologias e imediatamente estes oOrgaos foram
pesados. Os testiculos direito e esquerdo foram seccionados
transversalmente para obtencdo de fragmentos para estudo histolégico.
Foram coletados de cada testiculo, fragmentos de parénquima da
extremidade capitata, do terco médio e da extremidade caudata do testiculo
gue obteve melhor fixacao.

Os OVNs e septos nasais também foram removidos da cabeca. A
seguir, os OVNs foram seccionados transversalmente ao nivel da quarta
ruga palatina caudal a papila incisiva e imersos em solucdo contendo 10%
de acido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) para descalcificacdo da
capsula 6ssea.

Posteriormente, todos os fragmentos testiculares e dos OVNs foram
desidratados em séries de solucdes crescentes de etanol (70% até 100%),
sendo entdo incluidos em resina plastica a base de glicol metacrilato
(Technovit®). Os fragmentos incluidos foram cortados em micrétomo na
espessura de 4um, e corados em azul de toluidina 0,5% e borato de sédio
1%, montadas com Entellan Merck® para analises histologicas e estimativa
de dimensdes utilizando técnicas morfométricas de rotina aplicadas a
microscopia de luz (microscopio Olympus® BX 41). Alguns fragmentos dos
OVNs foram incluidos em parafina e foram realizadas coloragcdes de
hematoxilina-eosina e impregnacéo argéntica de Gomori (Humason, 1995)
para evidenciar o neuroepitélio.

Amostras do OVN foram preparadas para estudo em microscopia
eletrbnica de transmissdao (MET). Depois de fixados com solucdo de
glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato de sddio (pH 7,4 0,1M), os fragmentos
foram lavados em tampéao fosfato a 0,1M e pH 7,4 e pds-fixados em tetroxido
de 6smio 1% por uma hora. Apos lavagens em tampdo fosfato, os
fragmentos foram desidratados em concentragfes crescentes de solucdes
de etanol (70% a 100%), finalizando a Ultima passagem em Oxido de
propileno. Durante 12-16 horas, as amostras foram mantidas sob agitacao
com o6xido de propileno e resina Epon. Em seguida, essa mistura foi

substituida por resina pura por quatro horas. Os cortes semifinos foram
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obtidos com espessura de 1uym e os cortes ultrafinos com 90nm, utilizando-
se ultramicrétomo Leica®.

O material foi contrastado com citrato de chumbo e acetato de
uranila para andlise (Souza, 2007) e obtencdo de imagens digitais em
microscopio eletrénico de transmissdo EM-9 Zeiss. Tanto a ultramicrotomia
quanto a andlise em MET foram realizadas no Nucleo de Microscopia e
Microanalise da Universidade Federal de Vicosa (NMM/CCB/UFV).

3.4 Histologia quantitativa do OVN

3.4.1 Composicgéo percentual do OVN

Os percentuais de cada elemento presente no parénquima dos OVNs
foram estimados utilizando um reticulo com 441 intersecc¢des posicionados
sobre fotomicrografias, utilizando-se aumento de 40x de acordo com Russell
et al.(1990b). Para cada animal foram analisados 20 campos, escolhidos ao
acaso, perfazendo um total de 8820 pontos.

Os seguintes elementos tiveram seu percentual estimado:

- Epitélio vomeronasal (neuroepitélio)

- Epitélio respiratorio

- Lume

- Capsula 6ssea

- Cépsula cartilaginosa

- Vasos sanguineos

- Glandulas

- Outros (nervos, células do tecido conjuntivo, fibras do tecido

conjuntivo e vasos linfaticos)

3.4.2 Didametro do lume do OVN

O diametro do lume do OVN foi obtido pela mensuracdo de seccbes
transversais em diametro maior e menor a partir de fotomicrografias obtidas
ao acaso, com aumento final de 40x, alternando entre os OVNSs direito e

esquerdo. Foram utilizados 12 campos do 6rgédo por animal, tanto daqueles
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gue tiveram o ducto cauterizado como nos animais controle. Para isso, foi

utilizada régua graduada de 20 cm.

3.4.3 Altura do epitélio vomeronasal

Nas mesmas fotomicrografias em que se mensurou o diametro do
lume do orgédo, foi calculada também a altura do epitélio sensorial
(vomeronasal) e do epitélio respiratorio, desde a membrana basal até a

borda luminal, utilizando-se régua graduada de 20 cm.

3.5 Dosagem das concentracdes séricas de androstenediona e
testosterona

As dosagens da androstenediona e testosterona foram realizadas por
meio da técnica de radioimunoensaio utilizando kits comerciais (Count-A-
Count da Siemens Medical Solutions Diagnostics.), em triplicata. Os
resultados foram fornecidos pelo Instituto Genese de Analises Cientificas
(IgSc) - Servigo de Dosagens, em Sao Paulo (SP). Foram fornecidos dados

sobre a média, a maior e a menor concentragdo hormonal, para cada animal.

3.6 Histologia quantitativa dos testiculos

A analise histologica quantitativa dos testiculos foi realizada

considerando-se 0s seguintes parametros:

3.6.1 Proporcdes volumétricas (%) e volume dos componentes testiculares

Estas proporgdes, que expressam o volume percentual de cada
elemento presente no testiculo, foram determinadas por método
estereométrico, segundo o qual é utilizado um reticulo acoplado a ocular de
microscopio. O reticulo apresenta 441 intersec¢des (pontos) por campo em
aumento final de 400x. Foram utilizados 20 campos aleatorios por animal,
perfazendo um total de 8820 pontos. Foram contabilizados os pontos que
coincidiam com as estruturas testiculares (Russell et al., 1990b), tomando-se

cuidado com tubulos proximos, para que ndo houvesse contagem repetida.
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Os seguintes elementos tiveram sua proporgéo e volume estimados:

Compartimento tubular:
- TUnica propria
- Epitélio seminifero

- Lume tubular

Espaco intertubular ou intersticial:
- Células de Leydig
- Vasos sanguineos
- Outros (vasos linfaticos, células como fibroblastos, mastécitos e

macrofagos, e fibras do tecido conjuntivo)

Artefatos

Células de Sertoli

Os célculos do volume ocupado por cada componente testicular,
expresso em L, foram estimados a partir do peso liquido do testiculo. Este
valor foi obtido subtraindo-se do peso bruto do testiculo o peso da tdnica
albuginea e do mediastino, estimado em 5% do peso testicular (Franca e
Russell, 1998). Como a densidade do testiculo é muito préxima de 1 (1,038;
Amann, 1970b; Franca, 1991), o peso do testiculo foi considerado igual ao
seu volume.

O volume de cada um destes componentes foi calculado de acordo

com a féormula:

V = V1. X/100

Onde:
V = volume de um componente testicular (uL)
V1 = volume total do parénquima testicular (uL)

X = porcentagem ocupada pelo componente no testiculo (%)
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3.6.2 Diametro tubular e altura do epitélio seminifero

O diametro tubular médio por animal foi obtido a partir da mensuracéo
ao acaso de 30 seccOes transversais de tubulos seminiferos que
apresentavam contorno o mais circular possivel, utilizando-se ocular
micrométrica de 10x, com aumento final 400x. Foram realizadas medi¢bes
dos didmetros maior e menor do tubulo e calculadas as médias e erros
padrdes.

Nas mesmas secc¢des em que se obteve o diametro tubular foi medida
também a altura do epitélio seminifero, desde a membrana basal até a borda
luminal. O valor encontrado para a altura do epitélio em cada tubulo

representou a média de duas medidas tomadas diametralmente opostas.

3.6.3 Comprimento total dos tibulos seminiferos

O comprimento total dos tubulos seminiferos (metros) foi determinado
dividindo-se o volume ocupado pelos tubulos seminiferos no parénquima
testicular, pelos raios (diametros divididos por dois) do tabulo, multiplicado

pelo valor de 11, segundo Dorst e Sajonski (1974).

3.6.4 Volume e numero de células de Leydig por testiculo e por grama de

testiculo

O percentual ocupado pelas células de Leydig no parénquima testicular
foi estimado pela contagem de células de Leydig em secc¢Bes transversais
aleatdrias de tubulo seminifero, utilizando reticulo com 441 interseccodes.
Foram utilizados 20 campos por animal em um aumento de 400x, totalizando
8820 pontos.

Como o nucleo das células de Leydig possui forma normalmente
ovoide, as mesmas tiveram o0 didmetro maior e menor mensurados,
calculando-se assim o valor do didametro médio.

Foi realizada a mensuracdo do didmetro maior e menor dos nucleos
de 30 células de Leydig que se apresentavam arredondados e com

cromatina perinuclear e nucléolos evidentes, com auxilio de réegua
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micrométrica acoplada a ocular de 10x, utilizando-se objetiva de 100x,
resultando em aumento final de 1000x.

A fim de calcular a propor¢céo entre nucleo e citoplasma, um reticulo
com 441 pontos foi colocado sobre o material seccionado no aumento de
1000x (imersédo) e 1000 pontos que incidiram sobre as células de Leydig
foram contados para cada animal.

Em seguida estimou-se o volume nuclear, volume citoplasmatico e o
volume de cada célula de Leydig por animal em pm?® (Franca e Russell,
1998).

Volume nuclear = 4/3(.r%)

Onde:
R = raio nuclear (didmetro nuclear/2)
m=3,1416

Volume citoplasmatico = % citoplasma x volume nuclear/% nucleo

Volume celular = volume nuclear + volume citoplasmatico

O numero de células de Leydig por testiculo pode ser calculado
dividindo o volume total ocupado por essas células, estimado anteriormente
pela proporcédo volumétrica, pelo volume total de uma célula. O nimero de
células de Leydig por grama de testiculo pode ser calculado pela razao entre

0 numero de células de Leydig por testiculo e o peso testicular individual.

3.6.5 Volume nuclear e numero de células de Sertoli por testiculo e por

grama de testiculo

O volume nuclear (um?®) das células de Sertoli foi mensurado utilizando-

se a seguinte formula (Franca, 1991):

Volume nuclear = 4/3(1r.r%)

Onde:
r = raio nuclear (diametro nuclear / 2)
m=3,1416
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O diametro nuclear médio representa o valor médio dos diametros de
30 nucleos de células de Sertoli, por animal, nas diferentes idades
investigadas. Como o0 nucleo das células de Sertoli possui forma
normalmente ovoide, as mesmas tiveram o diametro maior e menor
mensurados e o valor médio calculado. Neste tipo de avaliagdo, somente as
células de Sertoli com nucléolo evidente foram consideradas. Estes
diametros foram medidos com o auxilio de ocular micrométrica de 10x,
acoplada a objetiva de 100x, resultando em aumento final de 1000x.

De posse do volume nuclear (um?®) das células de Sertoli, da proporcao
volumética (%) das mesmas no testiculo, e do volume total (UL) ocupado por
estas células no testiculo, foi estimado o niumero de células de Sertoli por

testiculo, conforme féormula abaixo:

NCs =V/Vn
Onde:
NCs = nimero de células de Sertoli no testiculo (x10°)
V = volume total de células de Sertoli no parénquima testicular (uL)

Vn = volume nuclear da célula de Sertoli (um?®)

O numero de células de Sertoli por grama de testiculo pode ser
calculado pela razdo entre o numero de células de Sertoli por testiculo e o
peso testicular individual.

