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“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos
ndio é senGo uma gota de dgua no mar.
Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota.”

Madre Teresa de Calcuta

“E melhor tentar e falhar, a preocupar-se e ver a vida passar.

E melhor tentar ainda que em véo, a sentar-se nada fazendo até o final.

Eu prefiro na chuva caminhar, do que em dias tristes em casa me esconder.
Prefiro ser feliz, embora louco, que em conformidade viver”

Martin Luther King
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RESUMO

PACHECO, Camila Mariangela, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, setembro de
2013. Efeito do hipotireoidismo transitorio induzido pelo 6-n-propil-2-tiouracil (PTU)
sobre o testiculo de ra-touro (Lithobates catesbeianus). Orientador: Sérgio Luis Pinto
da Matta.

Nos ultimos 20 anos varios estudos associaram a agao dos hormonios tireoidianos
sobre os testiculos, demonstrando que a proliferacdo das células de Sertoli, assim
como a fungdo esteroidogénica e gametogénica do testiculo, sdo reguladas, direta ou
indiretamente, por esses hormonios durante a fase neonatal. Este estudo analisou as
caracteristicas testiculares de ras-touro adulta quando submetidas ao hipotireoidismo
transitorio induzido pelo PTU durante a fase larval. Para tanto, trés grupos de 80
girinos na fase 34 de Gosner foram organizados, sendo G1 o grupo controle e G2 e G3
0s grupos mantidos, durante 60 dias, em solu¢des de PTU na concentracao de 75 e 150
ppm, respectivamente. O hipotireoidismo foi confirmado em girinos eutanasiados no
sexagésimo dia de tratamento através da observacdo e avaliacgdo morfométricada
tireoide, sendo observado aumento significativo da vascularizacdo e reducdo do
didmetro e drea do lume folicular, além da reducdo do tamanho e peso de girinos. Para
analisar a a¢ao do hipotireoidismo transitério em testiculos adultos, as ras foram
eutanasiadas sete meses apds o término do tratamento, sendo feitas analises de
biometria corporal, peso e comprimento rostro-cloacal. Na morfometria testicular
foram analisados, a propor¢do do parénquima testicular, o nimero de células
germinativas e de Sertoli, a razdo entre os tipos de células germinativas, frequéncia
dos cistos germinativos, drea tubular e cistica e o didametro e volume da célula de
Leydig. A Unica diferenca observada com relagdo ao testiculo foi o aumento da razao
entre o numero de espermatdcitos secundario e niumero de células de Sertoli por cisto.
Nos parametros restantes nao foram observadasdiferencgassignificativas. Entende-se
gue os efeitos do hipotireoidismo larval sdo reversiveis em anuros, pois os girinos do
grupo G2 e G3, que mostraram menor peso e alteracdes na tireoide recuperaram o

peso e o tamanho na fase adulta.



ABSTRACT

PACHECO, Camila Mariangela, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, September,
2013. Effect of transient hypothyroidism induced by 6-n-propyl-2-thiouracil (PTU) on
the testis of the bullfrog (Lithobates catesbeianus). Adviser: Sérgio Luis Pinto da
Matta.

Over the past 20 years, several studies have associated the action of thyroid hormones
in the testes, demonstrating that the proliferation of Sertoli cells, as well as function
and steroidogenic gametogénica testis are regulated directly or indirectly by these
hormones during the neonatal period.This study examined the characteristics of
testicular adult bullfrogs when subjected to transient hypothyroidism induced by PTU
during the larval stage. Therefore three groups of 80 tadpoles in stage 34 of Gosner
were organized: the control group G1, G2 and G3 groups held for 60 days in solutions
of PTU in the concentration of 75 and 150 ppm, respectively.Hypothyroidism was
confirmed in tadpoles killed on the sixtieth day of treatment by observation and
morphometric evaluation of the thyroid, with a significant increase in vascularization
and reduced the diameter and area of the follicular lumen, while reducing the size and
weight of tadpoles. To analyze the action of transient hypothyroidism in adult testes,
the frogs were euthanized seven months after the end of treatment, being made
analyzes biometrics body weight and snout-vent length.In testicular morphology were
analyzed, the proportion of testicular parenchyma, the number of germ cells and
Sertoli cells, the ratio of the germ cell types, frequency of cysts germ, cystic tubular
area and diameter and volume of the Leydig cell. The only difference observed was
with respect to the testis increase the ratio of the number of secondary spermatocytes
and number of cysts by Sertoli cells. In the remaining parameters were not significant
differences. It is understood that the effects of hypothyroidism are reversible in larval
frogs, tadpoles because the G2 and G3, which showed smaller changes in thyroid

weight and regained weight and size in adulthood.
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1. INTRODUGCAO GERAL

Durante muito tempo, o testiculo foi considerado indiferente a acdo dos
hormonios tireoidianos, uma vez que os estudos neste sentido eram realizados com
individuos adultos (Ando et al.,, 2001). No entanto, Magsood (1950) afirmou que
drogas antitireoidianas sdo capazes de alterar a massa gonadal e o processo
espermatogénico, mas essa alteragao varia de acordo com a idade do animal, com a
dose e duracado do tratamento.

Nos ultimos 20 anos varios estudos associaram a a¢dao dos hormonios
tireoidianos sobre os testiculos, demonstrando que a proliferacdo das células de
Sertoli, assim como a fungdo esteroidogénica e gametogénica do testiculo, sdo
reguladas direta ou indiretamente por esses hormonios (Pudney, 1993; Cooke, 1991).
Além disso, Palmero et al. (1988), ao analisarem a disponibilidade de receptores de
hormonios tireoidianos em testiculos de ratos, observaram que esses receptores sao
expressos em grande quantidade durante o final da fase fetal e nas trés primeiras
semanas de desenvolvimento testicular pds-natal, predominantemente na célula de
Sertoli. Assim, os hormonios tireoidianos agem, principalmente, na célula de Sertoli de
individuos jovens. Dentre as fung¢bes da célula de Sertoli estdo a determinagdao do
tamanho do testiculo, de acordo com numero de células de Sertoli existente e a
producdo espermatica, ja que a célula de Sertoli tem capacidade de suportar um
numero fixo de células germinativas durante a espermatogénese. Esse numero é
estabelecido quando essa célula finaliza o periodo de multiplicacdo (Orth, 1993; Hess
et al,, 1993).

Em mamiferos, os hormonios tireoidianos induzem a maturacdo das células de
Sertoli, cessando sua multiplicacdo (Cooke et al., 1994; Cooke, 1996). Nesse sentido, o
hipertireoidismo neonatal cessa precocemente a proliferacdo dessa célula e estimula a
diferenciacdo funcional, resultando em testiculos menores e na consequente
diminuicdo da producdo espermatica diaria. Por outro lado, o hipotireoidismo neonatal
prolonga a prolifera¢do das células de Sertoli aumentando a populacdo dessa célula o
gue aumenta o tamanho dos testiculos e producdo espermatica didria em animais
adultos (Van Haaster et al., 1992; Joyce et al., 1993; Cooke et al., 1994). Cooke et al.
(1994) ressaltam a viabilidade do modelo de hipotireoidismo transitério em espécies
economicamente importantes, uma vez que ele aumenta a produgdo espermatica,

logo a reproducao, sem alterar os custos fixos da producdo animal.



A r3-touro, Lithobates catesbeianus, foi introduzida no Brasil em 1935 com a
finalidade de abastecer o mercado de carnes exdticas, mas somente na década de
1980 houve maior atividade de producdo de rds no pais. Desde entdo, a demanda
potencial de carne de ra no Brasil supera a oferta, indicando um quadro otimista dessa
atividade no pais (Feix et al., 2006; EMATER, 2013). Sabendo da potencialidade do
mercado de carne de r3, assim como a necessidade de metodologias que aumentem a
producdo desse animal, o modelo de hipotireoidismo transitério durante a fase
neonatal torna-se interessante para esse contexto, uma vez que varios estudos tém
demonstrado excelentes resultados em roedores (Cooke et al., 1993; Jannini et al.,
1995; Holsberger e Cooke, 2005) e tilapias-nildticas (Matta et al., 2002). Além disso, é
importante verificar como hipotireoidismo transitério, induzido por 6-n-propil-2-
tiouracil (PTU), afeta a organizacdo testicular de anuros quando retornam ao estado de
eutireoidismo.

Sendo assim, este estudo representa uma oportunidade de compreender as
caracteristicas testiculares quando submetidas ao hipotireoidismo transitério induzido
pelo PTU, e a partir desse entendimento inferir sobre a aplicacdo da metodologia para
aumento da producdo espermatica da ra-touro, enquanto espécie economicamente

importante.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Anfibios

Os anfibios representam a classe de vertebrados terrestre mais basal, sendo
esses animais os intermedidrios entre a forma de vida totalmente aquatica, os peixes,
e os amniotas terrestres (Lofts, 1984; Duellman e Trueb, 1986).

Os anfibios sdo distinguidos em trés ordens: Gymnophiona (cecilias), Urodelos
(salamandras) e Anuros (sapos, ras e pererecas). Sdo caracterizados pela alta
permeabilidade na pele que os permitem absorver dgua com grande facilidade, o que
também os tornam vulnerdveis a perda de agua. Além disso, seus ovos, por serem
constituidos por capsula gelatinosa, sdo desprovidos de protecdo para o ambiente
terrestre. Essas caracteristicas exigem que os anfibios dependam de ambientes
relativamente Umidos, ou até mesmo do ambiente aquatico em alguma fase da vida
(Duellman e Trueb, 1986).Esse histérico de vida bifasico, parte no ambiente aquatico e

outra no ambiente terrestre, caracteriza o nome da classe anfibia, mas ha excecao
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quanto a essa caracteristica em algumas espécies da classe, cujos representantes sao
essencialmente aquaticos.

Para sair da agua e alcancar o ambiente terrestre, varios anfibios precisam
sofrer uma série de mudangas pds-embriondria envolvendo transformagdes
estruturais, fisioldgicas, bioquimicas e comportamentais (Duellman e Trueb, 1986) que
compreendem verdadeira metamorfose. Em anuros sao destacados trés modificacdes
basicas durante a metamorfose: 1) regressdo das estruturas e fun¢des essencialmente
larvais; 2) transformacgdes das estruturas larvais em uma forma sustentdvel para o uso
adulto; 3) desenvolvimento de novas estruturas e fun¢des fundamentalmente para o
uso adulto (Duellman e Trueb, 1986). J& no inicio do século passado Etkin (1932)
distinguiu o processo metamadrfico em trés etapas: 1) pré-metamorfica, caracterizada
por considerado aumento das estruturas larvais, sendo esta fase Unica para anuros; 2)
pro-metamorfica, periodo que continua o crescimento, especialmente dos membros,
mas iniciam pequenas modificagdes metamorficas; 3) climax metamdrfico, momento
de radical mudanc¢a que culmina com a auséncia de muitas caracteristicas larvais.
Todas as fases da metamorfose sdo controladas por hormonios, dentre os quais se
destacam os hormonios tireoidianos, considerados como os maiores estimuladores da
metamorfose, enquanto a prolactina age como antimetamodrfico e estimula o

crescimento durante a fase larval (Denver, 1996).

2.2. Ra-touro (Lithobates catesbeianus, Shaw, 1802)

Lithobates catesbeianus pertence a familia Ranidae que tem como
caracteristica distintiva a presenca de membranas interdigitais nos membros
posteriores (Pauly et al., 2009). Uma caracteristica marcante dessa espécie é a forte
vocalizacdo dos machos, que se assemelha ao mugido de um touro, denominando
popularmente a espécie, de ra-touro(Vieira, 1993).

A ra-touro (Lithobates catesbeianus) é uma espécie de anuro nativa da América do
Norte, que foi introduzida em diversas regides do mundo para o uso comercial em
razdo da grande demanda de sua carne na culindria e também para obtencdo de
subprodutos como couro (Fontanello et al., 1984; Culley Jr., 1981). No Brasil, a ra-touro
foi introduzida no inicio da década de 1930 e encontrou condi¢cdes climaticas
favoraveis para o desenvolvimento e reproducdo, apresentando melhora no

desempenho metabdlico com o aumento da temperatura ambiente (Braga e Lima,
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2001). A alta flexibilidade adaptativa permitiu a essa espécie reduzir seu tempo de
metamorfose, que normalmente encontra-se em torno de dois anos (Bury e Whelan,
1984), para até seis meses (Braga e Lima, 2001). Além disso, a facilidade para manter a
ra-touro em condi¢des laboratoriais tem permitido a sua utilizagdo como modelo
experimental em pesquisas bioquimicas (Li e Bern, 1976; Ji et al., 2007; Rahman e
Yamauchi, 2010) e reprodutivas (Sprando e Russell, 1988; Sasso-Cerri et al., 2004;
Gomes et al., 2012).

A ra-touro apresenta reproducdo sexuada e dimorfismo sexual, que se torna
mais evidenciado pelos caracteres sexuais secunddrios, durante o periodo reprodutivo.
Destacam-se, como caracteristicas para a identificagdo de individuos machos, a
membrana timpanica, com diametro duas a trés vezes maior que o dos olhos, o
polegar (ou pdlex) dilatado com coloracdo escura no periodo da reproducdo, o papo
amarelado e a emissdo de sons tipicos (canto), cuja finalidade é atrair a fémea para o
acasalamento (Sadleir, 1973; Lima e Agostinho, 1988).

Em ambiente natural o periodo reprodutivo para ra-touro, nos Estados Unidos
e Canad3, é progressivamente tardio, do sul em dire¢cdo ao norte, sendo a estacao de
desova mais duradoura nas regides sulinas (Willis et al., 1956). Em ranadrios brasileiros
esta espécie apresenta dois periodos reprodutivos, sendo o primeiro de setembro a
janeiro, e o segundo, de fevereiro a abril e atingem a maturidade reprodutiva em
menos de um ano (Fontanello et al., 1984; Vizotto, 1986).

Estudos com espermatogénese de anuros, especialmente de ra-touro, tém
crescido na ultima década. Assim, Sasso-Cerri et al. (2006) avaliaram a ocorréncia de
apoptoses durante o ciclo reprodutivo da ra-touro visando estabelecer diferencas
sazonais no processo reprodutivo desses animais. Em relacdo a duracdo total do
processo espermatogénico em ras-touro, Segatelli et al. (2009) estimaram que esse
processo leva em torno de 40 dias para ser completado (de espermatogbnia até
espermatozoide) e as fases espermatogonial, espermatocitdria e espermiogénica
representam respectivamente 18(45%), 14 (35%) e 8 (20%) dias desta duracdo. Carlos
e Matta (2009) descreveram detalhadamente dos pardmetros morfométricos
testiculares de machos adultos de ras-touro mantidos em cativeiro. A ocorréncia de
sazonalidade na espermatogénese de ras-touro foi analisada por Gomes et al. (2012)
através da quantificacdo de populacbes de células germinativas durante o ano.

Segundo os autores, a reproducdo dessa espécie estd diretamente relacionada a
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fatores ambientais, principalmente, as variagGes de temperatura e umidade no verdo e

inverno.

2.3. Testiculos de Anuros

Os anuros possuem um par de testiculos ovoides, macicos e simétricos,
localizados na base do corpo gorduroso e anterior aos rins. Os tubulos seminiferos
estdo ligados aos elementos néfricos por um conjunto de ductos eferentes que se
encontram apoiados em uma membrana, o mesérquio (Lofts, 1984; Duellman e Trueb,
1986; Piprek et al., 2010). Ao atingir os rins, os ductos eferentes transportam os
espermatozoides para os ductos coletores, que por sua vez, irdo conduzir os
espermatozoides para o ducto de Wolff. Este ducto funciona como via de conduc¢ado da
urina e dos espermatozoides em direcdo a cloaca (Sprando e Russell, 1988; Vieira,
1993; Pierantoni, 1998).

O testiculo é envolvido por uma camada de tecido conjuntivo rico em fibra
coldgena, conhecida como albuginea. O testiculo é dividido em dois compartimentos: o
tubular e o intertubular. O primeiro é formado por uma membrana basal acelular
associada a células mioides, e agrupamentos de células germinativas, os cistos, em
contato com células de Sertoli (Pudney, 1993; Santos et al., 2008; 2011). O segundo
compartimento, também chamado de intersticial, é formado por tecido conjuntivo,
células de Leydig, mastécito, macréfago, vasos sanguineos e linfaticos, além de possuir
um sistema de ductos para a conducdo de espermatozoides. Portanto, a semelhanca
dos demais vertebrados, os testiculos exercem as fung¢des de producdao de gametas
(espermatogénica) e enddcrina (esteroidogénica) (Pierantoni, 1998; Koulish et al.,

2002).

2.4. Espermatogénese em Anuros

A espermatogénese é um processo organizado e sincronizado que envolve a
transformacdo de uma célula espermatogonial diploide em um espermatozoide
haploide (HesseFrancga, 2007; Segatelli et al., 2009; Nicholls et al., 2011). Em anuros, o
processo espermatogénico ocorre de forma cistica, com células em desenvolvimento
sincronizado no mesmo cisto. Esta organizacdo surge a partir de uma uUnica
espermatogobnia primaria tronco que se associa a célula de Sertoli (Schulz et al., 2009).

As espermatogobnias sofrem mitoses e originam duas espermatogodnias secundarias
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gue proliferam por mitose, permanecendo no mesmo cisto. Em ra-touro, apds oito
divisGes mitdticas (Carlos e Matta, 2009), as espermatogonias secundarias tornam-se
espermatdcitos primarios que iniciam a meiose |. No final da meiose | os
espermatdcitos secundarios sdao formados. Essas células originam as espermatides,
gue passam por marcantes alteracdes morfolégicas até se diferenciarem em
espermatozoides através de um processo chamado espermiogénese (Pierantoni, 1998;
Nicholls et al., 2011). Durante a espermiogénese ocorre grande compactacdo nuclear,
volumosa reducao de citoplasma, formagao da pega intermedidria e flagelo, estruturas
essenciais para alcancar e fertilizar os ovdcitos. Nessa fase as células germinativas se
organizam em feixes e cada feixe torna-se associado a uma Unica célula de Sertoli.
Estes feixes tornam-se, entdo, orientados perpendicularmente as células de Sertoli
(Pudney, 1993).

De acordo com caracteristicas morfologicas a espermatogénese pode ser
dividida em trés fases: (1) proliferativa ou espermatogonial, no qual ocorrem
sucessivas divisdes mitéticas; (2) meidtica ou espermatocitdria, que envolve a
duplicacdo de DNA e recombinacdo genética; e (3) diferenciacdo ou espermiogénica
em que a espermatide redonda sofre grandes transformac¢ées morfoldgicas para

formar espermatozoide (Segatelli et al., 2009).

2.5. Célula de Sertoli: Mamifero x Anuro

Em mamiferos, as células de Sertoli sdo colunares e estdo orientadas
radialmente dentro dos tubulos seminiferos, que apresentam perfil arredondado. As
células de Sertoli se estendem desde a lamina basal até a parte central do tubulo
seminifero onde, juntamente com as células espermatogénicas, delimitam o [Umen
tubular (Russell, 1993). O nucleo das células de Sertoli é geralmente ovoide ou
piramidal com endentag¢des na sua superficie o que aumenta a area de interagdao com
o citoplasma. Apresenta nucléolo central, baséfilo e bastante refringente o que facilita
a sua identificacdo nos tubulos seminiferos quando analisadas em microscopia de luz
(Schulz e Holstein, 1993; Griswold, 1998; Murta et al., 2013).

As células de Sertoli apresentam recessos laterais e apicais ocupados por
células germinativas em diferentes fases de desenvolvimento. Em mamiferos, as
células de Sertoli apresentam-se como suporte mecanico para as células germinativas

devido a formacdao de junc¢des oclusivas, desenvolvendo uma barreira que divide o
6



tubulo em ambientes basal e adluminal, que proporcionam um meio bioquimico e
hormonal propicio para o desenvolvimento das células germinativas até o fim do
processo espermatogénico, assim como a protecdo dessas. A célula de Sertoli também
desempenha um papel ativo na liberagdo das espermatides. Além disso, essa célula
somatica é responsavel por fagocitar o excesso de citoplasma proveniente da
espermiacao e células germinativas apoptéticas (Franca e Russell, 1998; Griswold,
1998). Sendo assim, a célula de Sertoli é essencial para organizacdo testicular e
desenvolvimento da espermatogénese, sendo necessdria para a progressao da célula
germinativa até espermatozoide via contato direto e controle do ambiente dentro do
tubulo seminifero.

Em mamiferos, é considerado que a célula de Sertoli ndo mais se divide apds a
puberdade (Franca e Russell, 1998). O fator mais importante para a proliferacdo da
célula de Sertoli é a acdo do hormoénio foliculo estimulante (FSH) (Orth, 1993;
Meachem et al., 1996; Johnston, 2004; Nicholls et al., 2011), enquanto os horménios
tireoidianos (HT) sdo responsaveis pela sua maturacdo (Cooke et al., 1994; Sirianni et
al., 2001; Holsberger e Cooke, 2005).Para anuros é aceito que a cada ciclo reprodutivo
as células de Sertoli perdem sua porgao apical durante a espermiagao, mas a porgao
basal remanescente, que permanece intacta, é responsavel pela regeneracdo da célula
(Callard e Callard, 1998).