3.6.6 Indice gonadossomatico

Para cada animal investigado, o indice gonadossomatico (IGS) foi

estimado de acordo com a férmula:

IGS = PG/PC x 100 onde:
PG = Peso total das gonadas (peso total dos testiculos esquerdo e
direito)

PC = Peso corporal
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3.7 Andlise ultraestrutural do OVN

Foi realizada analise ultraestrutural comparativa das

eletromicrografias dos 6rgdos vomeronasais lesados e dos 6rgaos intactos

3.8 Densidade 0ssea da regido epifiséaria do osso fémur, quantidade de

agua e de gordura no musculo reto femoral

Para a estimativa da densidade 6ssea, ap0s a eutanasia dos animais,
foram obtidas sec¢Bes de aproximadamente 0,59 da epifise proximal do
fémur esquerdo de cada animal, na altura do forame nutricio. O osso fémur é
um osso longo, com epifises bem delimitadas e seu forame nutricio pode ser
facilmente localizado. Fragmentos de aproximadamente 2g do terco meédio
do musculo reto femoral do membro pélvico esquerdo de cada animal foram
retirados para obtencdo dos dados de percentual de agua e gordura do
musculo. O musculo reto femoral € um musculo volumoso, superficial, bem
delimitado, de facil acesso e possivel de ser isolado completamente.

Os segmentos foram identificados e pesados (gramas).
Posteriormente os segmentos de epifise do osso e do musculo foram
colocados em estufa a 60°C, durante 30 dias.

Para calcular a densidade 6ssea, os segmentos 6sseos desidratados
foram imersos individualmente em um recipiente com agua e com seu peso
conhecido. Apés a imersdo do 0sso, 0 recipiente foi novamente pesado,
calculando-se a diferenca entre o peso inicial e peso final do recipiente.
Como a densidade da &gua é igual a 1g/cm® podemos considerar que a
massa 6ssea € igual ao volume deslocado de acordo com a férmula: D
(densidade) = massa/volume).

A guantidade de agua do musculo reto femoral foi calculada a partir
da diferenca na massa muscular final e inicial, apés a desidratagdo em
estufa.

Apos o procedimento de desidratacdo, os segmentos do musculo reto
femoral foram imersos em xilol em vidro fechado onde ficaram por 15 dias
em estufa a 60°C. Apds esse processo, foi retirado o xilol e os fragmentos de

musculo foram novamente colocados durante 15 dias em estufa a 60°C,
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Finalmente, os fragmentos musculares foram novamente pesados e a
diferenca de massa foi considerada a quantidade de gordura contida nesses
tecidos (Mandarim-de-Lacerda, 1995).

3.9 Anélise estatistica

Inicialmente foi realizado teste de normalidade e homocedasticidade
para avaliar se as variaveis sado parameétricas. Todos os dados obtidos sao
apresentados como média = erro padrdo da média (EPM) e foram
analisados através de Teste t de Student. O nivel de significancia
considerado foi de p<0,05. Foi realizado teste de correlagdo linear simples

entre a concentracdo sérica de testosterona e horario da coleta.
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4. RESULTADOS

4.1 Comportamento social dos coelhos

No presente trabalho observou-se que quando os animais jovens e
adultos n&o tratados eram colocados juntos, estes animais apresentavam
comportamento agressivo, por meio de mordidas, patadas e arranhdes. Os
coelhos circundavam o outro animal, mantendo contato corporal e realizando
movimentos de monta, além de urinarem ou friccionarem 0 queixo uns nos
outros. Os animais tratados, tanto jovens como adultos, apresentavam
comportamento docil, ndo se aproximavam dos outros animais e quando o
faziam, ndo realizavam nenhum comportamento de agressividade ou sexual.
O manejo desses animais também era facilitado pelo comportamento calmo

e tranquilo.

4.2 Descricao histolégica do 6rgao vomeronasal

O 6rgado vomeronasal (OVN) dos coelhos estudados apresenta
comprimento de 12,2 + 0,42mm, € uma estrutura par, de conformacéo
tubular situado a cada lado da base do septo nasal (Figuras 1 e 2). No
interior do OVN encontra-se a porcao tubular, de seccédo transversal eliptica
(Figura 3), formada pelos epitélios sensorial e respiratério (Figuras 3 e 5).
Esta porcdo tubular estende-se desde o ducto incisivo rostralmente até o
fundo cego, que esta localizado caudalmente. Logo apds, o fundo da porcéo
tubular do OVN estreita-se abruptamente. Desta forma, a parte caudal do
Orgdo ndo apresenta os epitélios sensorial e respiratorio. O OVN encontra-se
envolvido por uma cépsula cartilaginosa hialina, a cartilagem vomeronasal, a
qual esta protegida externamente por uma fina cdpsula 6ssea (Figura 4).
Entre a parte tubular do OVN e a capsula cartilaginosa encontra-se a lamina
propria, formada por uma espessa camada de tecido conjuntivo. As capsulas
0sseas e cartilaginosas sofrem uma interrupcdo na porcao dorsal do 6rgao
onde a lamina propria se continua com o tecido conjuntivo do septo nasal.

Este 6rgdo se comunica rostralmente com o ducto incisivo, que desemboca
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ventralmente ao lado da papila incisiva, na cavidade oral. Dorsalmente, o
ducto incisivo desemboca sob a prega basal, no assoalho da cavidade nasal.

A porcao tubular do OVN apresenta o lume central também de
formato eliptico (Figura 2 e 3). Este lume esta revestido medialmente por um
epitélio neurossensorial. Ele é formado por células de suporte, células basais
e células sensoriais (neurbnio bipolares) que ocupam toda a espessura do
epitélio (Figuras 5 e 6), embora possuam nucleos dispostos de forma
estratificada (Figuras 7, 8 e 9). As células de suporte possuem nucleos
proximos da luz do érgdo e as células sensitivas possuem nucleos no tergo
médio do epitélio, enquanto que as células basais indiferenciadas situam-se
mais distantes do lume. Lateralmente, o lume da porcao tubular encontra-se
revestido por um epitélio colunar pseudoestratificado ciliado com células
caliciformes. Este epitélio ndo é sensorial e comumente & denominado
epitélio respiratorio (Figuras 3, 5 e 6). Glandulas tubulo-acinosas com
aspecto de glandulas secretoras de muco sdo encontradas em abundancia
na por¢cao nao tubular, dorsal e ventralmente ao lume (Figuras 4 e 5). As
glandulas do OVN secretam o muco no lume tubular por meio de curtos
ductos.

O o6rgdo vomeronasal do coelho € uma estrutura bastante
vascularizada e o0s vasos sanguineos ocupam a maior parte do 6rgao. Esses
vasos localizam-se principalmente subjacentes ao epitélio sensorial em sua
porcdo lateral. Devido a abundancia de vasos encontrados, com mesmo
calibre, é dificil definir uma artéria principal. Também foram identificadas
arteriolas, veias e vénulas ao longo do 6rgdo. Além disso, o plexo sanguineo
palatino encontra-se externamente a capsula 0ssea, na porcao periférica
lateral e ventral do 6rgao (Figuras 3 e 4).

O epitélio sensitivo do OVN dos animais tratados apresenta espacos
intercelulares na regido onde se encontram 0s nucleos das células nervosas
e 0s nucleos das células de sustentacdo encontram-se alongados, densos e
com bordas irregulares (Figuras 7 e 8). Na microscopia eletrdnica de
transmissdo, 0s espacos claros encontrados entre as células nervosas,
observados na histologia, foram também observados nos animais adultos do

grupo tratado (Figura 10).
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4.3 Morfometria do 6rgdo vomeronasal

Em relacdo ao percentual dos componentes do OVN, ndo foram
encontradas diferencas (p>0,05) entre os animais jovens dos grupos
controle e tratados (Tabela 1). Esses animais foram denominados assim por
serem sacrificados ainda jovens, aos 120 dias de idade. Entretanto, nos
animais adultos do grupo tratado, assim denominados por serem
sacrificados aos 180 dias de idade, os percentuais de glandula e de epitélio
respiratorio apresentaram diminuicdo (p<0,05). Nestes animais, 0os demais
componentes do 6rgéo nao apresentaram diferengas (p>0,05).

O o6rgao nao apresentou diferencas (p>0,05) nas mensuragdes de
lume e epitélios e sensorial em nenhum dos grupos. Nos animais jovens do
grupo controle as medidas do lume maior e menor foram 0,17 £ 0,01lmm e
0,03 £ 0,003mm, respectivamente. O epitélio respiratdrio apresentou altura
de 0,01 £ 0,01mm, enquanto para o epitélio sensorial o valor foi de 0,02 +
0,002mm. Os animais do grupo tratado (denominados assim por terem sido
submetidos a cauterizacdo do ducto incisivo) apresentaram média de 0,16 +
0,01lmm para o lume maior e 0,03 + 0,004mm para o lume menor. Para o
epitélio respiratério o valor foi de 0,01 £ 0,0001mm; para o epitélio sensorial,
de 0,02 + 0,001mm.

Nos animais adultos do grupo controle as medidas do lume maior e
menor foram 0,19 £ 0,01mm e 0,03 + 0,003mm, respectivamente. A altura do
epitélio respiratério foi de 0,01 £ 0,001mm e do epitélio sensorial foi de 0,03
+ 0,001lmm. Os animais tratados apresentaram média de 0,17 £ 0,01mm
para o lume maior e 0,02 + 0,003mm para o lume menor. No epitélio
respiratério, a altura foi de 0,01 + 0,001mm; no epitélio sensorial, 0,03 +
0,001mm.

44



Tabela 1. Componentes do 6rgdo vomeronasal, expressados em percentual (%) em coelhos da raca Nova Zelandia, obtidos de animais dos grupos controle

e tratado (média + erro padrdo médio)

Componentes do 6rgdo vomeronasal

Grupos Lume Epitélio Epitélio sensorial Vasos sanguineos  Glandulas Cépsula 6ssea Capsula Outros
respiratério cartilaginosa

Jovens 3,48+0,73° 3,67+0,88° 2,33+0,37° 33,18+1,62° 6,84+1,28% 13,59+1,43% 28,82+1,52° 8,07+0,67°
controle

Jovens 2,92+0,85% 3,38+0,53° 3,41+1,08° 33,35+3,1% 7,00£1,54% 12,04+0,92° 27,78+1,16° 10,1+1,73%
tratados

Adultos 3,01:0,65" 5,41%0,54" 2,50+0,33" 30,54+1,58" 8,39:0,71" 12,48+2,2" 28,36+0,76" 9,30+1,25"
controle

Adultos 2,21+0,48" 3,79+0,52° 2,40+0,46" 29,99+2,64" 6,1620,82° 15,37+1,32% 28,38+1,55" 11,7+1,88"
tratados

*outros = nervos, células, fibras do tecido conjuntivo e vasos linfaticos.