Poucas espécies de anuros tém sido adequadamente estudadas quanto as
caracteristicas citolégicas das células de Sertoli e ao seu papel no tamanho final do
testiculo. Em ras-touro, o amadurecimento da célula de Sertoli inicia apds a divisao
meiodtica, prolongando até o final da espermiogénese (Assim, 2011). H4 estudos que
afirmam que as células de Sertoli de anuros guardam certa semelhanca com aquelas
encontradas em muitas espécies de peixes, onde é possivel a observacdo do nucleo
com formato ovoide e nucléolo proeminente (Ferrari, 1981; Silva, 1987; Teles, 1986;
Andrade, 1990; Carlos e Matta, 2009). Enquanto outros estudos ampliam a
semelhanca das células de Sertoli, assim como as demais células somaticas testiculares
de anfibios e teledsteos ao funcionamento e a morfologia das células de Sertoli em
mamiferos (Billard, 1990; Grier, 1993; Schulz et al., 2005; Schulz et al., 2009 — Assis
2011). No entanto, diferente dos mamiferos, as células de Sertoli dos anuros formam a
parede de cistos que contém no seu interior células germinativas sincrénicas quanto a

fase de desenvolvimento (Pudney, 1993; Carlos e Matta, 2009; Santos et al., 2011).



A eficiéncia das funcbes desempenhadas pelas células de Sertoli esta limitada a
um determinado numero de células germinativas. O numero maximo de células
germinativas por célula de Sertoli pode variar entre espécies, mas é constante dentro
da mesma espécie. Dessa forma, o tamanho do testiculo e a produgao espermatica sao
manipulados pela mudanca do numero de célula de Sertoli (Orth et al., 1988). Nesse
sentido, Carlos e Matta (2009) encontraram que a célula de Sertoli de ra-touro tem a
capacidade de suportar 5,82 espermatdcitos primdrios, 7,50 espermatdcitos

secunddrios e 13,8 espermatozoides.

2.6. Células de Leydig: Mamiferos x Anuros

As células de Leydig de mamiferos sdao mononucleadas, possuindo nucleo
esférico com um a trés nucléolos (Setchell, 1991) e grumos de heterocromatina
regularmente distribuidos ao longo do envoltério nuclear. A semelhanga na morfologia
e funcdo das células de Leydig em todos os vertebrados ja é conhecida. No entanto,
em anuros é observada grande variacdao sazonal na morfologia devido as flutuagées
ciclicas da sua atividade secretora (Payne et al., 1996).

Em vertebrados, as células de Leydig podem ser encontradas em grupos ou
isoladas em regides perivasculares e peritubulares (Haider, 2004). Estas células sdo
bastante conhecidas por sua marcante producdo de andrégenos (Bardin, 1996)
estimulados por meio do hormonio luteinizante (LH). Dentre os andrdégenos
sintetizados pelas células de Leydig estdo a testosterona e a diidrotestosterona, que
sao responsaveis pela diferenciagao do trato genital masculino e da genitalia externa
na fase fetal (Pelleniemi et al., 1996). Além disso, sdo responsaveis pelo aparecimento
de caracteres sexuais secundarios e manutencdo quantitativa da espermatogénese
durante a puberdade (Sharpe, 1994; Zirkin et al., 1994). Adicionalmente, foi
demonstrado que o FSH também participa na manutencao da espermatogénese em
animais sexualmente maduros (Russell et al., 1993; Franca et al., 1994; Huhtaniemi e
Toppari, 1998; Meachem et al., 1999; Johnston, 2004; O’Shaughnessy et al., 2010). A
diidrotestosterona é responsavel pela manutencdo funcional das glandulas sexuais
acessorias (Luke e Coffey, 1994; Fan e Robaire, 1998; Goyal et al., 1999).

Os hormonios tireoideanos desempenham importante papel na proliferacao e
diferenciacdo das células de Leydig durante o desenvolvimento testicular,

influenciando indiretamente a populacdo desse tipo celular, durante o periodo pré-
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natal até ao pré-pubere (Hardy et al., 1996; Antony et al., 1995; Franca et al., 1995,
Mendis-Hadagama et al., 1998; Teerds et al., 1998).

2.7. Controle Enddcrino da Espermatogénese

O controle da espermatogénese em anuros é mantido pela interacdo entre
ritmo enddgeno e fatores externos (Paniagua et al., 1990). Dentre os fatores externos
ambientais mais conhecidos no controle do ciclo reprodutivo sazonal em anfibios estao
a temperatura, a umidade e o fotoperiodo (Paniaguaet al., 1990; Figueiredo et al.,
2001; Parua et al., 2011).

Esses fatores estimulam o hipotdlamo a sintetizar e secretar o hormoénio
liberador de gonadotrofina (GnRH), que estimula as células gonadotrdpicas da hipoéfise
a sintetizar e secretar o hormodnio foliculo estimulante (FSH) e o hormonio luteinizante
(LH), conhecidos por promover a espermatogénese (Aires, 2008).

O LH tem efeito indireto na espermatogénese estimulando a célula de Leydig a
produzir e liberar testosterona, que no testiculo atua principalmente sobre a célula de
Sertoli. A testosterona, por sua vez, é fundamental para diferenciacdo sexual,
amadurecimento sexual, fertilidade masculina e caracteristicas sexuais secundarias
(Aires, 2008). Nesse sentido, Roser (2008) destacou a funcionalidade da testosterona
na qualidade da espermatogénese pela inibicdo da apoptose de células germinativas,
enquanto Callard et al. (1978) também destacaram a necessidade desse horménio
para finalizar o processo espermatogénico agindo durante a espermiogénese.

O FSH tem efeito direto sobre a espermatogénese atuando sobre as células
Sertoli que, em resposta, secretam fatores de crescimento e de diferenciacdo das
células germinativas, otimizando a espermatogénese (Russell et al., 1990; Pierantoni et
al., 2002; Aires, 2008; Zohar, 2010).

Em anuros, o FSH, estimula a proliferacao e diferenciacdo de espermatogoénias,
sendo considerado importante na iniciacdo da espermatogénese (Minucci et al., 1997;
Johnston, 2004), enquanto a testosterona favorece a segunda divisdo meidtica e atua
sobre a espermiogénese (Rastogi e lela, 1980; Di Matteo et al., 1988; Pozzi e Ceballos,
2000; Rosemblit et al., 2006). Russell et al. (1993) afirmaram que o FSH é pré-requisito

para acao da testosterona durante o desenvolvimento espermatico em humanos.



2.8. Hormonios Tireoidianos em Vertebrados

Segundo Norris (1999), a organizacdo da glandula tireoide dos anuros é
semelhante aos demais tetrdpodes, sendo encontrada de forma bilobada sob a
cartilagem hioide. A tireoide é a primeira glandula a desenvolver-se em anuros, sendo
observada progressiva modificacdo da sua arquiteturaao longo da metamorfose, para
adaptar-seas necessidades fisioldgicas (Dodd et al., 1976). Sendo assim, em estudos
gue analisam a morfologia e morfometria histolégica dessa glandula é necessario
comparar girinos tratados e controles exatamente na mesma fase de
desenvolvimento.

A glandula tireoide sintetiza os hormodnios tireoidianos (HTs) tiroxina (T4) e
3,5,3’'-L-triiodotironina (T3) que exercem papel importante no desenvolvimento,
crescimento e metabolismo dos vertebrados através de multiplas ac¢des fisioldgicas
(Tata, 2006). E conhecido que amostras de sangue em girinos é de dificil obtencdo,
limitando assim a capacidade de detectar alteracdes nos niveis plasmaticos de T4, T3 e
TSH (Opitz et al., 2006). Devido a isso, a histologia da glandula tireoide tem sido
amplamente utilizada para detectar suas variagdes funcionais dessa glandula em
girinos (Miranda et al., 1996; Capen, 1994; Tietge et al., 2005).

Aacdo dos HTs em anuros ja foi estabelecida principalmente durante a
metamorfose, participando na a) reestruturacdo, crescimento, proliferacdo e
diferenciacao celular; b) diferenciacdao funcional do figado; c) mudanca de posicdo dos
olhos; d) modificacdo cutdanea com formacdo de glandulas; e) remodelacdo éssea; f)
formacdo dos membros; g) modificacdo e crescimento dos musculos e nervos; h)
absorcdo das branquias e cauda; e i) remodelacdo do intestino e pancreas (Tata, 1998;
Shi, 1999).

Os HTs sdo importantes na regulacdo do crescimento e do desenvolvimento
gonadal de mamiferos e teledsteos, mas pouco se conhece sobre os efeitos desses
hormonios em embrides, larvas e adultos de anuros, estando as pesquisas nesse
assunto, muito atrasadas se compararmos com o que é realizado em outros
vertebrados. Em mamiferos os HTs estdo envolvidos na proliferacdao e maturacdo das
células de Sertoli e, principalmente, no aumento do tamanho testicular e da producdo
espermatica (Cooke, 1991). Diversos estudos tém mostrado que o numero de células
de Sertoli por testiculo, estabelecido em janelas especificas de proliferacdo, é o

principal fator na determinacdo da producdo espermatica e do tamanho do testiculo
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(Orth et al., 1988, Cooke et al.,, 1992; Gondos e Berndtson, 1993). Nesse contexto,
alguns estudos relataram que os hormonios tireoidianos controlam a proliferacdo e
diferenciacdo de células de Sertoli em testiculo neonatal, sendo o hipotireoidismo
associado com o atraso na maturagao e desenvolvimento gonadal (Jannini et al., 1995;
Matta et al., 2002; Holsberger e Cooke, 2005).

Embora existam diversas metodologias que visem elevar a produgao
espermatica, o hipotireoidismo transitério é, atualmente, o modelo experimental que
tem demonstrado excelentes resultados em diversas espécies (Cooke et al., 1993;
Jannini et al., 1995; Matta et al., 2002; Holsberger e Cooke, 2005). O 6-n-propil-2-
tiouracil (PTU) é uma droga antitireoidiana que inibe a capta¢ao de iodo e a sintese de
T4 pela tireoide e também a deiodinizacdo periférica do horménio T4 em T3(Aires,
2008). A utilizacdo dessa droga de forma transitéria visa aumentar a producdo
espermatica, sendo testados em animais de laboratério como rato, camundongo e
hamster, na fase de aleitamento (Cooke e Meisami, 1991; Cooke et al., 1993). O
tratamento com PTU provoca redug¢do na concentragdao dos HTs o que torna mais lenta
a diferenciacdo, resultando no prolongamento da fase mitogénica e no aumento da
populacdo das células de Sertoli (Cooke et al., 1994). Com a interrup¢do do
tratamento, os animais retornam ao estado de eutireoidismo possibilitando a
maturacdo completa das células de Sertoli. A populacdo aumentada destas células
interage com a populagcdo de células espermatogoniais, causando aumento do
tamanho dos testiculos e aumento da producdo espermatica. Estas evidéncias
sugerem que os HTs agem nas células de Sertoli durante o periodo neonatal, levando
as mesmas a se diferenciarem, de seu estado inicial mitogénico, para células
secretoras caracteristicas de animais maduros (Hess et al., 1993; Cookeet al., 1994;
Matta et al., 2002).

Um fator critico na tentativa de se aplicar o modelo-PTU em outras espécies é
saber se estas espécies apresentam, nas células de Sertoli, receptores para os HTs
durante a fase neonatal do desenvolvimento testicular, como ocorre em rato,
camundongo, hamster, ovinos, suinos jovens e em tildpias-niléticas (Palmero et al.,
1988; Bunick et al., 1994; Cooke et al.,, 1994; Matta et al., 2002) e se caso
apresentarem, quando ocorre a maior concentragdo desses receptores. Outra questdo
é verificar se as drogas utilizadas prolongam a mitogénese neonatal das células de

Sertoli em outras espécies, o que torna atraente a ideia de se trabalhar com anuros.
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Cooke et al. (1994) indicam que o tratamento com PTU deve ser mais efetivo nas
espécies com intervalos mais curtos para a fase proliferativa das células de Sertoli
especialmente se, nesta fase, o indice mitético for inicialmente alto e diminuir
bruscamente. Por outro lado, o tratamento pode ser menos eficiente em espécies que
apresentem indice maximo de proliferacdo das células de Sertoli baixo e fase mitética
extensa. O hipotireoidismo neonatal, apesar de ser um modelo bastante interessante e
com potencial uso pratico em animais domésticos de interesse econ6mico, tem ainda
um vasto campo a ser pesquisado, principalmente no que concerne as particularidades
de cada espécie (Franga, 1995).

Dentro desse contexto, deve-se considerar a potencial aplica¢do pratica do uso
do PTU no aumento do tamanho testicular e da eficiéncia reprodutiva de ras-touro
(Lithobates catesbeianus) que, por apresentarem testiculos pequenos, servirdo como

modelo no presente estudo.

3. JUSTIFICATIVA

A ra-touro é a espécie de anuro mais utilizada nos randrios brasileiros (Lima et
al., 1988; EMATER, 2013), devido ndo somente a grande aprecia¢do da sua carne na
culinaria, mas também pela alta adaptacdo as condicdes de criacdo. Essa adaptacdo
também permite que a ra-touro seja reconhecida como bom modelo experimental,
sendo utilizada em pesquisas bioquimicas e reprodutivas (Sprando e Russell, 1988; Li e
Bern, 1976; Rahman e Yamauchi, 2010). Diante disso, essa espécie é considerada de
interesse econdmico, no qual o mercado consumidor é maior que o fornecedor
(EMATER, 2013), sendo necessdaria a elaboragao de técnicas que visam aumentar a
produgao espermatica.

Nesse sentido, pesquisas realizadas em animais de laboratdrio como rato,
camundongo e hamster, na fase de aleitamento, apontam que a utilizacdo de droga
antitireoidianas, de forma transitdria, aumenta a producdo espermatica devido ao
aumento da fase de proliferacdo das células de Sertoli (Cooke e Meisami, 1991; Cooke
et al.,, 1993). No entanto, hd caréncia de estudos que verifiguem como a auséncia
temporaria de HTs podem influenciar a organizacdo e funcionamento testicular de

anuros.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivos Gerais

Verificar os efeitos do tratamento transitério pelo 6-n-propil-2-tiouracil (PTU)

sobre o desenvolvimento testicular e espermatogénese em ras-touro adultos.

4.2. Objetivos Especificos

Analisar os efeitos do tratamento com PTU sobre a tireoide de girinos de ras-

touro no sexagésimo dia de tratamento nos seguintes aspectos:

a.

b.

Proporcao volumétrica dos constituintes tireoidianos;

Didmetro e area do lume folicular.

Investigar os efeitos do tratamento transitério com PTU em duas concentragdes

diferentes sobre os seguintes parametros:

a.

b.

Peso testicular;

Desenvolvimento testicular de rd-touro, através de analises
histolégicas, da diferenciacdo gonadal até a idade adulta;

Proporcao volumétrica dos elementos componentes do parénquima

testicular e dos elementos intersticiais;

. Nimero de células germinativas (espermatdcitos primarios,

secunddrios e espermatides) por cisto;

. Area dos diferentes cistos de células germinativas (espermatdcitos

primarios, secunddrios e espermatides);
Frequéncia dos diferentes tipos de cistos nos tubulos seminiferos;
Morfologia das células espermatogénicas e das células de Sertoli bem

como as relagdes quantitativas entre elas;

. Niumero de células de Sertoli nos diferentes cistos (espermatdcitos

primdrios, secundarios e espermatides).
Morfometria das células de Leydig: relacdo nucleoplasmatica e volume
celular;

indice gonadossomdtico dos machos adultos;
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ARTIGO

EFEITO DO HIPOTIREOIDISMO TRANSITORIO INDUZIDO PELO 6-N-PROPIL-2-TIOURACIL
(PTU) SOBRE O TESTICULO DE RA-TOURO (LITHOBATES CATESBEIANUS)

1. INTRODUCAO

Durante muito tempo, o testiculo foi considerado indiferente a acdo dos
hormonios tireoidianos, uma vez que os estudos neste sentido eram realizados com
individuos adultos (Ando et al.,, 2001). No entanto, Magsood (1950) afirmou que
drogas antitireoidianas sdo capazes de alterar a massa gonadal e o processo
espermatogénico, mas essa alteracdo varia de acordo com a idade do animal, com a
dose e duragao do tratamento.

Nos ultimos 20 anos varios estudos associaram a acdao dos hormoénios
tireoidianos sobre os testiculos, principalmente em mamiferos, demonstrando que a
proliferacdo das células de Sertoli, assim como a funcdo esteroidogénica e
gametogénica do testiculo, sdo reguladas direta ou indiretamente por esses
hormonios (Pudney, 1993; Cooke, 1991; Segatelli et al., 2009). Além disso, Palmero et
al. (1988), ao analisarem a disponibilidade de receptores de hormonios tireoidianos
em testiculos de ratos, observaram que esses receptores sdo expressos em grande
guantidade durante o final da fase fetal e nas trés primeiras semanas de
desenvolvimento testicular pds-natal, predominantemente na célula de Sertoli. Assim,
os hormonios tireoidianos agem, principalmente, na célula de Sertoli de individuos
jovens. Dentre as fung¢des da célula de Sertoli estdo a determinacdo do tamanho do
testiculo, de acordo com numero de células de Sertoli existente e a producdo
espermatica, ja que a célula de Sertoli tem capacidade de suportar um numero fixo de
células germinativas durante a espermatogénese. Esse numero é estabelecido quando
essa célula finaliza o seu periodo de multiplicacdo (Orth, 1993; Hess et al., 1993).

Os hormonios tireoidianos induzem a maturagdo das células de Sertoli, cessando
sua multiplicacdo (Cooke et al., 1994; Cooke, 1996). Nesse sentido, o hipertireoidismo
neonatal cessa precocemente a proliferacdo dessa célula e estimula a diferenciacao
funcional, resultando em testiculos menores e na consequente diminuicdo da
producdo espermatica diaria. Por outro lado, o hipotireoidismo neonatal prolonga a
proliferacdo das células de Sertoli aumentando a populacdo dessa célula o que

aumenta o tamanho dos testiculos e producao espermatica diaria em animais adultos
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(Van Haaster et al.,, 1992; Matta et al.,, 2002). Cooke et al. (1994) ressaltam a
viabilidade do modelo de hipotireoidismo transitdrio em espécies economicamente
importantes, uma vez que ele aumenta a producdo espermadtica, logo a reproducao,
sem alterar os custos fixos da produgao animal.

A ra-touro, Lithobates catesbeianus, foi introduzida no Brasil em 1935 com a
finalidade de abastecer o mercado de carnes exdticas, mas somente na década de
1980 houve maior atividade de producdo de rds no pais. Desde entdo, a demanda
potencial de carne de ra no Brasil supera a oferta, indicando um quadro otimista dessa
atividade no pais (Feix et al., 2006; EMATER,2013). Sabendo da potencialidade do
mercado de carne de r3, assim como a necessidade de metodologias que aumentem a
producdo desse animal, o modelo de hipotireoidismo transitério durante a fase
neonatal torna-se interessante para esse contexto, uma vez que varios estudos tém
demonstrado excelentes resultados com outras espécies (Cooke et al., 1993; Jannini et
al., 1995; Matta et al., 2002; Holsberger e Cooke, 2005). Além disso, é importante
verificar como hipotireoidismo transitério, induzido por 6-n-propil-2-tiouracil (PTU),
afeta a organizacdo testicular de anuros quando retornam ao estado de eutireoidismo.

Sendo assim, este estudo representa uma oportunidade de compreender as
caracteristicas testiculares quando os girinos sdo submetidos ao hipotireoidismo
transitorio induzido pelo PTU, e a partir desse entendimento inferir sobre a aplicacao
da metodologia para aumento da producdao espermatica da ra-touro, enquanto

espécie economicamente importante.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Animais

Foram utilizados 240 girinos de ra-touro na fase 34 de Gosner (1960),
provenientes do Randrio Experimental da Universidade Federal de Vicosa (REUFV).
Essa fase de desenvolvimento é caracterizada pela auséncia dos membros posteriores,
enquanto os membros anteriores tornam-se conspicuos, com leve distingdo entre o
segundo e o terceiro artelhos. Na fase 34 de Gosner as células de Sertoli ndo estdo
diferenciadas, qualidade importante para aplicar o modelo de hipotireoidismo
transitorio.

Os girinos foram divididos em trés grupos de 80 animais, em densidade de um

animal por litro em caixas de polipropileno, sendo mantidos em condicdes
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laboratoriais (temperatura 29,5° C + 1,5° C e fotoperiodo de 12 claro/12 escuro). O
grupo um (G1) representou os animais controle; o grupo dois (G2), os animais tratados
com solucdo de 6-n-propil-2-tiouracil (PTU) na concentracdo de 75 ppm e o grupo trés
(G3) continha os animais submetidos a 150 ppm de PTU previamente diluido em agua.
Apds trinta dias de aclimatacdo os grupos G2 e G3iniciaram o tratamento, sendo
mantidos em suas respectivas solugdes antitireoidianas durante 60 dias. Passado esse
periodo, os animais foram mantidos em agua, na mesma densidade de animal por litro
até o climax da metamorfose.

O experimento foi conduzido de acordo com o Colégio Brasileiro de
Experimenta¢do Animal e aprovado pelo CEUA/UFV (Comité de Etica em Uso de

Animais da Universidade Federal de Vigosa) cujo protocolo de aprovagdo é 55/2012.

2.2. Verificagao do Desenvolvimento Gonadal
Com a finalidade de verificar o desenvolvimento gonadal, foram eutanasiados
dez animais por grupo em trés momentos distintos: antes da inser¢ao das respectivas
solucdes antitireoidianas, no trigésimo e no sexagésimo dia (ultimo dia) de tratamento.
Todos os animais eutanasiados foram medidos e pesados a fim de analisar a

biometria durante o tratamento.

2.3. Confirmacgao da Indugdo ao Hipotireoidismo em Girinos

Para confirmar o hipotireoidismo nos girinos foram retirados o maxilar inferior
juntamente com a glandula tireoide dos animais eutanasiados no sexagésimo dia de
tratamento. Este material foi fixado durante 24 horas em paraformaldeido 4% em
tampao fosfato de sdédio (0,1 M, pH 7,4), seguido pelo protocolo de inclusdo em glicol
metacrilato realizado no laboratério de Biologia Celular e Estrutural da UFV.