** valores na mesma linha com letras diferentes sobrescritas indicam (p<0,05) pelo teste t de Student; letras minUsculas séo referentes aos animais jovens; letras mailsculas sdo referentes aos
animais adultos; parametros dos animais jovens ndo foram comparados com os parametros dos animais adultos.

***n=8 para cada grupo
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4.4 Concentragdes de androstenediona e testosterona

N&do houve diferencas entre as concentracdes de androstenediona
entre 0s animais jovens dos grupos controle e tratado (p>0,05). Entre os
grupos controle e tratados, quando considerados 0s animais adultos,
também ndo foram observadas diferengas (p>0,05) na concentragdo desse

horménio (Tabela 2).

Tabela 2. ConcentracBes séricas de androstenediona (ng/mL) de coelhos da raca Nova
Zelandia obtidos de animais dos grupos controle e tratados (média + erro

padrao médio).

Animais Média Amplitude
Jovens controle 0,30+0,10° 0,002-0,76
Jovens tratados 0,12+0,03° 0,03-0,30
Adultos controle 0,09+0,02" 0,016-0,19
Adultos tratados 0,160,02" 0,03-0,50

* valores na mesma linha com letras diferentes sobrescritas indicam (p<0,05) pelo teste t de Student; letras
mindsculas séo referentes aos animais jovens; letras mailUsculas séo referentes aos animais adultos; parametros
dos animais jovens ndo foram comparados com os parametros dos animais adultos.

**n=8 para cada grupo

Nos animais jovens e adultos do subgrupo 1, as concentracdes de
testosterona sérica foram menores nos animais do grupo tratado em relacao
aos animais do grupo controle (p<0,05). Nao houve diferengas (p>0,05)
entre as concentracdes de testosterona sérica entre 0s animais dos grupos

controle e tratado (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3. Concentracdes séricas de testosterona (ng/mL) em coelhos da raca Nova
Zelandia, com 120 dias obtidos de animais dos grupos controle e tratado (média

+ erro padréo médio).

Animais Média Amplitude
Jovens controle 5,02+0,80% 0,64-12,34
Jovens tratado 1,830,2° 0,81-3,6

*n=8 para cada grupo
** valores na mesma linha com letras diferentes sobrescritas indicam (p<0,05) pelo teste t de student
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Tabela 4. Concentracdes séricas de testosterona (ng/mL) em coelhos da raca Nova
Zelandia, com 180 dias, obtidos de animais dos grupos controle e tratado (média

+ erro padrdo médio).

Animais Média Amplitude
Adultos controle subgrupo 1* 0,579+0,90° 0,09-0,87
Adultos tratados subgrupo 1* 0,248+0,087° 0,02-0,79
Adultos controle subgrupo 2** 3,899+0,153" 3,24-4,98
Adultos tratados subgrupo 2** 4,783+0,589" 3,12-8,35

*Subgrupo 1: animais com baixas concentracdes de testosterona sérica; subgrupo 2: animais com altas
concentracdes de testosterona.

** valores na mesma linha com letras diferentes sobrescritas indicam (p<0,05) pelo teste t de Student; letras
mindsculas séo referentes aos animais do subgrupo 1; letras mailsculas séo referentes aos animais do subgrupo
2; ndo houve comparacao entre os subgrupos.

***n=4 para cada subgrupo

4.5 Correlacdo entre horario de coleta de sangue e concentracdo de

testosterona sérica

Foi realizado o teste de correlacdo linear simples e os valores
apresentados indicam baixa correlacdo entre o horario da coleta de sangue

cardiaca e as concentragfes séricas da testosterona (r=0,065).

4.6 Peso corporal, peso testicular e indice gonadossomaético

O peso vivo dos animais aos 60 dias variou entre 2030g e 3300g, com
média de 2566,40 + 57,80g. Os animais jovens, eutanasiados aos 120 dias
de idade e apresentaram pesos entre 2540 e 3420g, com média de 2917,50
+ 102,069 (grupo controle) e entre 2455g e 3870g, com média de 3226,87 +
165,549 (grupo tratado), sem diferencas (Tabela 5) entre os grupos (p>0,05).
Os animais adultos foram eutanasiados aos 180 dias de idade. No subgrupo
1, os animais apresentaram pesos entre 2800g e 3450g com média de
3145+147,45g (subgrupo 1 controle), menor (p<0,05) que os animais do
subgrupo 1 tratado que o peso oscilou entre 3510g e 4260g com média de
3865+154,19g. Nos animais do subgrupo 2 o peso corporal variou entre
3100g e 4170g com média 3465+244,01g de (grupo controle) e de 35509 a
4030g com média 3727,5+111,38g (grupo tratado), ndo havendo diferencas
significativas no peso corporal final, entre os grupos (Tabela 6).

Conforme observado na Tabela 6, houve um ganho de peso (p<0,05)

aos 180 dias dos animais do grupo adulto (subgrupo 1) tratado em relagéo
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aos animais do grupo controle. Entre os animais jovens e os animais adultos
do subgrupo 2 ndo houve diferenga de ganho de peso (p>0,05).

O peso testicular dos animais jovens aos 120 dias de idade variava
entre 1,64g e 2,44g com média de 1,96 + 0,04 (grupo controle), e entre
0,559 e 2,659 com média de 1,81g *+ 0,21g (grupo tratado), sem diferenca
(p>0,05) entre os grupos (Tabela 5). Os animais adultos do subgrupo 1
apresentaram peso testicular aos 180 dias variando entre 1,749 e 3,03g com
meédia de 2,41 + 0,349 (grupo controle) e entre 2,09 e 3,71g com média de
2,85 £ 0,409 (grupo tratado), sem diferenga (p>0,05). O grupo tratado do
subgrupo 2 apresentou peso testicular maior (p<0,05) que o grupo controle
variando entre 2,829 e 3,02 com média de 2,91 + 0,4g e 1,70g e 2,62g com
média de 2,08 £ 0,219, respectivamente (Tabela 6).

O IGS (Tabelas 5 e 6) foi calculado pela razdo do peso total dois
testiculos pelo peso corporal. O IGS calculado para os animais jovens variou
entre 0,11% e 0,16% com média de 0,13 + 0,005% (grupo controle) e entre
0,05% e 0,15% com média de 0,11 + 0,01% (grupo tratado). O grupo tratado
apresentou IGS menor que o grupo controle (p<0,05). Os animais adultos do
subgrupo 1 apresentaram, aos 180 dias, IGS variando entre 0,12% e 0,19%
com média de 0,16% + 0,02% (grupo controle) e entre 0,12% e 0,18% com
média de 0,15% + 0,02% (grupo tratado) sem diferengcas (p>0,05). Os
animais adultos do subgrupo 2 apresentaram, aos 180 dias, IGS variando
entre 0,10% e 0,15% com média de 0,13% * 0,01% (grupo controle) e entre
0,16% e 0,17% com média de 0,16% =+ 0,004% (grupo tratado). Os animais
adultos do subgrupo 2 do grupo tratado apresentaram IGS maior (Tabela 6)

em relagao ao grupo controle (p<0,05).

Tabela 5. Peso corporal, ganho de peso, peso testicular e indice gonadossomatico (IGS) de
coelhos da raca Nova Zelandia, aos 120 dias de idade, obtidos de animais dos

grupos controle e tratado (média + erro padrdo médio).

Grupos de animais

Parametros Jovens controle Jovens tratados
Peso corporal (g) 2917,5+102,06° 3226,87+165,54%
Ganho de peso (g) 523,75+42,13% 554,38+66,34%
Peso testicular (g) 1,96+0,04% 1,81+0,21%

iGS* (%) 0,13+ 0,005% 0,11+ 0,01°

* valores na mesma linha com letras diferentes sobrescritas indicam (p<0,05) pelo teste t de Student
**n=8 para cada grupo;
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Tabela 6. Peso corporal, ganho de peso, peso testicular e indice gonadossomatico (IGS) de
coelhos da raca Nova Zelandia, aos 180 dias de idade, obtidos de animais dos

grupos controle e tratado (média + erro padrdo médio).

Grupos de animais

Subgrupo 1 Subgrupo 2
Pardmetros Adultos controle Adultos tratados Adultos controle Adultos tratados
Peso corporal (g) 3145+147,45° 3865+154,19° 3465+244,01" 3727,5+111,38"
Ganho de peso () 806,25+116,75" 1167,5+137,80° 922,5+104,59" 10802+40,82"
Peso testicular (g) 2,41+0,34° 2,85+0,4° 2,08+0,21% 2,91+0,04°
IGS* (%) 0,16+ 0,02* 0,15+ 0,02* 0,13 +0,01% 0,16+ 0,004°

*Subgrupo 1: animais com baixas concentragdes de testosterona sérica; subgrupo 2: animais com altas
concentragdes de testosterona.

** valores na mesma linha com letras diferentes sobrescritas indicam (p<0,05) pelo teste t de Student letras
mindsculas séo referentes aos animais do subgrupo 1; letras mailsculas séo referentes aos animais do subgrupo
2; ndo houve comparacéo entre os subgrupos.

***n=4 para cada subgrupo

4.7 Morfometria do testiculo

As analises morfométricas dos testiculos dos animais dos grupos
controle e tratados sao apresentadas nas Tabelas 7 e 8.

A maior parte do parénquima testicular consiste de tdbulos
seminiferos (Figuras 11 e 12) sendo 69,67 £ 1,17 em animais jovens do
grupo controle, e 68,45 + 0,76% nos animais jovens do grupo tratado, sem
diferenca (p>0,05) entre os grupos. Nos animais adultos do subgrupo 1 do
grupo controle o valor de 69,07 + 0,98% também nédo apresentou diferenca
(p>0,05) em relagdo aos animais adultos do grupo tratado, com ducto
incisivo cauterizado (71,70 + 1,95%), assim como 0s animais adultos do
subgrupo 2 que apresentaram 71,29 + 1,72% (grupo controle) do
parénquima composto por tubulos seminiferos e 70,65 + 1,23% (grupo
tratado), sem diferencas significativas.

Os percentuais para as células de Leydig foram diferentes (p<0,05)
com 120 dias e 180 dias de idade (subgrupo 2), como observado nas
Tabelas 7 e 8. Para os animais jovens do grupo controle a proporcéo de
células de Leydig (3,01 + 0,26%) foi maior (p<0,05) que dos animais tratados
(1,60 = 0,16%). Os animais do subgrupo 1 com 180 dias de idade nao
apresentaram diferengcas para esse parametro (p>0,05). J& nos animais

adultos do subgrupo 2, o grupo controle apresentou menor proporcao
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(p<0,05) de células de Leydig (2,16 + 0,18%) em relacdo aos animais
tratados (2,92% + 0,18%).

Em relacdo aos outros componentes testiculares nos animais jovens
somente 0s vasos sanguineos (Figura 13) ndo apresentaram diferenca
(p>0,05) entre os animais jovens. Ja& nos animais adultos, em ambos o0s
subgrupos 1 e 2, nenhuma dessas estruturas apresentou diferencga (p>0,05).