As proporgdes volumétricas dos elementos tireoidianos foram estimadas a
partir de 1000 intersec¢bes por animal, utilizando-se reticulo com 266 intersecc¢des
(pontos), projetadas sobre imagens obtidas em objetiva de 20x em fotomicroscépio
Olympus BX-50 (Olympus, Tokyo). Foi estimada a proporc¢do volumétrica do epitélio
folicular, do lume folicular, do tecido conjuntivo, do vaso sanguineo e dos pigmentos
interfoliculares.

Foi mensurado o didmetro médios dos dez maiores lumes foliculares, os mais

circulares possiveis, por animal em imagens obtidas com objetivas de 20x. A partir
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dessas medidas foi calculada a area do lume folicular através da férmula:AL =7 . Rz,

onde R € igual a raio.

2.4. Duragdo do Experimento

O experimento teve duragao de dez meses divididos nas seguintes etapas:
durante um més os espécimes foram mantidos em condicdes laboratoriais para
adaptacdo; dois meses de experimentacdo, quando os girinos foram submetidos aos
respectivos tratamentos com PTU (G2 e G3) ou mantidos em condi¢cdes semelhantes
aos grupos tratados, mas sem intervencdo da solucdo antitireoidiana (G1); sete meses
sem tratamento, quando os animais retornaram ao estado de eutireoidismo e estavam
aptos a reproduzir. Os animais destes grupos foram eutanasiados conforme
cronograma previamente estabelecido sendo entdo coletados os 6rgaos eleitos para a

pesquisa.

2.5. Manejo Geral

Enquanto os animais estavam na fase de girinos a limpeza foi realizada em
intervalos regulares de dois dias. Durante a fase experimental foi realizada a sucg¢ao do
fundo das caixas retirando matéria organica decantada e dez litros da solucdo
antitireoidiana (G2 e G3) ou dgua (G1). Apds a limpeza era adicionada a quantidade de
agua retirada em G1 e a mesma quantidade de solucdo antitireoidiana nas respectivas
concentragdes ja previamente diluida para G2 (75 ppm de PTU) e G3 (150 ppm de
PTU).

Ao fim dos 60 dias experimentais, toda dgua (G1) e solucdo antitireoidiana (G2
e G3) foram eliminadas das caixas, sendo realizada a limpeza, seguida da adicdo da
mesma quantidade de dgua para todos os grupos. Os girinos permaneceram neste
local até o climax da metamorfose. Apdés a metamorfose todos os animais foram
transferidos para as baias de crescimento climatizadas (temperatura 29,5°C + 1,5°C e
fotoperiodo de 12 h claro/12 h escuro) com dimensdo de 1m de altura, 1,2m de
largura e 0,9m de comprimento com canaleta de 64|, onde permaneceram até proximo
a idade reprodutiva, momento no qual as ras foram eutanasiadas.

Em todas as fases foi oferecida racdo ad libitum com 42% de proteina bruta,

trés vezes ao dia. Durante a fase larval foi ofertada ragdo moida, enquanto na juvenil e
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adulta foi disponibilizada racdo com granulometria de 3-4 mm juntamente com larva

de mosca doméstica.

2.6. Coleta, Processamento e Fixagdo do Material
2.6.1. Fatores bioticos e abidticos

Foram mensurados regularmente a temperatura da agua e do ar, bem como o
pH da agua e a quantidade de compostos nitrogenados presentes no ambiente de

desenvolvimento dos animais.

2.6.2. Eutanasia e Analise Biométricas

Foram realizadas trés coletas na fase larval para verificagdo do
desenvolvimento gonadal: antes da insercdo do tratamento antitireoidiano, no
trigésimo e no sexagésimo dia de tratamento. Foram eutanasiados dez girinos por
tratamento a cada coleta. Outra coleta foi realizada quando as ras estavam préximas a
idade reprodutiva, aos sete meses apds a retirada do tratamento. Sendo eutanasiados
cinco, quatro e seis ras respectivamente no grupo G1, G2 e G3.

A eutanasia dos animais foi decorrente de overdose de anestésico (hidrocloreto
de benzocaina), seguida pela realizacdo de um corte longitudinal na regido ventral para
remogcao dos testiculos. Em todas as coletas as gOnadas foram pesadas, fixadas
durante 24 horas em paraformaldeido 4% em tampao fosfato de sédio (0,1 M, pH 7,4),
seguido pela conservacdo em dlcool 70%.

Também foram mensurados o comprimento rostro-cloacal (CRC) e peso
corporal (PC). Este ultimo foi realizado para calcular o indice gonadossomatico (IGS)
obtido pela relacdo entre o peso da gbénada (PG) e peso corporal (PC), sendo

|GS=PG/PCx100.

2.6.3. Andlises Histoldgicas

Para as andlises em microscopia de luz, fragmentos testiculares foram
desidratados em série etandlica crescente, seguido pela infiltracdo e inclusdo emglicol
metacrilato (Historesin®, Leica). Os cortes seriados de 3 um, obtidos em micrétomo
rotativo (Reichert-Jung; Alemanha) com navalha de vidro, foram coletados

sequencialmente, corados com azul de toluidina 0,5%/borato de sédio 1%. As
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preparagdes foram montada com Entellan” (Merck, Frankfurt, Alemanha) e utilizadas
para analise da morfologia testicular.

As imagens de microscopia de luz foram capturadas usando fotomicroscopio
Olympus BX-50 (Olympus, Tokyo). A histometria foi realizada utilizando o programa de
analise de imagens Image Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, USA), de acordo com
metodologia aplicada por Matta et al. (2002) para tildpia nilética e Carlos e Matta

(2009) e Gomes et al. (2012) para ra-touro.

2.6.3.1. Proporg¢des Volumétricas (%) do Parénquima Testicular.

As proporgdes volumétricas de tubulo e intertubulo (Fig.1), constituintes do
paréngquima testicular, foram estimadas a partir de 2660 intersec¢des por animal
projetadas sobre imagens obtidas com objetiva de 20x. Utilizando-se reticulo com 266
intersec¢des (pontos) (Fig.2) foi realizada a contagem de dez campos aleatérios por
animal. Foram registrados pontos sobre o compartimento intertubular e tubular,
sendo este Ultimo distinguido quanto ao lume, lamina prépria e epitélio. Os pontos
sobre o epitélio distinguiram os tipos de cistos de células germinativas
(espermatogbnia A, espermatogbnia B, espermatécito primario, espermatdcito

secundario e espermatide inicial).

Figura 1. Histologia testicular de ra-touro (Lithobates catesbeianus) em idade
reprodutiva. Azul de toluidina e borato de sédio 1%. Compartimento Tubular (T)
e Compartimento Intertubular (I). Barra= 50 um.
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Figura 2: Reticulo aplicado sobre imagens capturadas de cortes histologicos dos
testiculos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) em idade reprodutiva.

2.6.3.2. Contagem de Células Germinativas e de Células de Sertoli nos Cistos
Espermatogénicos

A contagem dos espermatécitos primarios, espermatdcitos secundarios,
espermatides na fase inicial da espermiogénese e célula de Sertoli foram realizadas em
secgOes histoldgicas seriadas com 3 um de espessura (Figuras 3A e B). Foi contada a
populacdo de célula germinativa e de Sertoli em cinco cistos de cada tipo celular
mencionado acima totalizando quinze cistos por animal. As contagens foram feitas
inicialmente nos cistos localizados nas sec¢Ges intermedidrias, seguindo-os nas sec¢oes
crescentes e decrescentes até que o cisto em questdo ndo fosse mais observado.
Nestas andlises, foram determinados os didametros nucleares médios das células

mencionadas.
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Figura 3 A e B: Caracteristicas histologicas dos cistos germinativos de ra-touro
(Lithobates catesbeianus) durante o desenvolvimento do processo espermatogénico.
Coloragdo em azul de toluidina e borato de sédio. Espermatogdnia A (STGA);
Espermatogbnia B (STGB); Espermatdcito primario (SPTI); Espermatécito secundario
(SPTII); Espermatide durante o inicio da espermiogénese (SPMi);Espermatozoide (SPZ);

Célula de Sertoli (™); Célula de Leydig ( ); barrg= 50 um.
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2.6.3.3. RazéesEntre Tipos Celulares no Testiculo.
Para avaliar a perda durante processo espermatogénico e a capacidade de
suporte da célula de Sertoli nos grupos tratados e controle, foram estimadas as

seguintes razdes:

. espermatdcito primario : espermatogbnia B esperado;
. espermatides iniciais : espermatdcitos primarios;

° espermatdcitos primarios : célula de Sertoli;

° espermatdcitos secundarios : célula de Sertoli;

. espermatides iniciais : células de Sertoli.

O indice mitético foi calculado a partir da razdo entre o numero de
espermatogobnias esperada no fim de oito gera¢des espermatogoniais, 256 células,
estabelecido por Carlos e Matta (2009) para ra-touro, e o numero obtido de
espermatdcitos primarios por cisto; enquanto o indice meidtico foi calculado a partir

da razdo entre espermatides iniciais e espermatdcito primario.

2.6.3.4. Determinacdo da Area do Tubulo e dos Diferentes Cistos de Células
Germinativas

As dreas tubular e dos cistos, referentes aos tipos celulares contados, foram

obtidas a partir da mensuragdo de cinco secg¢des transversais do tubulo seminifero e

dos cistos que apresentavam o contorno o mais circular possivel.

2.6.3.5. Morfometria das Células de Leydig

Para morfometria da célula de Leydig foram medidos o didmetro nuclear médio
da célula em imagens capturadas com objetiva de 40x. Cinco nucleos de células de
Leydig foram medidos por animal, sendo realizada a mensurag¢do sobre os nucleos que
apresentavam o contorno mais circular possivel. A partir desses dados foram
calculados o volume nuclear, o volume do citoplasma e, consequentemente, o volume
de cada célula de Leydig por animal em um3, conforme segue:

e Volume nuclear = 4/3TtR3 onde, R = raio nuclear

e Volume citoplasmatico = % citoplasma x volume nuclear / % nucleo

e Volume celular = volume nuclear + volume citoplasmatico
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2.7.Analises Estatisticas

Os valores médios obtidos para os grupos investigados foram expressos como
médiaterro padrdo, sendo analisados através da analise de variancia (ANOVA),
utilizando-se o teste Student Newman-Keuls (SNK) do programa Statistica 3.11 para
Windows (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, 1995). O nivel de significancia considerado foi de p
< 0,05.

3. RESULTADOS
3.1. Caracteristicas Biométricas
3.1.1. Biometria em Girinos

A biometria dos girinos apds 60 dias de tratamento com PTU estd presente na
Tabela 1. O peso corporal e o comprimento total dos girinos apresentaram diferenca
significativa entre o grupo controle (G1) e grupos tratados (G2 e G3). Animais do grupo
G2 mostraram redugdo de 29% do peso corporal em relagdo ao G1, enquanto o
mesmo parametro em G3 apresentou reducdo de 25% em relacdo ao G1. Os girinos
dos grupos tratados (G2 e G3) foram menores que os controles, sendo observada

reducdo de 12% de G2 para G1 e 13% de G3 para G1 (p<0,05).