Nos animais jovens do grupo controle, o diametro tubular esteve entre
45um e 90um com média de 66,19 + 0,700 um sendo estatisticamente
semelhante aos animais jovens tratados, onde o diametro tubular esteve
entre 40um e 100 pm com média de 64,7 + 0,84um. Ja o didmetro tubular
nos animais adultos do subgrupo 1 do grupo controle (entre 46um e 87um, e
meédia de 64,12 £ 0,97um), apresentou diferenca significativa em relacéo aos
animais tratados (entre 55um e 99 um, e média de 73,45 + 1,01um). Os
animais adultos controle do subgrupo 2 (entre 43um e 95um com média
74,52 = 1,25um) também apresentaram valores dos diametros tubulares
menores (p<0,05) que os animais do grupo tratado (entre 52um e 92um com
média de 71,27 = 0,99 um). Nas tabelas 7 e 8 também podem ser
observados, ainda, os valores da altura do epitélio seminifero, que também
nao apresentaram diferenca significativa.

Em relacdo ao comprimento tubular por testiculo (Tabela 7) os
animais jovens do grupo de animais controle apresentaram valores maiores
(p<0,05) em relacédo ao grupo de animais tratados, embora nao haja
diferenca no comprimento tubular por grama de testiculo (p>0,05). Ja nos
animais adultos do subgrupo 1 (Tabela 8) o valor do comprimento tubular por
grama de testiculo foi menor no grupo tratado (p<0,05) em relacéo ao grupo
controle, apesar dos valores do comprimento tubular por testiculo néo
apresentarem diferengas (p>0,05). Entretanto, nos animais adultos tratados
do subgrupo 2, foram encontrados valores maiores que 0s animais do grupo
controle em relagédo ao comprimento tubular por testiculo (p<0,05), embora o
comprimento tubular por grama de testiculo ndo apresente diferencas
(p>0,05).

Nos animais jovens do grupo controle os volumes da tanica propria,
células de Leydig e lume foram maiores (p<0,05) que os valores obtidos nos

animais tratados. Ja os valores de outros componentes testiculares foram
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menores (p<0,05). Nos animais do subgrupo 1 do grupo adulto, os volumes
de todos os componentes testiculares ndo apresentaram diferenca (p>0,05).
Entretanto, nos animais subgrupo 2 do grupo adulto tratado apresentaram
valores para o volume da tunica propria, epitélio seminifero, células de
Leydig e outras estruturas do compartimento intertubular maiores (p<0,05)
em relacdo aos animais do controle do mesmo grupo (Tabelas 9 e 10).

Tabela 7. Morfometria do testiculo de coelhos da raga Nova Zelandia, com 120 dias de
idade, obtidos de animais dos grupos controle e tratado (média + erro padrdo

médio).

Grupos de animais

Parametros Jovens controle Jovens tratados

Proporgao volumétrica(%)

Compartimento tubular 84,55+0,73° 79,74+0,82°
Tanica prépria 6,03+0,22° 4,79+0,25"
Epitélio seminifero 69,67+1,17° 68,45+0,76°
Lume 8,8520,73" 6,5020,66"

Compartimento intertubular 15,45+0,73% 20,26+0,82°
Células de Leydig 3,01+0,26° 1,60+0,16"
Vasos sanguineos 1,460,25% 1,33+0,13%
Outros 10,99+0,80% 17,320,93"

Diametro tubular (um) 66,19+0,70° 64,7+0,84%
Altura do epitélio seminifero (um) 22,28+0,33° 21,56+0,45°
CTSl/g testiculo (m)* 214,07+4,91° 224,67+5,70°
CTSltesticulo (m)** 397,05+8,65% 366,96+10,56"

* Comprimento dos tabulos seminiferos por grama de testiculo.

** Comprimento total dos tibulos seminiferos por testiculo.

***n=8 para cada grupo

**** valores na mesma linha com letras diferentes sobrescritas indicam (p<0,05) pelo teste t de Student
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Tabela 8. Morfometria do testiculo de coelhos da raca Nova Zelandia, com 180 dias de

idade, obtidos de animais dos grupos controle e tratado (média * erro padrédo

médio).
Grupos de animais
Subgrupo 1 Subgrupo 2
Parametros Adultos controle Adultos tratados Adultos controle Adultos tratados
Proporcao volumétrica(%)

Compartimento tubular 80,89+1,31° 83,54+1,95° 83,16+1,25" 82,20+0,74"
Tdnica prépria 5,07+0,32% 4,4740,47° 3,93+0,34" 4,68+0,23"
Epitélio seminifero 69,07+0,98 71,70+1,952 71,29+1,72% 70,65+1,23"
Lume 6,76x0,85% 7,37x0,87° 7,95+0,83% 6,87+1,26"

Compartimento intertubular 19,10+1,312 16,46+1,95% 16,84+1,25" 17,79+0,74*
Células de Leydig 2,35%0,25% 2,78+0,40*° 2,16x0,18"* 2,92+0,18°
Vasos sanguineos 1,52+0,25 2 1,61+0,272 1,76+0,18" 1,35+0,11"*
Outros 15,231,182 18,07+1,96 12,92+0,97* 13,52+0,94*

Diametro tubular (um) 64,12+0,972 73,14+1,01° 74,52+1,25" 71,27+0,99°
Altura do epitélio seminifero (um) ~ 19,57+0,552 25,14+0,61° 23,99+0,62" 22,73+0,57"
CTSl/g testiculo (m)* 224,91+6,54 2 178,79+4,80"° 175,48+6,81" 185,34+5,30*
CTSftesticulo (m)** 530,79+17,99° 509,61+19,93° 366,04+16,34"  539,99+15,38°

* Comprimento dos tdbulos seminiferos por grama de testiculo.

** Comprimento total dos tibulos seminiferos por testiculo.

***Subgrupo 1: animais com baixas concentracdes de testosterona sérica; subgrupo 2: animais com altas
concentracdes de testosterona.

**+* yalores na mesma linha com letras diferentes sobrescritas indicam (p<0,05) pelo teste t de Student; letras
mindsculas séo referentes aos animais do subgrupo 1; letras mailsculas sao referentes aos animais do subgrupo
2; ndo houve comparacéo entre os subgrupos.

**+i*n=4 para cada subgrupo

Tabela 9. Volume dos principais componentes do testiculo de coelhos da ragca Nova
Zelandia, com 120 dias de idade, obtidos de animais dos grupos controle e tratado
(média * erro padrdo médio).

Grupos de animais

Parametros Jovens controle Jovens tratados

Volume 10° (um®)

Compartimento tubular 1574,35+27,55% 1382,60+16,90%
Tdnica prépria 112,23+4,28° 81,43+9,91°
Epitélio seminifero 1264,57+22,7% 1185,61+145,0°
Lume 165,65£15,02° 115,56217,99°

Compartimento intertubular 288,24+15,96° 337,73+31,55°
Células de Leydig 56,02+5,07° 28,43+3,86"
Vasos sanguineos 26,95+4,49° 23,70+3,92°
Outros 205,27+17,12° 285,59+25,09°

*n=8 para cada grupo
** valores na mesma linha com letras diferentes sobrescritas indicam (p<0,05) pelo teste t de Student
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Tabela 10. Volume dos principais componentes do testiculo de coelhos da raca Nova
Zelandia, com 180 dias de idade, obtidos de animais dos grupos controle e tratado

(média * erro padrdo médio).

Grupos de animais

Subgrupo 1 Subgrupo 2
Parédmetros Adultos controle  Adultos tratados ~ Adultos controle  Adultos tratados
Volume 10° (um?)

Compartimento tubular 1960,7¢301,5"  2400,6£309,7"  1723,3+158,4"  2395,26+23,09°
TUnica prépria 121,99+19,51% 121,87+6,28% 82,06+11,14"* 136,28+6,24°
Epitélio seminifero 1670,86+250,3%  2063,57+250,3%  1474,90+130,8*  2058,19+24,52°
Lume 164, 85,+38,92° 215,14+38,92° 166,28+25,44 200,79+38,13*

Compartimento intertubular 447,44+35,672 445,61+1,95% 354,52+53,24* 519,34427,25°
Células de Leydig 54,18+2,33% 79,61+17,61° 4521+6,4" 84,98+6,39°
Vasos sanguineos 38,25+9,88° 45,81+10,91° 37,59+7,65" 39,34+7,65"
Outros 354,99+24,38%  320,19+8,84° 271,71+#40,07"  395,02+31,95"

*Subgrupo 1: animais com baixas concentragdes de testosterona sérica; subgrupo 2: animais com altas
concentragdes de testosterona.

** valores na mesma linha com letras diferentes sobrescritas indicam (p<0,05) pelo teste t de Student; letras
mindsculas séo referentes aos animais do subgrupo 1; letras mailsculas séo referentes aos animais do subgrupo
2; ndo houve comparacao entre os subgrupos.

***n=4 para cada subgrupo

4.8 Morfometria e populacao das células de Leydig

Os dados relativos as células de Leydig (Tabelas 11 e 12) foram
obtidos a partir da analise morfométrica dos testiculos, tomando-se como
principais pontos de referéncia o volume ocupado por estas células no
compartimento intertubular e o volume individual das mesmas. Nos animais
jovens, o volume nuclear, citoplasmatico, celular e o nimero de células de
Leydig por testiculo e por grama de testiculo apresentaram-se menores
(p<0,05) nos animais jovens do grupo tratado em relacdo aos animais do
grupo controle. J& os animais adultos do subgrupo 1, aqueles que tiveram o
ducto incisivo cauterizado, apresentaram valores de numero de células de
Leydig por testiculo e por grama de testiculo maiores (p<0,05). Os animais
adultos controle do subgrupo 2 apresentaram valores de volume
citoplasmatico e numero de células por grama de testiculo maiores (p<0,05),
embora apresentassem valores para 0 numero de células por testiculo e por

grama de testiculo menores (p<0,05).
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Tabela 11. Morfometria da célula de Leydig do testiculo de coelhos da raca Nova Zelandia,
com 120 dias de idade, obtidos de animais dos grupos controle e tratado (média +
erro padrdo médio).

Grupos de animais

Parametros Jovens controle Jovens tratados
Percentual de célula de Leydig (%) 3,01+0,26° 1,60+0,16"
Volume nuclear (um®) 261,5045,83 2 207,67+4,88"
Volume citoplasmatico (um?®) 588,93+16,07° 514,09+13,33"
Volume da célula de Leydig (um?®) 850,43+21,93° 721,78+17,94°
Células de Leydig/g testiculo (10°% 41,69+1,39° 26,33+0,93"
Células de Leydig/testiculo (10%) 78,04+2,66 45,85+1,63"

*n=8 para cada grupo
** valores na mesma linha com letras diferentes sobrescritas indicam (p<0,05) pelo teste t de Student

Tabela 12. Morfometria da célula de Leydig do testiculo de coelhos da raca Nova Zelandia,
com 180 dias de idade, obtidos de animais dos grupos controle e tratado (média *

erro padrdo médio).