Tabela 1- Biometria corporal de girinos de ra-touro no sexagésimo dia de tratamento

com 6-n-propil-2-tiouracil (PTU) em duas concentracoes.

Parametros G1 G2 G3
Peso corporal (g) 2,42 +0,74° 1,73+0,37° 1,82 +0,55°
(29%) (25%)
Comprimento 66,37 * 6,20° 58,58 + 4,70° 57,82 +5,31°
total (mm) (12%) (13%)

Resultados expressos em média + desvio padrdo. G1: controle; G2: PTU75 ppm; G3:
PTU 150 ppm. NUumero entre parénteses representa a percentagem de reducdo dos
grupos tratados em relagdo ao grupo controle. Letras iguais nas colunas indicam

semelhanca estatistica entre os grupos (p>0,05).

3.1.2. Biometrias em Ras
Os parametros biométricos das rds, sete meses ap6s a inducdo ao

hipotireoidismo, estdo dispostos na Tabela 2. Nao houve diferenca significativa entre
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0s grupos tratados e controle em relagdo ao comprimento rostro-cloacal (CRC), massa

corporal, massa testicular e indice gonadossomatico (IGS) (p>0,05).

Tabela 2- Dados biométricos de ras-touro em idade reprodutiva sete meses apds a

submissdo ao hipotireoidismo transitério com 6-n-propil-2-tiouracil (PTU) em duas

concentragoes.
Parametros G1 (n=5) G2 (n=4) G3 (n=6)
CRC (mm) 114,31+ 7,21 113,76 + 8,16 120,46 + 6,49
PC (g) 159,67 + 78,68 141,50 + 30,77 163,19 £32,04
PT (g) 0,11 £ 0,064 0,07 +0,31 0,13+0,07
IGS (%) 0,07 £ 0,02 0,05+ 0,02 0,07 +£0,03

Resultados expressos em média * desvio padrao. G1: controle; G2: PTU 75 ppm; G3:
PTU 150 ppm. Comprimento rostro-cloacal (CRC); Peso corporal (PC); Peso dos

testiculos (PT); indice gonadossomatico (IGS); n: nimero de ris.

3.2. Analises Histoladgicas
3.2.1. Desenvolvimento Gonadal

Em todas as coletas realizadas durante o periodo experimental, a fim de avaliar
o desenvolvimento gonadal, notou-se que somente as fémeas poderiam ser
distinguidas, devido a diferenciacao gonadal ja evidente. Os animais cujas gbnadas nao
estavam totalmente diferenciadas foram considerados machos. Nestes animais foram
observadas somente células somaticas e poucas células germinativas iniciais

(espermatogobnias).

3.2.2. Proporgao Volumétrica dos Constituintes da Glandula Tireoide em Girinos de ra-
touro no sexagésimo dia de tratamento

Nas Tabelas3 e 4observam-se os parametros analisados na tireoide dos girinos
eutanasiados no sexagésimo dia de tratamento. A propor¢dao volumétrica do lume
folicular, dos vasos sanguineos e do tecido conjuntivo (Tabela 3) e o didametro e a drea
do lume folicular (Tabela 4) foram significativamente diferentes entre o grupo controle
e os tratados (p<0,05). A proporcdo volumétrica do lume folicular reduziu 24% de G2
para G1 e 37% de G3 para G1. Houve reducdo do didmetro do lume folicular nos

grupos G2 (33%) e G3 (37%) em relacdo ao G1. Quanto a area do lume folicular houve
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reducdo de 54% em G2 e de 60% em G3, comparados G1. A reducdo do lume folicular
foi associada com a quantidade de coloide disponivel, uma vez que todos os lumes
mensurados estavam repletos de coloide. Assim, a quantidade de coloide nos animais
tratados reduziu em relagdo ao grupo controle, como ja é esperado em animais com
hipotireoidismo.

O tecido conjuntivo reduziu 57% de G2 para G1 e 54% de G3 para G1 enquanto
0s vasos sanguineos, de ambos os grupos tratados (G2 e G3), tiveram aumento de
620% em relagdo ao controle (Tabela 3 e Figura 4).

Observa-se que a tireoide dos animais do grupo G1 possui pouco tecido
conjuntivo, pobremente vascularizado, proporcionando que os foliculos estejam
adjacentes uns aos outros (FigurasA e D). Ao observar os animais dos grupos G2 e G3
nota-se que os foliculos estdo menores e mais dispersos sendo envolvidos por vasos
sanguineos em abundancia (Figuras4 B e E; C e F). Na tireoide do grupo G3 foram

registrados foliculos irregulares (Figuras4C e F).

Tabela 3 - Proporcdo volumétrica (%) dos constituintes da glandula tireoide de girinos

ra-touro no sexagésimo dia de tratamento com 6-n-propil-2-tiouracil (PTU) em duas

concentragoes.
Parametro G1 G2 G3
Ep 182 16° 20°
Col 46° 35° 29°
(24%) (37%)
VS 5 36° 36°
(620%) (620%)
TC 28° 12° 13°
(57%) (54%)
Pg 2° 1° 1°

Resultados expressos em média. G1: controle; G2: PTU 75 ppm; G3: PTU 150
ppm.Epitélio folicular (EP); Coloide (Col); Vaso sanguineo (VS); Tecido conjuntivo (TC);
Pigmento interfolicular (Pg). Valores entre parénteses representam percentual de
alteracdo dos grupos tratados em relacdo ao grupo controle. Letras iguais nas linhas

indicam semelhanca estatistica entre os grupos (p>0,05).
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Tabela 4 - Didmetro (um) e a area do lume folicular (um?) da tireoide de girinos de ri-

touro no sexagésimo dia de tratamento com 6-n-propil-2-tiouracil (PTU) em duas

concentragoes.
Parametro G1 G2 G3
DF 97,17 +5,72° 65,36 + 8,08" 61,18 +2,47°
(33%) (37%)
ALF 7432,49 + 868,49°  3394,07 + 821,66  2941,95 + 236,44°
(54%) (60%)

Resultados expressos em médiat desvio padrdao. G1: controle; G2: PTU 75 ppm; G3:
PTU 150 ppm.Didmetro folicular expresso em pm (DF); Area do lume folicular (ALF).
Valores entre parénteses representam percentual de alteracdo dos grupos tratados em
relacdo ao grupo controle. Letras iguais nas linhas indicam semelhanga estatistica

entre os grupos (p>0,05).
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Figura 4: Caracteristicas histoldgicas da glandula tireoide de girinos de ra-touro
(Lithobates catesbeianus) no sexagésimo dia de tratamento com 6-n-propil-2-
tiouracil. (A e D) grupo controle (G1); (B e E) grupo tratado com PTU 75 ppm (G2); (C
e F) grupo tratado com PTU 150 ppm (G3). Coloragdo em azul de toluidina e borato
de sédio. Pigmento interfolicular (mp); Epitélio folicular (=); Lume folicular (¥); Vaso

sanguineo (@); Tecido conjuntivo ( #). Barra:A, B, C= 20 um; D, E, F= 50 pm.

3.2.3. Proporg¢do Volumétrica dos Compartimentos Tubular e Intertubular

As proporgdes volumétricas do parénquima testicular estdo disponiveis na
Tabela 5. N3o houve alteragdes significativas na propor¢dao volumétrica do
compartimento tubular e intertubular entre os animais tratados e controle (p>0,05),
assim como ndo houve diferenga na proporgao dos constituintes tubulares como lume,

epitélio e tunica prépria.
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Tabela 5- Proporg¢do volumétrica (%) entre os diferentes componentes testiculares sete
meses apo6s a submissdo ao hipotireoidismo transitério com 6-n-propil-2-tiouracil

(PTU) em duas concentracdes.

Parametros G1 (n=5) G2 (n=4) G3 (n=6)

Compartimento Tubular 85,29 85,86 86,62
Epitélio (cisto) 50,94 54,68 51,82
Tunica propria 5,70 4,60 5,35
Lume 28,66 26,59 29,44

Compartimento intertubular 14,71 14,14 13,38

Resultados expressos em média. G1: controle; G2: PTU75 ppm; G3: PTU 150 ppm. n:

numero de ras.

3.2.4. Frequéncia dos Cistos Germinativos

A frequéncia de cada tipo de cisto germinativo esta apresentada na Figura 5. O
cisto mais frequente em G1 foi de espermatogbnia B, seguido docisto de
espermatdcito primdrio, espermatide inicial, espermatogdnia A e espermatdcito
secundario. Nos grupos tratados o cisto mais frequente também foi de
espermatogonia B, porém seguido por cistos de espermatide inicial, espermatdcito
primdrio, espermatogobnia A e espermatdcito secundario. Em G1 e G3 a frequéncia de
cistos na fase espermatogonial foi maior que a da fase espermatocitaria, a qual, por
sua vez, apresentou frequéncia superior a dos cistos na fase espermiogénica. Em G2 as
fases de cistos mais frequentes foram: espermatogonial, seguido pela fase
espermiogénica e espermatocitaria. Em todos os grupos a frequéncia dos cistos da fase
espermatocitdria e espermiogénica foi encontrada em proporgdes semelhantes.
Dentre os cistos espermatogoniais, aqueles contendo espermatogonia B foram mais
frequentes em todos os grupos. Nesse sentido, durante a fase espermatocitaria o
espermatdcito primario foi o cisto mais encontrado em todos os grupos. No entanto,
ndo houve diferenca significativa em relacdo a frequéncia de cistos germinativos entre

os grupos tratados e controle.
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Figura 5: Frequéncia de cada tipo de cisto germinativo no tubulo seminifero de ras-
touro adultas sete meses apds a submissdo ao hipotireoidismo transitério com PTU
em duas concentracdes. Espermatogonia A: SPGA; Espermatogbnia B: SPGB;
Espermatdcito primario: SPTI; Espermatécito secunddrio: SPTII; Espermatide inicial:

SPMi.

3.2.5. Numero de Células Germinativas e Células de Sertoli

As populacdes celulares presentes nos cistos de espermatdécitos primdrios,
espermatdcitos secundarios e espermatides iniciais foram quantificadas sete meses
apos o término do tratamento transitério com PTU, periodo em que as rds estavam
aptas a reproduzir. Estes valores estdo presentes na Tabela 6. Ndao houve diferenca
significativa nas populacoes de células germinativas entre os grupos tratados e o
controle. Como ja era esperado, a populacdo de célula germinativa cresceu
gradativamente desde os cistos de espermatdcitos primadrios até os cistos de
espermatides iniciais.