Grupos de animais

Subgrupo 1 Subgrupo 2
Parametros Adultos controle  Adultos tratados ~ Adultos controle  Adultos tratados
Percentual de célula de Leydig 2,35+0,25% 2,78+0,40° 2,16+0,18" 2,92+0,18°
(%)
Volume nuclear (um?) 228,75+5,9° 260,72+16,96 ° 229,09+7,07* 231,84+7,2" 1
Volume citoplasmaético (um®) 527,67+14,0°6  571,44+40,15° 567,55+17,18"  495,68+15,13°
Volume da célula de Leydig (um?®) 756,42+19,88° 832,16x57,07° 796,64+24,14* 727,52+22,20*
Células de Leydig/g testiculo (10%)  34,10+1,16° 39,53+1,65" 29,9+0,91" 44,63+1,43°
Células de Leydig/testiculo (10%) 76,78+1,79? 115,34+6,08"° 62,59+2, 274 129,67+4,05°

*Subgrupo 1: animais com baixas concentragdes de testosterona sérica; subgrupo 2: animais com altas
concentragdes de testosterona.

** valores na mesma linha com letras diferentes sobrescritas indicam (p<0,05) pelo teste t de Student; letras
mindsculas séo referentes aos animais do subgrupo 1; letras mailsculas séo referentes aos animais do subgrupo
2; ndo houve comparacdo entre os subgrupos.

***n=4 para cada subgrupo

4.9 Morfometria e populagéo das células de Sertoli

Nos animais jovens as células de Sertoli (Figura 13) representam
13,46 = 0,69% do parénquima testicular dos animais do grupo controle,
enguanto nos animais jovens do grupo tratado representam apenas 7,75 +
0,93 %. Esses valores diferem (p<0,05), assim como nos animais adultos
dos subgrupo 1, onde nos animais do grupo controle as células de Sertoli
representam 14,77 + 1,28% e nos animais do grupo tratado representam
9,81 + 1,44% (Tabelas 13 e 14). Ja nos animais adultos do subgrupo 2 néo

houve diferenca significativa entre os percentuais ocupados pelas células de
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Sertoli no parénquima testicular, sendo 7,64 + 0,27% nos animais do grupo
controle e 9,19 £ 0,91% nos animais do grupo tratado.

Nos animais jovens e nos animais adultos do subgrupo 1, o volume
celular, o numero de células de Sertoli por testiculo e por grama de testiculo
apresentaram-se menores (p<0,05) nos animais jovens do grupo tratado em
relacdo aos animais do grupo controle. Os animais adultos tratados do
subgrupo 2 apresentaram valores de numero de células por grama de
testiculo menores (p<0,05), embora nao apresentassem diferengas nos
valores de numero de células por testiculo, em relagdo aos animais do grupo

controle (p<0,05).

Tabela 13. Morfometria da célula de Sertoli do testiculo de coelhos da raca Nova Zelandia
com 120 dias de idade, obtido de animais dos grupos controle e tratado (média +

erro padrdo médio).

Grupos de animais

Parametros Jovens controle Jovens tratados
Percentual de célula de Sertoli (%) 13,46+0,69° 7,75+0,93"
Volume nuclear (um?) 399,63+7,47° 382,61+7,53°
Volume da célula de Sertoli (um?®) 2512,7+25,52 1353,7+38,9°
Células de Sertoli/g testiculo (10°) 36,72+0,77° 22,25+0,64"
Células de Sertoli/testiculo (10°) 68,541,492 38,81+1,38"

*n=8 para cada grupo

** valores na mesma linha com letras diferentes sobrescritas indicam (p<0,05) pelo teste t de Student

Tabela 14. Morfometria da célula de Sertoli do testiculo de coelhos da raca Nova Zelandia
com 180 dias de idade, obtido de animais dos grupos controle e tratados (média +
erro padrdo médio).

Grupos de animais

Subgrupo 1 Subgrupo 2
Parametros Adultos controle Adultos tratados Adultos controle Adultos tratados
Percentual de célula de Sertoli (%) 14,77+1,28° 9,81+1,44° 7,64+0,27" 9,19+0,91"
Volume nuclear (um?) 433,83+10,89° 428+10,20° 427,96+11,21" 440,49+10,91%
Volume da célula de Sertoli (um®) 3491,29+71,55%  2744,84+13,87°  2636,75+25,35" 2672,87+38,81"
Células de Sertoli/g testiculo (10°%) 37,09+1,172 22,80+1,04° 32,90+0,97* 22,61+0,68°
Células de Sertoli/testiculo (10°%) 87,78+2,952 68,50+4,03" 67,18+1,94" 65,58+1,35"

*Subgrupo 1: animais com baixas concentracdes de testosterona sérica; subgrupo 2: animais com altas
concentragdes de testosterona.

** valores na mesma linha com letras diferentes sobrescritas indicam (p<0,05) pelo teste t de Student; letras
minudsculas sao referentes aos animais do subgrupo 1; letras mailUsculas séo referentes aos animais do subgrupo
2; ndo houve comparagéo entre os subgrupos.

***n=4 para cada subgrupo
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4.10 Densidade da epifise do osso fémur e composicdo do musculo

reto femoral

A densidade 6ssea nao apresentou diferenga (p>0,05) entre os
valores médios para 0s animais dos grupos controle e tratados nas
diferentes idades e subgrupos (Tabela 15 e 16). O tratamento ndo afetou de
forma (p>0,05) a massa do musculo processado e in natura e a composi¢cao
do musculo em relacdo a quantidade de agua nos animais jovens e nos
adultos. Entre os animais jovens e adultos dos grupos controle e tratados
nao foi observada diferenga (p>0,05) no percentual de gordura no musculo
reto femoral. A composi¢cdo do musculo em relacdo a agua nao apresentou
diferenca significativa entre os valores médios para 0s animais dos
subgrupos 1 e 2 dos grupos controle e tratado. J& nos animais jovens a agua
encontrada nos coelhos do grupo tratado apresentou menores valores
(p<0,05).

Tabela 15. Densidade da epifise do osso fémur e composi¢cao do musculo reto femoral de
coelhos da raca Nova Zelandia obtidos de animais dos grupos controle e

tratado (média + erro padrao médio).

Grupos de Animais

Parédmetros Jovens controle Jovens tratados
Densidade 6ssea (g/ml) 1,44+0,09% 1,72+0,15%

Musculo in natura (g)* 1,87+0,19% 2,03+0,08%

Musculo processado (g)** 0,43+0,05° 0,47+0,02%

Gordura % 0,54+0,04° 0,630,04%

Agua % 76,57+0,43° 76,01+0,18°

* Peso inicial do musculo.

**Peso da musculo ap6s desidratagcdo e tratamento com xilol.

***n=8 para cada grupo

**** valores na mesma linha com letras diferentes sobrescritas indicam (p<0,05) pelo teste t de Student
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Tabela 16. Densidade da epifise do osso fémur e composi¢cao do musculo reto femoral
decoelhos da raca Nova Zelandia obtidos de animais dos grupos controle e
tratado (média + erro padrao médio).

Grupos de Animais

Subgrupo 1 Subgrupo 2
Parametros Adultos controle Adultos tratados Adultos controle Adultos tratado
Densidade 6ssea (g/ml) 1,61+0,04% 1,58+0,02° 1,56+0,04* 1,68+0,11*
Musculo in natura (g)* 2,33£0,22° 2,93+0,27% 2,29+0,28" 2,75+0,30*
Musculo processado (g)** 0,55+0,05° 0,53+0,03° 0,69+0,07* 0,66+0,07*
Gordura % 0,59+0,05° 0,39+0,11° 0,93+0,18" 0,58+0,15*
Agua % 75,53+0,19° 76,2620,14° 75,39+0,32% 75,54+0,40"

* Peso inicial do musculo.

**Peso da musculo ap6és desidratagcdo e tratamento com xilol.

***Subgrupo 1: animais com baixas concentragdes de testosterona sérica; subgrupo 2: animais com altas
concentragdes de testosterona.

**+* valores na mesma linha com letras diferentes sobrescritas indicam (p<0,05) pelo teste t de Student; letras
mindsculas séo referentes aos animais do subgrupo 1; letras mailsculas séo referentes aos animais do subgrupo
2; ndo houve comparacéo entre os subgrupos.

**xx¥n=4 para cada subgrupo
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Figura 1: Preparado anatdomico do érgao vomeronasal esquerdo de coelho
adulto do grupo controle, evidenciado por injecdo de azul de toluidina.
Extremidade caudal em fundo cego (F); septo nasal (SN); 6rgao
vomeronasal (OVN); palato (P). Barra: 7mm.

Figura 2: Seccéo transversal da regiéao
nasal de coelho adulto do grupo
controle, ao nivel da quarta ruga
palatina evidenciando a por¢cdo meédia
do OVN. Septo nasal (S); glandulas
tubulo-acinosas (G); plexo vascular
externo (PE); plexo vascular interno
(P1); porcéo tubular (PT); cavidade
nasal (CN); palato (P). Impregnacgéo
argéntica. Barra: 3,5um.
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Figura 3: Seccao transversal da
regido nasal direita de coelho adulto
do grupo controle, ao nivel da quarta
ruga palatina, onde se observa a
porcdo média do OVN. Glandulas
tubulo-acinosas (G); plexo vascular
interno (P1); epitélio sensorial (ES);
epitélio respiratério (ER); lume (L);
capsula cartilaginosa (CC). HE
Barra: Imm.

Figura 4: Seccéo transversal da regido nasal de coelho adulto do grupo controle, na
porcdo média do OVN. Cavidade nasal (CN); plexo vascular externo (PE);
capsula 6ssea (CO); capsula cartilaginosa (CC); plexo vascular interno (Pl);
septo nasal (SN); glandulas tubulo-acinosas (G); nervos (N). Azul de

toluidina/borato de sédio. Barra: 1mm.
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Figura 5: Seccéo transversal da regido nasal de coelho adulto do grupo controle, na
porcdo média do OVN. Plexo vascular interno (Pl); cdpsula cartilaginosa
(CC); epitélio respiratério (ER); lume (L); epitélio sensorial (ES).
Impregnacéo argéntica. Barra: 1mm.

Figura 6: Secc¢do transversal da regido nasal de coelho adulto controle, na porcao
média do OVN. Epitélio respiratorio (ER); lume (L); epitélio sensorial (ES);
neurdénio impregnado pela prata (NI); terminacdes nervosas das células
sensoriais (seta). Impregnacdo argéntica evidenciando neurdnios. Barra:

30um.
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Figura 7: Seccdes transversais do epitélio sensorial da porcdo tubular do OVN de
coelhos jovens do grupo controle (A) e grupo tratado (B). Lume (L); células
de sustentacao (CS); neurdnios bipolares (NB); células basais (CB); espacos
intercelulares (*). Azul de toluidina/borato de sodio. Barra: 15um.

Figura 8: Seccdes transversais do epitélio sensorial da porcdo tubular do OVN de
coelhos adultos do grupo controle com baixa concentracdo de testosterona
(A), grupo tratado com baixa concentracdo de testosterona (B), grupo
controle com alta concentragcéo de testosterona (C) e grupo tratado com alta
concentracdo testosterona (D). Lume (L); células de sustentacdo (CS);
neurdnios bipolares (NB); células basais (CB); membrana basal (MB);
espacos intercelulares (*). Azul de toluidina/borato de sodio. Barra: 15um
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Figura 9: Detalhe da secéo transversal do epitélio sensorial da porcéo tubular do OVN
de coelho jovem tratado. Células de sustentacao (CS); neurbnios bipolares

(NB); espacos intercelulares (*). Azul de toluidina/borato de sodio. Barra:
3um.

W AN 0 ¢
Figura 10: Eletromicrografia de transmissdo de secao transversal do epitélio sensorial

da porcao tubular do OVN de coelho adulto tratado. Nucleo das células de

sustentacao do epitélio sensorial (N); espacos intercelulares com debris
celulares (*). Barra: 8um
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Figura 11: Seccles transversais de tubulos seminiferos de testiculos de coelhos
jovens dos grupos controle (A) e adulto (B). Epitélio seminifero (ES); lume
(L); espaco intertubular (EIT). Azul de toluidina/borato de sddio. Barra: 10um.

Figura 12: Secc¢des transversais de testiculos de coelhos adultos do grupo controle
com baixa concentracdo de testosterona (A), grupo tratado com baixa
concentragcao de testosterona (B), grupo controle com alta concentracdo de
testosterona (C) e grupo tratado com alta concentracdo de testosterona (D).
Epitélio seminifero (ES); lume (L); espaco intertubular (EIT). Azul de
toluidina/borato de sodio. Barra: 10um.
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Figura 13: Seccdao transversal de testiculo de coelho adulto controle. Vaso sanguineo
(VS); célula de Sertoli (SC); célula peritubular miéide (cabecga da seta). Azul
de toluidina/borato de sédio. Barra: 18um.
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5. DISCUSSAO

A docilidade dos coelhos adultos tratados foi evidenciada pelo
comportamento calmo, pelo fato de n&do realizar contato com os
companheiros, por ndo realizar tentativas de monta e por evitar lutas, o que
pode estar associado as baixas concentracdes de testosterona sérica. Essas
alteracbes comportamentais associadas a diminuicdo nas concentracdes
séricas de testosterona nos animais tratados mostram que a cauterizacao do
ducto incisivo dos coelhos machos impede a percepc¢ao de odores pelo OVN
e, consequentemente, a falta de estimulo do bulbo olfatério acessorio e suas
conexdes com o sistema limbico, uma vez que as estruturas desse sistema
estdo intimamente relacionadas com fungées comportamentais (Tirindelli et
al., 2009). Berger et al. (1982) sugerem que a ativacdo dos centros nervosos
que regulam o comportamento de monta requerem um longo periodo de
estimulacdo pela testosterona, a qual modula o comportamento sexual
(Fuentes et al., 2004). Os animais deste estudo ndo tinham experiéncia
sexual prévia, ndo guardavam memadria de monta e o sistema olfatorio ndo
tinha sido estimulado por feromonios. Por estes motivos, 0 comportamento
de monta néo foi manifestado, uma vez que o OVN néo foi estimulado pelos
ferombnios mesmo quando os coelhos estavam socializando com outros
machos (Tirindelliet al., 2009).

Estes achados, associados aos menores numeros de células de
Sertoli e de Leydig no testiculo dos animais tratados indicam que a falta de
percepcdo de ferombnios pelo OVN desses animais atua no testiculo
inibindo a proliferacdo dessas células até a idade adulta, alterando o
comportamento sexual e de agressividade dos animais.

O OVN dos coelhos estudados de ambas as idades é uma estrutura
bilateral em forma tubular, situada a cada lado da base do septo nasal. Este
formato e localizagdo do OVN sao similares as descricfes realizadas por
Barone et al. (1966) no céo; Hare (1986) e Keverne (1999) nos mamiferos
domeésticos; e Taniguchi e Mochizuki (1982) em ratos, camundongos e
coelhos. A porgcao tubular do OVN de coelhos apresenta formato oval
terminando caudalmente em fundo cego; na extremidade rostral comunica-

se com o ducto incisivo. Este ducto comunica as cavidades nasal e oral por
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meio de aberturas no palato duro, como descrito por Dyce et al. (2010) nos
mamiferos domeésticos. Portanto, o estimulo pode alcancar o érgdo pelas
duas cavidades. Entretanto, Taniguchi e Mochizuki (1982) comparando o
OVN de ratos, camundongos e coelhos ao de hamsters, concluiram que
nesses animais, a abertura do ducto vomeronasal se da diretamente com a
cavidade nasal. Em ratos, Grondona (2005) demonstrou a comunicagéo
rostral do 6rgdo, sem linha de demarcacdo, com a cavidade nasal. Em
outros animais como bovinos, hipopétamos (Wysocki, 1979) e répteis, o
OVN se comunica diretamente com a cavidade oral, conforme relatam
Halpern (1987) e Stephan et al. (1982). Estes achados levam a concluir que
a desembocadura do OVN varia em cada espécie animal.

Nos coelhos estudados, o OVN encontra-se rodeado por uma
capsula de cartilagem hialina, estando de acordo com os estudos de
Taniguchi e Mochizuki (1982) em ratos, camundongos e coelhos. Essa
capsula encontra-se circundada externamente por uma capsula 6ssea que
sofre interrupcéo na porcédo dorsal do 6rgao, assim como no rato (Salazar e
Quinteiro, 1998), onde encontram-se numerosas glandulas mucosas.
Salazar e Quinteiro (1998) indicam que a cdpsula 6ssea que envolve o 6rgao
vomeronasal é formada pelo osso vbmer e por um prolongamento do
processo palatino do o0sso incisivo. Em animais jovens € frequente a
presenca de cartilagem e osso circundando o OVN, simultaneamente.
Entretanto, no presente estudo, observou-se a presenca das duas capsulas,
cartilaginosa e 6ssea, nos animais jovens (120 dias de vida) e nos animais
adultos (180 dias de vida), que séo estruturas independentes, assim como
nos ratos (Salazar e Quinteiro, 1998). Mucignat-Caretta (2010) sugere que 0
OVN nao possui capsula 6ssea e que o 6rgdo é incorporado na base do
septo nasal, no osso vomer. Estas divergéncias mostram que a estrutura
morfolégica deste 6rgdo ainda ndo estda completamente elucidada nas
diversas espécies animais.

Os resultados histologicos mostram que o lume do OVN do coelho
apresenta formato eliptico em corte transversal como no camundongo, rato e
coelho (Taniguchi e Mochizuki,1982). O lume deste 6rgdo encontra-se
limitado por epitélio de revestimento. A face lateral é constituida por epitélio

pseudo-estratificado ciliado com células caliciformes, denominado
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frequentemente epitélio respiratorio. Medialmente, o lume do OVN é
revestido por epitélio sensitivo, que ndo é diretamente exposto ao fluxo de
ar. Portanto, os odores chegam as células sensoriais por um mecanismo de
bombeamento do muco, para o interior do 6rgdo (Mucignat-Caretta, 2010).
Os epitélios sensorial e respiratério desaparecem na porc¢do caudal do tubo,
com a diminuicdo do diametro do OVN, como observado no rato por
Vacarezza et al. (1981). O epitélio sensitivo é formado por trés tipos
celulares: células basais, células sensoriais (neurbnios) e células de
sustentacdo. As células basais indiferenciadas, ou células tronco, se
diferenciam em novos neurdnios ao longo da vida do animal. Estas células
estdo localizadas ao longo da membrana basal e na regido adjacente ao
limite com o neuroepitélio (Barber e Raisman,1978; Keverne, 1999; De La
Rosa-Prieto et al., 2009). As células de sustentacdo ocupam a altura do
epitélio juntamente com as células sensitivas e possuem nucleos proximos
ao lume (Keverne, 1999; Taniguchi e Mochizuki,1982; Tirindelli et al., 2009).
As células sensitivas sdo neurbnios bipolares com nucleos evidentes no
terco médio do epitélio sensorial. Essas células s@o responsaveis por
receber os estimulos dos odores que chegam ao OVN, e 0s nervos
formados por eles levam informacdes para o bulbo olfatério acessorio. Estes
achados vém demonstrar que o OVN dos coelhos apresenta regides
morfofisiologicamente diferentes, como o OVN dos outros mamiferos
descritos anteriormente. Estudos detalhados, inclusive de mapeamentos de
neurdnios, sao necessarios para entender o funcionamento deste 6rgao e
seu papel nas diferentes atividades comportamentais desses animais.

As modificacBes morfolégicas encontradas no 6rgdo vomeronasal de
machos de coelhos Nova Zelandia com 120 e 180 dias de idade com ducto
incisivo cauterizado n&o foram evidentes quando foi comparado o volume do
orgao. Entretanto, o percentual do epitélio respiratério e das glandulas foi
menor nos animais tratados assim como espacos intercelulares no
neuroepitélio. Estas alteracbes ndo foram encontradas em outros animais
com o ducto incisivo obstruido (Weiler et al., 1999; Kelliher et al., 2001;
Woodley et al., 2004)

A menor propor¢do percentual de epitélio respiratorio nos animais

com 180 dias de vida, e que tiveram seus ductos incisivos cauterizados,
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assim como menor percentual de glandulas, indicam que houve morte
celular por falta ou diminuicdo da atividade do 6rgdo. Apesar de ndo terem
sido observadas alteracfes nas propor¢cdes percentuais do neuroepitélio, na
analise histologica e na analise ultraestrutural foram visualizados espacos
intercelulares na regido correspondente as células sensoriais. Estes dados
vém confirmar a morte de neurdnios do OVN. A normalidade morfolégica
aparente do orgao pode ser atribuida a uma repopulacdo neuronal a partir
das células tronco ou, devido ao curto tempo transcorrido apos a
cauterizagdo, ndo ter acontecido uma destruicdo suficiente dos neurdnios
para causar alteragdes morfomeétricas. Entretanto, Wilson e Raisman (1980)
relatam que existe uma reducdo no numero de células sensoriais com o
aumento da idade do animal. Nao foi possivel associar essa perda celular
com os dados obtidos porque no presente estudo 0s animais eram adultos
jovens, com 180 dias de idade.

A presenca constante de glandulas tubo-acinosas com aspecto de
glandulas secretoras de muco, principalmente na regido da lamina propria,
assim como a presenca de muco na luz desta porc¢éo tubular, mostram que
estas secrecbes devem apresentar um importante papel na lubrificacdo e
limpeza da superficie do epitélio da porcao tubular do OVN, como sugeriram
Doving e Trotier (1998a), Keverne (1999) e Taniguchi e Mochizuki (1983).
Entretanto, a abundéancia destas glandulas dorsal e ventralmente ao lume, e
a presenca dos ductos préximos ao tubo, indicam que as secrecdes destas
glandulas ndo apresentam funcdes simplesmente mecanicas, podendo ser
elas muito mais elaboradas, contribuindo também na percepcdo de
ferombnios, como sugerido por Doving e Trotier (1998) e,
consequentemente, no papel do 6rgdo vomeronasal na reproducdao dos
mamiferos, como descrito inicialmente por Planel (1953) e posteriormente
por Wysocki (1979), Bellringer et al. (1980), Wysocki e Meredith (1987),
Wysocki e Lepri (1991), Kaba et al. (1994), Johnston (1998), Johnston
(2000), Johnston (2001), e Halpern e Marcos (2003).