O numero de células de Sertoli contadonos cistos de células germinativas da
fase espermatocitaria e espermiogénica inicial estad descrito na Tabela 7. Ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) entre o nimero de células de Sertoli presente nos
diferentes tipos de cistos de células germinativas analisados, assim como também nao
foram encontradas alteracdes relevantes quanto ao nimero de células de Sertoli entre

0 mesmo tipo de cisto germinativo,entre os grupos tratados e controle.
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Tabela 6- NUmero de célula germinativa por diferentes tipos de cistos em ra-touro sete
meses apo6s a submissdo ao hipotireoidismo transitério com 6-n-propil-2-tiouracil

(PTU) em duas concentracgdes.

Parametros G1 (n=5) G2 (n=4) G3 (n=6)

SPT | 95,32 +17,67 101,75 + 8,25 109,83 + 29,42
SPT II 150,40 £+ 18,83 161,60 + 16,05 165,63 £ 39,10
SPM; 248,72 + 42,38 279,10 £ 26,37 279,47 £ 34,83

Resultados expressos em média + desvio padrdo. G1: controle; G2: PTU 75 ppm; G3:
PTU 150 ppm. n: numero de ras. SPT |: espermatdcito primdrio; SPT Il: espermatdcito

secundario; SPM;, espermatide inicial.

Tabela 7- Numero de células de Sertoli por cistos de diferentes tipos de células
germinativas,da fase espermatocitaria e espermiogénica inicial,em ra-touro sete meses
apos a submissdo ao hipotireoidismo transitério com 6-n-propil-2-tiouracil (PTU) em

duas concentragoes.

Parametros G1 (n=5) G2 (n=4) G3 (n=6)

SPTI 14,20 + 3,37 12,70 + 1,99 13,40 + 2,82
SPTI 13,40 + 2,81 11,15+ 2,14 13,30 £ 3,15
SPM; 14,32 +2,30 14,30 + 1,46 14,43 + 2,41

Resultados expressos em média + desvio padrdo. G1: controle; G2: PTU 75 ppm; G3:
PTU 150 ppm. n: numero de ras. SPT |: espermatdcito primdrio; SPT Il: espermatdcito

secundario; SPM;, espermatide inicial.

A razdo entre o numero de células germinativas e nimero de células de Sertoli
estd descritana Tabela 8. Houve aumento no nimero de espermatécitos secundarios
por célula de Sertoli, demonstrando diferenca significativa positiva de 28% na
capacidade de suporte da célula de Sertoli comparando G2 em rela¢do a G1 (p<0,05).
No entanto, quando analisada a capacidade de suporte da célula de Sertoli em cistos
semelhantes entre os outros grupos (G1 e G3; G2 e G3) ndo foram observadas

diferencas significativas(p>0,05).
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Tabela 8- Razdo entre o numero de células germinativas da fase espermatocitaria e
espermiogénica inicial e niumero de células de Sertoli por cisto em ra-touro sete meses
apds a submissdo ao hipotireoidismo transitdrio com 6-n-propil-2-tiouracil (PTU) em

duas concentragdes.

Parametros G1 (n=5) G2 (n=4) G3 (n=6)
SPT I 6,71 +1,92° 8,01 +0,87° 8,20 + 1,10°
SPT II 11,22 +2,02° 14,49 + 2,58b 12,45 + 0,82ab
SPM; 17,37 + 3,34° 19,52 +3,21° 19,36 +1,31°

Resultados expressos em média * desvio padrao. G1: controle; G2: PTU 75 ppm; G3:
PTU 150 ppm. n: numero de ras. SPT I: espermatdcito primario; SPT Il: espermatdcito
secundario; SPM,;, espermatide inicial. Letras iguais nas colunas indicam semelhanca

estatistica entre os grupos (p>0,05).

Os indices mitdticos e meidticos podem ser vistos na Tabela 9. Os valores
encontrados para os dois indices demonstram que a maior perda celular ocorre
durante a fase espermatogonial, alcangando 60% das células esperadas. A razdo entre
espermatide inicial por espermatdcito primario,houve reducdo de 34%. Nado foi
encontrada diferenca significativa dos indices mitéticos e meidticos entre os grupos

tratados e controle.

Tabela 9- Indices Mitético e Meidtico em ra-touro sete meses apds submissdo ao

hipotireoidismo transitério com 6-n-propil-2-tiouracil (PTU) em duas concentracdes.

Parametros G1 (n=5) G2 (n=4) G3 (n=6)
indice Mitético
SPG: SPT | 2,69 2,52 2,33
(62%) (60%) (57%)
indice Meidtico
SPM; : SPT | 2,61 2,74 2,54
(34 %) (31%) (36%)

Resultados expressos em média. G1: controle; G2: PTU 75 ppm; G3: PTU 150 ppm. n:
nimero de rds; SPG: espermatogbnia; SPT |: espermatdcito primdrio; SPM,,
espermatide inicial. NUmero entre parénteses representa a percentagem de perda

celular em relacdo ao valor tedrico esperado.
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3.2.6. Area dos Tubulos Seminiferos e de Cistos de Células Germinativas Envolvidas
na Divisdo Meidtica

Os resultados referentes as areas dos tubulos seminiferos e dos cistos de
células germinativas estdao presentes na Tabela 10. A area do tubulo seminifero em G1
foi de 43.277 um?, n3o sendo observada diferenca significativa entre os grupos. Em
relacdo a area de diferentes cistos germinativos, o cisto de espermatdcito primario foi
0 que obteve maior valor em todos os grupos, enquanto que a menor area cistica
mensurada foi de espermatide inicial, exceto em G3 que foi representado pelo cisto de
espermatdcito secundario. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos tratados e controle.

Tabela 10- Area do tubulo seminifero (mm?) e dos cistos(um?)da fase espermatocitéria
e espermiogénica inicial em ra-touro sete meses apds a submissdo ao hipotireoidismo

transitério com 6-n-propil-2-tiouracil (PTU) em duas concentracdes.

Parametros G1 (n=5) G2 (n=4) G3 (n=6)

Tabulo 0,043+0,013 0,040+0,007 0,037+0,007
SPT | 3406,43478 3196,70+196 3145,96+204
SPT I 2346,85+341 2679,21+292 2364,93+448
SPM; 2147,24+439 2402,86+162 2445,63+446

Resultados expressos em média + desvio padrdo. G1: controle; G2: PTU 75 ppm; G3:
PTU 150 ppm. n: numero de ras. SPT |: espermatdcito primdrio; SPT Il: espermatdcito

secundario; SPM;, espermatide inicial.

3.2.7. Proporgdao Volumétrica entre os diferentes elementos do compartimento
intertubular
Os dados referentes as proporgoes volumétricas dos elementos do intertdbulo
sdao mostrados na Tabela 11. Dentre todos os elementos do intertibulo, o tecido
conjuntivo é o mais abundante, ocupando em torno de 70% desse compartimento em
G1, G2 e G3. O componente menos encontrado foi o mastdcito, representando em
torno de 1% do total do intertibulo. Ndo houve diferenca significativa dos elementos

do intertubulo entre os grupos tratados e o grupo controle.
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Os dados relacionados a histometria das células de Leydig sdo mostrados na
Tabela 12. Como ja mencionadona Tabela 11, o percentual de células de Leydig no
compartimento intertubular ndo sofreu alteracdo entre os grupos analisados. Foi
observado aumento de 44 e 59% do volume da célula de Leydig em G2 e G3,
respectivamente, quando comparado ao G1. No entanto, apesar de ter ocorrido
progressivo aumento do diametro nuclear e do volume da célula de Leydig desde o
grupo controle (G1) até o grupo tratado com 150 ppm PTU (G3) nao foi observada
diferenga estatisticamente significativa, assim como também ndo foi observada

diferencga estatistica nos outros parametros analisados.

Tabela 11- Proporgao volumétrica (%) dos diferentes componentes do compartimento
intertubular em ra-touro sete meses apds a submissdo ao hipotireoidismo transitério

com 6-n-propil-2-tiouracil (PTU) em duas concentragdes.

Parametro (%) G1 (n=5) G2 (n=4) G2 (n=6)
Vaso sanguineo 9 8 6
Vaso linfatico 3 2 3
Ducto Espermatico 11 10 10
Célula de Leydig 12 8 10
Nucleo de Leydig 4 2 3
Citoplasma de Leydig 8 6 7
Tecido conjuntivo 66 71 71
Mastdcito 1 1 1

Resultados expressos em média. G1: controle; G2: PTU75 ppm; G3: PTU 150 ppm. n:

numero de ras.
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Tabela 12- Histometria da célula de Leydig em ra-touro sete meses apds a submissao

ao hipotireoidismo transitério com 6-n-propil-2-tiouracil (PTU) em duas concentracdes.

Parametros G1 (n=5) G2 (n=4) G3 (n=6)
Percentual no parénquima 12 8 10
Diametro nuclear (um) 5,48%0,32 5,82+0,32 6,16+0,49
Volume celular (um?) 253+59,03  365,83%£39,42  403,18+88,08

Volume citoplasmatico 164,30+44,3 259,09+29,7 292,93485,46
Volume nuclear 88,77+15,28 106,75+16,41 110,26%11,60

Resultados expressos em médiatdesvio padrdao. G1: controle; G2: PTU 75 ppm; G3:

PTU 150 ppm. n: niumero de ras.

4. DISCUSSAO

Em anuros, os hormonios tireoidianos (HTs) tém sido objeto de estudo
principalmente durante a metamorfose, na qual a acdo desses hormonios ja foi
avaliada na reabsorcdo da cauda (Wang e Brown, 1993), no desenvolvimento dos
membros (Buckbindere Brown, 1992) e neural (Denver et al., 1997), na remodelagdo
intestinal (Shi e Brown, 1993) e na modificacdo da pele (Schreiber e Brown, 2003). J3&
no inicio do século passado, Gudernatsch (1912) observou que girinos expostos ao
extrato da glandula tireoide metamorfoseavam rapidamente, enquanto Allen (1918),
ao remover a mesma glandula em girinos, bloqueou a metamorfose. Dados
semelhantes foram encontrados em estudos mais recentes, nos quais girinos tratados
com drogas antitireoideanas (perclorato e metimazol) ou antagonistas dos receptores
dos hormonios tireoidianos (NH-3) retardaram o desenvolvimento metamarfico ou até
o bloqguearam completamente (Goleman et al., 2002; Lim et al., 2002; Tietge et al.,
2005). Por outro lado, a exposicdo dos girinos pré-metamdrficosa baixas
concentracOes de T4 e T3, ou a agonistas dos receptores dos hormonios tireoidianos
(GC-1) induz precocemente a metamorfose (Shi, 1999; Furlow et al., 2004; Opitz et al.,
2006a).

Embora haja diversos estudos que avaliam a acao dos hormonios tireoidianos
em anuros este é o primeiro trabalho que avalia morfometricamente a interferéncia
dos HTs de forma transitdria em testiculos de ras. Ha pesquisas demonstrando que a
auséncia temporaria dos HTs na fase neonatal causou aumento significativo no

tamanho do testiculo e na producdo espermatica quando os animais tornaram-se
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adultos e eutireoideos(roedores - Cooke et al., 1991, 1994; Palmero et al., 1992; tilapia

- Matta et al., 2002).