O plexo vascular do OVN € uma estrutura intimamente envolvida na
fisiologia do 6rgdo, uma vez que ele ocupa aproximadamente 30% do OVN.
Os vasos sanguineos localizam-se principalmente em torno da porcao

tubular do OVN. O plexo vascular do OVN apresenta grande quantidade de
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arteriolas e vénulas, o que torna extremamente dificil definir qual € a artéria
principal, o que é diferente em outras espécies, como o rato, em que uma
veia e uma artéria se destacam (Salazar e Quinteiro, 1998; Taniguchi e
Mochizuki,1983; Vacarezza et al., 1981; e Grondona, 2005). Esta artéria é
um importante ramo septal da artéria esfenopalatina, que além de irrigar o
OVN participa do mecanismo de bomba erétil do 6rgdo assim como 0s
outros vasos, como proposto por Wysocki e Meredith (1987) e Doving e
Trotier (1998) nos mamiferos domésticos, Salazar et al. (1997) no gato, e
Salazar e Sanchez Quinteiro (1998) no rato.

A vasoconstricdo das artérias do OVN induzida experimentalmente
por estimulo do nervo palatino diminui o volume sanguineo do leito venoso
do plexo vascular. Este fenbmeno reduz a pressdo da porcéo tubular do
OVN, diminuindo o fluido das glandulas mucosas para a luz do tubo, como
descrito por Salazar e Sanchez-Quinteiro (1998) no rato.

Doving e Trotier (1998) observaram que também existe 0 processo
inverso, onde ocorre succdo do fluido do lume para o OVN devido a
vasoconstricdo da arteriola principal, que faz com que aumente o volume do
lume e crie 0 processo de suc¢do. Ambos os mecanismos, tanto da saida de
fluido do 6rgao para o lume quanto de succdo para dentro do 6rgao, séo
processos ativos neuromediados. Estas observacfes proporcionam uma
ideia da importancia das arteriolas na fisiologia do OVN e permitem sugerir a
hipotese que nos coelhos estes controles vasculares do fluxo das secrecdes
glandulares sdo muito mais acurados e precisos, uma vez que neles existe
um plexo sanguineo desenvolvido externamente a cipsula 6ssea, na porcéo
periférica, lateral do 6rgdo, conforme descrito nos resultados do presente
estudo.

O peso corporal médio dos coelhos aos 120 dias foi de 2917,50 *
102,06g nos animais controle e de 3226,87 + 165,549 nos animais tratados,
nao havendo diferenca significativa entre os grupos. Tampouco, houve
ganho de peso significativo entre os grupos.

Os animais do grupo tratado, com baixas concentracdes de
testosterona, eutanasiados aos 180 dias, apresentaram peso final maior que
0s animais controle. Da mesma forma, houve um ganho de peso maior dos

animais tratados em relacdo aos animais controle. Estes resultados sugerem

69



que as menores concentracdes de testosterona sérica nos animais do grupo
tratado os tornou mais doceis e mais calmos. Nestas condi¢cdes os animais
gastam menos energia e, consequentemente, ganham mais peso.
Fendmeno similar acontece de forma mais acentuada em animais castrados
(Kochakian, 1966). Nesses animais, h4 uma reducdo do crescimento em
funcdo do efeito adverso da castracdo sobre os hormonios androgénicos,
principalmente a testosterona, que, quando presente, proporciona melhor
anabolismo do nitrogénio enddgeno (Lee et al., 1990).

Nos animais com 180 dias de idade do grupo tratado, com altas
concentracbes de testosterona, ndo foram observadas alteracbes no peso
final com média de 3465 + 244,01g nos animais controle e 3727 + 111,38¢g
nos animais tratados (Amann, 1970a; Jones, 1979; Berger, 1982) Nao houve
diferenca no ganho de peso dos animais do grupo tratado em relacdo aos
animais do grupo controle. Esses animais podem ter obtido estimulo através
da via olfatéria, como via alternativa para a chegada do estimulo dos
feromobnios ao sistema nervoso central e como consequéncia, ndo afetou o
ganho de peso e peso final.

Os pesos encontrados para os testiculos neste trabalho foram
menores que os encontrados na literatura por Amann, (1970a); Franca e
Russell, (1998) e Castro, 2002, mas semelhantes ao encontrados por
Grigsbyet al.1976 e Berger et al., 1982. Essas divergéncias podem ser
ocasionadas pelos diferentes tamanhos dos animais, diferentes linhagens,
protocolos, tipo de alimentacéo e clima.

Nos animais jovens, e nos animais adultos com baixa concentracéo
de testosterona, ndo houve diferenca entre os pesos dos testiculos.
Entretanto, o indice gonadossomatico nos coelhos tratados foi menor em
relacdo aos animais do grupo controle. Os animais adultos do grupo tratado,
com altas concentracfes de testosterona, apresentaram testiculos mais
pesados que seus controles, assim como maiores valores de indice
gonadossomatico, mesmo apresentando valores menores para 0 numero de
células de Sertoli por grama de testiculo, uma vez foram reportadas altas
correlagdes entre o tamanho do testiculo e o niumero de células de Sertoli
em touros (Berndtson, 1987). Os outros componentes testiculares néao

apresentaram diferenca neste grupo. Este resultado pode ser explicado por
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aumento de substancias ndo detectadas na analise histomorfométrica, como
0 aumento de proteinas e do fluido testicular. O estrégeno é um importante
horménio relacionado a reabsor¢céo de fluidos nos ductos deferentes (Hess,
2000). O possivel acumulo de fluido pode ser explicado pelas baixas
concentragbes de testosterona nos animais tratados uma vez que esse
hormonio é convertido em estrégeno pela acdo da enzima aromatase p450
(Simpson et al, 1994). Portanto, baixas concentracbes de testosterona
implicam em baixas concentracdes de estrégeno, que pode afetar na
reabsorcéo de fluido testicular. A cauterizacdo do ducto incisivo bloqueia os
estimulos no OVN e deste para o hipotdlamo, ocasionando um descontrole
do eixo hipotalamico-hipofisario, aumentando a secrecdo do GnRH. Este
horménio induz a liberacdo dos horménios FSH e LH. Por sua vez, o FSH
estimula a secrecao protéica pelas células de Sertoli (Waites et al., 1985) e o
LH é responsavel pelo estimulo da secrecdo de andrdogeno, tendo como
consequéncia secrec¢éao de fluido testicular (Jegou et al., 1983)

Os animais jovens do grupo tratado apresentaram percentuais de
compartimento tubular do testiculo menores que o0s animais do grupo
controle devido principalmente a um menor percentual do lume, o que
sugere que a cauterizacdo do ducto incisivo ocasiona um atraso no
desenvolvimento dos tubulos seminiferos. Segundo Hinton e Setchell (1993)
e Aponte et al. (2005), a evolucdo do processo de luminacdo dos corddes
testiculares ocorre paralelamente a maturacdo das células de Sertoli, a
formacdo da barreira hematostesticular e ao surgimento dos primeiros
espermatocitos. E fato que o aumento da secrecéo de fluidos pelas células
de Sertoli resulta na formacdo do lume dos tdbulos seminiferos. Esta
secrecdo € dependente do gradiente osmoético, ocasionando o fluxo de
liqguido do compartimento basal para o adluminal, formando vacuolos no
citoplasma das células de suporte, que posteriormente se juntam formando
estruturas maiores, de forma semelhante a lacunas. (Courot et al., 1970;
Hilton e Setchell, 1993; Aponte et al., 2005). Apesar desse menor percentual
ocupado pelo lume dos tubulos seminiferos, a altura do epitélio seminifero
nao foi afetada.

Nos animais adultos do grupo tratado que apresentaram baixas

concentragbes de testosterona, o diametro tubular e a altura do epitélio
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seminifero foram maiores em relacdo aos animais do grupo controle. Esse
aumento sugere que houve um aumento no numero de células germinativas
ou mesmo um aumento no volume dessas células. Apesar desse aumento,
ndo ha alteracdo correlacionada do peso testicular. Entretanto, os animais
tratados possuem um maior comprimento do tubulo por grama de testiculo,
que sugere uma diminuicdo no namero de células de Sertoli, ja que existe
uma correlacdo negativa entre o comprimento do tubulo seminifero e o
namero de células de Sertoli (Scolfaro, et al., 2003).

Nos animais adultos do grupo tratado que apresentaram altas
concentragdes de testosterona, o diametro tubular foi menor em relagdo ao
grupo controle, provavelmente pela diminuicdo do numero de células de
Sertoli por grama de testiculo e, consequentemente, uma alteracdo no
ndmero das células germinativas. Entretanto, comprimento dos tubulos
seminiferos foi maior, o que pode ter afetado o peso testicular.

Os valores encontrados para o numero de células de Leydig e nimero
de células por grama de testiculo foram semelhantes aos encontrados na
literatura (Castro, 2002). Apesar disso, os valores encontrados para o
volume nuclear sdo diferentes. Essa diferenca pode ter se dado por
diferencas na metodologia usada por esse autor. Este autor utilizou apenas
uma medida de diametro e no presente trabalho, foram utilizadas duas
medidas de didmetro (maior e menor) para compor a media.

Nos animais jovens do grupo tratado, as células de Leydig
apresentaram todos os parametros diminuidos em relacdo aos animais do
grupo controle, inclusive o numero de células de Leydig por testiculo e por
grama de testiculo. A cauterizacdo do ducto incisivo alterou a chegada do
estimulo ao OVN e, consequentemente, afetou o eixo hipotalamico-
hipofisario. Desta maneira, h4 uma falta de estimulo hormonal do testiculo
pelo GnRH, afetando a producdo de LH e, consequentemente, de
testosterona que é essencial para a diferenciacdo das células progenitoras
em células adultas (Mendis-Handagama e Ariyarante, 2001).

As células encontradas aos 120 dias nos testiculos dos animais do
grupo tratado podem ser células menos diferenciadas, como indicam os
menores volumes nuclear e citoplasmatico em relacdo as células de Leygid

adultas maduras (Mendis-Handagama e Ariyarante, 2001). Outros
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horménios, como o LH, também podem estar afetados pela auséncia do
estimulo hipotalamico. O LH é um horménio essencial para induzir a
proliferacéo celular, hipertrofia e desenvolvimento das organelas celulares
(Mendis-Handagama e Ariyarante, 2001).

Os animais do grupo tratado, aos 180 dias de idade, do subgrupo com
baixas concentracdes de testosterona, apresentam valores maiores no
namero de células de Leydig que os animais do grupo controle. Devido a
complexidade dos fatores que controlam a proliferacéo das células de Leydig
(Khan, 1992; Mendis-Handagama e Ariyarante, 2001), com a metodologia
utilizada nesse trabalho ndo é possivel entender esse fendmeno. Nos
animais do grupo tratado, com altas concentracfes de testosterona, o
namero de células de Leydig € menor que nos animais do grupo controle,
provavelmente por alteracdes na producdo de GnRH. As células de Leydig
nesses animais apresentam menores volumes citoplasmaticos indicando que
essas células estdo atrasadas em seu desenvolvimento, evidenciando um
atraso no desenvolvimento sexual desses animais (Mendis-Handagama e
Ariyarante, 2001).

A proliferagdo das células de Sertoli ocorre apdés o nascimento e
diminui no periodo neonatal (Russell et al., 1990b) O presente estudo
mostra que a obstrucdo do ducto incisivo causou alteracdo no numero
células de Sertoli por grama de testiculo em todos os grupos, sendo menor
nos animais tratados. Essa alteracéo pode ter sido ocasionada por diferentes
formas de morte celular, uma vez que a obstrucdo do ducto incisivo foi
realizada apos o periodo de proliferacdo dessas células. Esta morte celular
pode ser atribuida a fatores relacionados as concentracbes séricas de
testosterona, uma vez que estas se encontraram alteradas nos animais
jovens e nos animais adultos com baixa testosterona. O volume menor das
células de Sertoli nos animais jovens e nos animais adultos com baixa
concentracdo de testosterona também pode estar influenciado pelas
concentracdes séricas de testosterona, uma vez que as concentracdes deste
horménio encontraram-se menores. Entretanto, pode-se inferir que outros
horménios que participam na homeostase dessas células, como FSH, IGF-1,
leptinas e o proprio horménio do crescimento, também possam participar

destas alteracOes e influenciar na alteracdo do numero de células de Sertoli
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por grama de testiculo nos animais adultos tratados com altas
concentragdes de testosterona.

A alteracdo nos parametros das células de Sertoli pode estar
relacionada a um atraso no desenvolvimento sexual ocasionado pelas
consequéncias da cauterizagdo do ducto incisivo, assim como ocorre nos
bovinos (Emerick, 2011). Como consequéncia, a espermatogénese nos
animais com ducto incisivo obstruido pode estar afetada. Estas alteracdes
nao afetaram o tamanho do testiculo como mostra a igualdade do IGS e dos
pesos testiculares nos animais jovens e no grupo com baixa concentracao
de testosterona. O atraso no desenvolvimento das células de Sertoli, a
luminacdo dos corddes seminiferos e outros corroboram considerar atraso
da puberdade nos animais com o ducto incisivo cauterizado.

Os valores de androstenediona encontrados neste estudo diferem da
literatura (Kandsi-Bouhadad e Hadj-Bekkouche, 2010). Essa diferenca pode
ser pelo fato dos autores utilizarem racas locais (Argélia) e ndo a raca Nova
Zelandia, como no presente estudo. Outro fator que pode influenciar a
diferenca é a temperatura ambiente do trabalho realizado na Bélgica ser
inferior a do Brasil na época que os animais foram eutanasiados (meses de
setembro e novembro), com fotoperiodos também diferentes. Sabe-se que
coelhos respondem comportamental e fisiologicamente mesmo a pequenas
mudancas no fotoperiodo (Hudson e Distel, 1984).

As concentragbes da androstenediona ndo foram alteradas nos
animais de 120 e de 180 dias de idade com ducto incisivo cauterizado,
apesar de concentracfes menores de testosterona nesses animais. Neste
estudo, as glandulas adrenais podem nédo ter sido afetadas pela
cauterizacdo do ducto incisivo. A androstenediona € um horménio precursor
da testosterona produzido principalmente pelas glandulas adrenais e é
importante nos animais pré-puberais, antes do aumento dos andrégenos
testiculares (Kandsi-Bouhadad e Hadj-Bekkouche, 2010). Nos animais
adultos do grupo controle eram esperadas concentracdes baixas de
testosterona, uma vez que os andrégenos testiculares podem inibir a
producdo de androgenos nas glandulas adrenais (Kandsi-Bouhadad e Hadj-

Bekkouche, 2010). Entretanto, no presente trabalho as concentragdes de
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androstenediona foram altas, tanto nos animais adultos do grupo tratado
quanto nos animais do grupo controle.

Schiebinger et al. (1981) e Kandsi-Bouhadad e Hadj-Bekkouche
(2010), sugeriram que a androstenediona pode ter uma origem testicular nos
animais adultos. No presente trabalho, as alteracdes testiculares provocadas
pela cauterizagdo do ducto incisivo ndo influenciaram as concentragoes de
andrestenodiona produzidas.

Nas analises das concentracdes séricas de testosterona dos coelhos
adultos foi observada uma distribuicdo bimodal, com concentra¢gbes baixas e
altas do hormonio, caracterizando dois subgrupos diferentes, assim como
observado por Castro (1995). As concentracfes de testosterona dos animais
jovens nao apresentaram esse comportamento. Entretanto, os animais
tratados apresentaram menores concentracdes séricas deste hormdnio.

Nos animais adultos tratados, e que apresentaram baixas
concentracfes de testosterona, concentracdes séricas desse hormdnio
foram menores devido provavelmente a falta de estimulo no OVN e a néo
sensibilizacdo do hipotalamo, alterando a producdo de GnRH que afeta
diretamente a producédo de testosterona pelas células de Leydig.

Nos animais adultos com altas concentracbes de testosterona nao
houve diferenca significativa entre as concentracfes séricas do horménio.
Provavelmente, porque estes animais sdo menos sensiveis a falta de
estimulos do OVN.

Arteaga et al. (2008), estudando as concentracdes séricas de
testosterona em coelhos domésticos, realizaram trés coletas hormonais por
individuo, no mesmo horario do dia. Estes autores encontraram valores que
variaram entre 0,813 a 4,83ng/ml, sugerindo que o horéario ndo influencia nas
concentragfes séricas de testosterona. Algumas amostras foram coletadas
apos confronto com outros animais, mas ndo foram encontradas relacdes
entre as variacfes do hormdnio e os testes comportamentais. As coletas do
presente experimento tiveram variagdo de até seis horas entre elas e
também nao mostraram alteracdes relacionadas ao periodo do dia,
demonstrando que os fatores que influenciam as concentragbes de
testosterona sao muito complexos. Nos coelhos do presente estudo foram

coletadas amostras aleatdrias entre animais controle e tratados. Para
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verificar o efeito do horario na concentragdo de testosterona foi realizado
teste de correlagdo simples entre horario e concentracdo sérica de
testosterona. O resultado (coeficiente de correlacdo r= 0,065) demonstrou
nao existir forte correlacdo entre estes dois parametros. Estudos mais
aprofundados devem ser realizados para uma melhor definicdo da influéncia
da testosterona no comportamento animal e se as intera¢gfes relacionadas a
dominancia sdo causas das alteracdes hormonais ou resultados dessas
relagcdes sociais (Tarabollini, 1987; Arteaga et al., 2008).

Dentre os parametros densidade 6ssea do osso fémur, massa do
musculo reto femoral, massa do musculo desidratado e desengordurado,
percentual de gordura e de agua, somente houve diferenca nos animais
jovens tratados, que apresentaram menor quantidade de agua no musculo
em relacdo aos tratados. Estes dados sugerem que as concentragdes de
testosterona encontradas nos animais tratados nao afetaram diretamente a
densidade do osso estudado, uma vez que esse horménio € importante na
manutencdo do esqueleto (Hofbauer e Khosla, 1999). Outra possibilidade a
ser considerada € o fator tempo. Provavelmente, o tempo que os animais
tratados estiveram com as concentracdes de testosterona mais baixas nao
foi suficiente para afetar a atuacdo das células 6sseas no O6rgdo. Apesar
desses resultados, pode-se observar uma tendéncia de aumento da
densidade 6ssea nos animais tratados. Estudos com um ndmero maior de
animais e com um tempo tratamento maior podem confirmar a influéncia da
cauterizacao do ducto incisivo na densidade 6ssea.

Da mesma forma que a densidade o6ssea ndo foi afetada, as
concentracdes de testosterona e o tempo durante o qual os animais tratados
ficaram restritos a esse horménio ndo alteraram a massa e COmMpOSIGao
muscular do musculo reto femoral. A perda do crescimento e
desenvolvimento muscular é devido a diminuicdo das concentracbes de
testosterona (Kochakian, 1966). Em futuros estudos, outros musculos e
0ssos devem ser analisados, uma vez que alguns musculos ndo séo alvo de
testosterona e, por isso, hdo sao tao responsivos ao hormonio quanto outros
(Buresova e Gutman, 1971).

O presente trabalho apresenta uma nova abordagem do estudo do

OVN sem atuar diretamente sobre o epitélio sensorial deste o6rgdo. Os
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resultados mostram a necessidade de aprofundar o estudo deste 6rgao,
utilizando uma metodologia menos traumética, obstrucdo sem cauterizacgéo,
gue néo afete a sua integridade morfofuncional.

Avaliacbes das concentracdes séricas e tissulares de hormoénios e
fatores que participam do comportamento social e sexual dos mamiferos se
fazem necesséarias. Com relacdo ao comportamento sexual, € conveniente
lembrar que os estrogénios também participam do comportamento sexual
masculino. O atraso da puberdade ocasionado pela obstrucdo do ducto
incisivo € uma ferramenta de estudo que pode ser empregada para propor
programas de manejo. Este manejo visa obter acabamento precoce de
animais para abate, uma vez que animais puberes apresentam carne mais
tenra. Por outro lado, este estudo abre portas para novas areas do
conhecimento, como a etologia, e potencialmente, pode-se constituir um
modelo para o estudo do comportamento animal.

Também é plausivel pensar que a obstru¢do do ducto incisivo possa
diminuir o odor e sabor desagradaveis da carne de suinos, uma vez que é
sabido que altas concentracfes de testosterona e androstenediona, entre
outros fatores, sao responsaveis por essas carateristicas indesejadas da
carne dos suinos machos. Diante dos resultados demonstrados neste
trabalho, percebe-se que existe a necessidade de estudar os efeitos da
obstrucdo do ducto incisivo em outras espécies de mamiferos como cavalos

inteiros inddceis, gatos e caes agressivos, e nas fémeas.
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6. CONCLUSOES

De maneira geral, os resultados obtidos nas investigacfes realizadas
no presente estudo permitem concluir que a obstru¢cdo do ducto incisivo por
cauterizagao em coelhos da raga Nova Zelandia:

Altera o comportamento social e sexual dos coelhos tratados;

N&o altera o peso corporal,

Altera de diferentes formas aumentando ou diminuindo os valores dos
parametros testiculares, nos diferentes grupos;

N&o altera os niveis séricos de androstenediona;

Altera os niveis séricos de testosterona e

N&o afeta a densidade 6ssea da epifise do osso fémur, a massa do musculo
in natura ou processado, e o percentual de gordura e agua do musculo reto

femoral.
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