4.1. Caracteristicas Biométricas dos Girinos no Sexagésimo Dia de Tratamento com
PTU em Duas Concentragdes Diferentes

No presente estudo, o PTU inibiu o crescimento dos girinos, observando-se os
animais tratados menores que os do grupo controle. A utilizacdo de compostos
antitireoidianos em anuros causa aumento da taxa de crescimento sem afetar a
diferenciacdo, sendo encontrados animais tratados com tamanhos maiores que o
grupo controle, mas sem desenvolvimento/modificagées metamorficas (Goleman et
al., 2002; Lim et al., 2002). lwasawa (1956) observou que girinos imersos em solugdes
de tioureia durante dois a trés meses tiveram o desenvolvimento metamorfico inibido,
porém o bloqueio do crescimento corporal dependeu da fase em que o tratamento
iniciou e da concentracdo de tioureia. Opitz et al. (2006b) encontraram resultados
semelhantes aos do presente estudo em girinos de Xenopus laevis tratados
PTU,sugerindo que esse achado pode ser devido a acdo extratireoidiana téxica que
essa droga apresenta, o que foi ja discutido por Bandyopadhyay et al. (2002) com
relacdo aos efeitos colaterais do PTU.Assim, pelos resultados obtidos sugere-se que
cada droga antitireoidiana possui acdo especifica, podendo encontrar alteracdes
diferentes conforme o composto utilizado. Além disso, a fase larval na qual o
tratamento foi iniciado pode ter contribuido para a reducdo do tamanho e do peso dos
girinos tratados.

Neste trabalho ndo foram observados testiculos definidos durante a fase larval,
tanto no grupo controle como nos animais tratados com diferentes dosagens de PTU,
indicando que a diferenciacdo gonadal deve ocorrer em estdgios mais avancados do
desenvolvimento. Para determinar se os HTs seriam capazes de afetar inervagdo da
laringe, a diferenciacdo gonadal e acdo de andrdgenos na laringe de girinos de Xenopus
laevis, Robertson e Kelley (1996) observaram que, ao contrario da maioria dos tecidos,
a diferenciacdo gonadal é pouco afetada pelo bloqueio da tireoide, mesmo apds um
ano de tratamento com PTU 0,01%. Estes autores verificaram que as gbnadas de
animais controle e tratados se desenvolveram com grande semelhanga. Resultado
semelhante foi observado por Allen (1918), apds um ano da remocdo da tireoide de

girinos de Rana pipiens, o que impediu as transformacdes metamérficas. Porém, nos
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mesmos animais as gobnadas se desenvolveram normalmente, observando-se
espécimes com caracteristicas larvais e testiculos maduros. Essa emancipacdo do
desenvolvimento gonadal da regulacdo dos HTs, sugere um mecanismo de neotenia,
um fenémeno visto em Urodelos nos quais individuos com caracteristicas larvais
tornam-se reprodutivamente maduros (Allen, 1918; Robertson e Kelley, 1996). Nao
entendemos que este mecanismo aconte¢a em ra-touro, pois ndao houve
desenvolvimento testicular em qualquer individuo na fase larval, seja controle, seja

tratado.

4.2. Caracteristicas da Glandula Tireoide de Girinos de Ra-touro no Sexagésimo Dia
de Tratamento com PTU em Duas Concentragdes Diferentes

No presente estudo, os girinos tratados com PTU apresentaram redug¢do na
proporcdo de foliculos e de tecido conjuntivo, redugdo folicular em diametro e area e
aumento significativo da vascularizagao.

O padrao histolégico cldssico da tireoide em animais tratados com indutores
antitireoidianos inclui o aumento da glandula, distensdo do foliculo, assim como a
hipertrofia e hiperplasia das células foliculares (Opitz et al., 2006b). No entanto, Degitz
et al. (2005) demonstraram que a morfologia da tireoide de girinos pode ser
encontrada de diferentes formas quando tratada com drogas antitireoidianas, sendo
essas alteracdes dependentes da fase de inicio do tratamento e concentragdo do
composto utilizado.

Assim como observado por Opitz et al. (2009), ao tratar girinos de Xenopus
laevis durante 12 dias com perclorato de sddio, foi observado no presente estudo a
reducdo do diametro dos foliculos e 0 aumento na vascularizagdo, porém com maior
intensidade.

Acreditamos que as alteragdes histoldgicas encontradas na tireoide no presente
estudo se devem ao periodo em que a solucdo antitireoidiana foi inserida, considerado
por nés, apds detalhadas andlises, como precoce. Assim, respostas diferentes daquelas
observadas em outros trabalhos possivelmente sdo resultados de uma combinacdo de
fatores, incluindo os diferentes modos de acdo dos produtos quimicos (no corpo, na
tireoide e em cada fase de desenvolvimento do girino), o tempo em que a solugdo
antitireoidiana é efetiva, aliado a duracdo do tratamento. Desse modo, a diminuicdo

folicular, a reducdo da quantidade de coloide, o aumento da proporg¢ao volumétrica de
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vasos sanguineos e o fato dos girinos tratados apresentarem peso e tamanho menores
gue o controle durante o periodo de tratamento confirmam a inducdo ao

hipotireoidismo dos animais submetidos ao PTU, em ambas as dosagens.

4.3. Dados Biométricos e Histolégicos das Gonadas de Ras-touro Adultas apods
Indugdo ao Hipotireoidismo Transitério Durante a Fase Larval

Apesar de nao terem sido determinados os niveis plasmaticos de T3, T4 e TSH,
varios parametros analisados indicam que ambas as dosagens de PTU foram eficientes
na indugdo ao hipotireoidismo.

Ap0ds sete meses do término tratamento todos os animais haviam retornando
ao estado de eutireoidismo. Nao foi observada diferenca no peso e comprimento
rostro-cloacal entre os individuos tratados e controle, apesar dos girinos submetidos
ao hipotireoidismo terem apresentado tamanho menor durante o tratamento.
Resultado mais proximo ao nosso foi encontrado por Tarn et al. (1998) em porcos,
observando que animais tratados com PTU durante 91 dias apresentaram redu¢ao no
peso corporal de até 42% em relacdo ao controle durante o tratamento,mas quando
adultos, os individuos tratados e controle apresentaram pesos semelhantes. A
semelhan¢a no peso corporal de animais controle e tratados na fase adulta pode
justificar a auséncia de efeitos duradouros do hipotireoidismo em ra-touro e porco.

Neste estudo nao foi encontrado efeito do hipotireoidismo transitério em
testiculos adultos, exceto para a razdo entre espermatécito secundario e células de
Sertoli. Porém, como foi um dado isolado e ndo modificou os eventos posteriores a sua
ocorréncia nao foi levado em consideracdo. Resultados contrarios aos obtidos neste
trabalho foram registrados para roedores e tilapia-nilética (Cooke et al., 1991, 1994;
Palmero et al., 1992; Matta et al., 2002). Em roedores, o término do tratamento com
PTU provocou aumento do nimero de células de Sertoli, elevando a proliferacao das
células germinativas causando aumento de 80% do testiculo e 140% da producdo
espermatica em adultos (Cooke et al., 1992). Em tildpia-nilética o numero de células
germinativas dobrou, causando aumento correspondente no tamanho do testiculo
adulto (Matta et al.,, 2002). Por outro lado, porcos induzidos ao hipotireoidismo
neonatal durante 20 semanas com PTU 0,1% ndo sofreram alteracdes no testiculo,
assim como ndo houve o aumento esperado da producdo espermatica ao fim do

tratamento (Klobucar et al., 2003). Klobucar et al. (2003) sugeriram que a auséncia de
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diferengca nos testiculos,entre osanimais dos grupos tratados e controle,se deve
ainducdo tardia ao hipotireoidismo (terceira semana), apesar da proliferacdao neonatal
da célula de Sertoli em porcos duram, em média, quatro meses. Kawahara et al.
(1991),avaliando a disponibilidade de receptores para horménios tireoidianos durante
a metamorfose de Xenopus laevis, concluiram que,diferentes dos outros tecidos, as
gbnadas apresentam aumento progressivo da quantidade desses receptores ao longo
do processo de metamorfose. Nesse sentido, a auséncia de diferenca entre os
testiculos de ras tratadas e controle, no presente estudo, pode ter ocorrido devido a
precocidade da submissdo ao tratamento antitireoidiano. Serdo necessdrios estudos
que avaliem o efeito do hipotireoidismo em ras em fases mais préximas ao climax
metamoérfico, ou durante o proéprio climax,periodos em que esses animais devem
apresentar maior disponibilidade de receptores para hormonios tireoidianos no
testiculo.

Associando o estudo que avaliou a disponibilidade de receptores para
hormonios tireoidianos durante a metamorfose de Xenopus laevis (Kawara et al. 1991)
e a independéncia do desenvolvimento gonadal dos HTs (Allen, 1918; Robertson e
Kelley, 1996) evidencia uma questdo que precisa ser avaliada para justificar a
independéncia do desenvolvimento gonadal dos HTs, focando na disponibilidade de
receptores de hormdnios tireoidianos nas células de Sertoli de ras-touro, uma vez que
auséncia desses receptores nos testiculos, e principalmente nessas células, nao
afetaria a producdo espermadticas desses animais.

Contudo, as particularidades de cada espécie sdao aspectos importantes na
determinacdo dos efeitos do hipotireoidismo durante o desenvolvimento do testiculo.
Sao, portanto, necessarios estudos complementares que avaliem a disponibilidade de
receptores tireoidianos nos testiculos, assim como o periodo de proliferacdo da célula
de Sertoli e os fatores que influenciam a sua divisdo e, diante dessas informacoes,
inferir sobre a eficiéncia do modelo de hipotireoidismo transitorio durante a

metamorfose para aumentar a produgdo espermatica em ras-touro.

5. CONCLUSOES
As alteracdes morfométricas na tireoide e reducdo no peso e tamanho de

girinos no sexagésimo dia de tratamento com PTU indicam que o hipotireoidismo foi
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induzido pela droga. Animais adultos mostraram semelhancas em peso e tamanho
indicando que os efeitos do PTU sdo reversiveis.

A semelhanca entre ras-touro adultas de todos os grupos, nos parametros
testiculares analisados, indica que a indugdo ao hipotireoidismo na fase 34 de Gosner
ndo foi eficiente para modificar as caracteristicas histolégicas, ndo afetando a
quantidade de células germinativas e de Sertoli, consequentemente mantendo o

tamanho testicular e a producdo espermatica.

6. PERSPECTIVAS
e Aplicar a droga antitireoideana em outras fases do desenvolvimento.
e Analises bioquimicas hormonais de testosterona testicular.
e Analisar a acdo de diferentes dura¢des do tratamento antitireoidiano nos
testiculos desses animais.
e Incluir analises imunohistoquimicas para observar a disponibilidade de
receptores de hormdnios tireoidianos no testiculo.

e Utilizar microscopia eletronica a fim de detectar alteracdes ultraestruturais.
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