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RESUMO

Objetivou-se estudar a influéncia da pentoxifilina no desenvolvimento testicular
durante o periodo neonatal e no processo espermatogénico de ratos Wistar adultos.
Foram utilizados 37 ratos neonatos Wistar, os quais foram submetidos aos diversos
tratamentos, durante os primeiros 21 dias de vida, de acordo com o grupo
experimental: controle (n=10), Img/kg (n=10), Smg/kg (n=9) e 10mg/kg (n=8) de
pentoxifilina. Para o segundo experimento, foram utilizados 39 ratos Wistar adultos, os
quais foram submetidos aos diversos tratamentos, entre 90 e 150 dias de vida, de
acordo com o grupo experimental: controle (n=9), 15mg/kg (n=10), 30mg/kg (n=10) e
60mg/kg (n=10) de pentoxifilina. A pesagem dos animais foi realizada diariamente,
nos grupos controle e tratados de cada experimento. Para a realizacdo das andlises
histologicas e histométricas, os ratos de cada experimento foram submetidos a
heparinizag¢@o e anestesia e, posteriormente, submetidos a perfusdo intracardiaca com
solugdo fisiolégica de NaCl a 0,9%, acrescida de heparina sédica e nitroprussiato.
Apés a lavagem do sistema vascular, os animais foram perfundidos com solucdo
fixadora de glutaraldeido a 4%, em tampao fosfato de sédio, pH 7,2 e 0,01M.
Posteriormente, os testiculos, epididimos e vesicula seminal foram removidos e
pesados. Os testiculos foram seccionados em fragmentos de 2mm e refixados na
mesma solucdo de perfusdo. Para os estudos ao microscépio de luz, os fragmentos
foram processados rotineiramente para inclusdo em resina plastica a base de glicol
metacrilato. Cortes histologicos de 4 um de espessura foram corados em azul de
toluidina/borato de so6dio a 1% e analisados. Em relacdo ao primeiro experimento, o
peso testicular dos animais tratados com 5mg/kg foi maior 13,3% do que o observado
nos animais tratados com a maior dose. O nimero de células de Sertoli por seccao
transversal sofreu reducdo significativa nos grupos tratados com Smg/kg e 10mg/kg em
relacdo aos grupos controle e tratado com 1mg/kg. O indice de célula de Sertoli (ICS)
aumentou significativamente nos animais tratados com 5Smg/kg em comparagdo ao
grupo controle. Em se tratando do segundo experimento, as maiores doses de
pentoxifilina promoveram reducdo no volume do parénquima testicular alocado no
lume dos tdbulos seminiferos e aumentaram a tdnica prépria destes tdbulos. A
volumetria das células de Leydig aumentou nos grupos tratados com as doses de 30 e
60mg/kg de pentoxifilina quando comparada com os animais tratados com a menor
dose. Conclui-se que a utilizagdo da pentoxifilina durante o periodo critico do
desenvolvimento testicular neonatal em ratos Wistar ndo foi capaz de induzir aumento
na populagdo das células de Sertoli, assim como a utilizacdo da pentoxifilina durante
60 dias em ratos Wistar adultos ndo foi capaz de aumentar o rendimento intrinseco da
espermatogénese e producao espermatica.

Palavras-chave: Pentoxifilina, testiculo, células de Sertoli, células de Leydig,
produgdo espermatica, espermatogénese.



ABSTRACT

It was objectified to use increasing doses of pentoxifylline on the critical period of the
testicular development of Wistar rats, aiming to keep high levels of AMPc in the
Sertoli cells and to increase the intrinsic income of spermatogenesis and sperm
production in adult rats. There were used 37 neonate Wistar rats, which were submitted
to many treatments during first 21 days of life, according to experimental groups:
control (n=10), Img/kg (n=10), Smg/kg (n=9) and 10mg/kg (n=8) of pentoxifylline.
The animal weight was obtained daily, in this period, on the control and treated groups.
On the second experiment, it was used 39 adult Wistar rats, which were submitted to
many treatments, between 90 and 150 days of life. in accordance with the experimental
group: control (n=9), 15mg/kg (n=10), 30mg/kg (n=10) and 60mg/kg (n=10) of
pentoxifylline. The animal weight was carried through daily, in this period, on the
control and treated groups. At the 90 days (Exp. 1) and 150 days (Exp. 2) of the
experimental period, the rats of each group were submitted to anesthesia and
intracardiac perfusion. Later, the testis, epididimes and seminal vesicle were removed
and weighted. The testis were fragmented (2mm) and put in perfusion solution. For
studies with light microscope, the fragments were processed routinely for inclusion in
plastic resin with glycol methacrylate. Histologic cuts (4 um) were stained in blue of
toluidine/borate of sodium (1%) and analyzed. On the Experiment 1, the testis weight
of animals treated with Smg/kg was higher (13%) than those observed in the animals
treated with biggest dose. The seminal vesicle of the animals treated with 5mg/kg
presented increase of 17% and 26% in weight in relation to the 1mg/kg and control
groups, respectively. The net weight of testis had significant reduction in the group
treated with 10 mg/kg when compared to the group treated with Smg/kg. The
seminiferous tubule and epithelium volumes increased in the group of Smg/kg when
compared to the control and 10mg/kg groups. The number of Sertoli cell per
transversal section had significant reduction in the groups treated with Smg/kg and
10mg/kg when compared to control and 1mg/kg groups. Spermatides rounded by
transversal section had numerical reduction in the group treated with 10mg/kg when
compared with animals treated with Img/kg. The index of Sertoli cell (ICS)
significantly increased in the animals treated with Smg/kg in comparison to the control
group. On the animals that received increased doses of pentoxifylline between 90 and
150 days of life, the higer doses of pentoxifylline had decrease of testicular
parenchyma on the lume of seminiferous tubules and increased the proper tunic theses
tubules. On the intertubular compartment, the highest doses of this PDE’s inhibitor
increased the conjutive tissue volume and decreased the lymphatic space. The
volumetry of Leydig cells increased on the treated groups with the doses of 30 and 60
mg/kg de pentoxifyllina when compared with animals treated with lower doses. The
number of spermatogonia A increased on the 30 and 60 mg/kg when compared to
control group. In accordance with the results, the use of the pentoxifylline during the
critical period of the neonatal testis development in Wistar rats was not capable to
induce increase in the population of Sertoli cells, as well the pentoxifylline during 60
days in adult Wistar rats was not capable to increase the intrinsic income of
spermatogenesis and sperm production.

Word-key: Pentoxifylline, testis, Sertoli cells, Leydig cells, sperm production,
spermatogenesis.
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1 Introducao

Recentemente, novos caminhos de regulagdo molecular e suas respectivas
fungdes t€m sido estudados com maior freqii€ncia, incluindo as fosfodiesterases,
enzimas que controlam a concentracdo intracelular de nucleotideos ciclicos. Em
funcdo disso, algumas substancias tém sido utilizadas com intuito de interferir na
regulacio de AMPc (Adenosina Monofosfato Ciclico) e GMPc (Guanosina
Monofosfato ciclico) promovida pelas fosfodiesterases durante a sinalizacdo celular,
como por exemplo, a pentoxifilina, um inibidor da fosfodiesterase freqiientemente
utilizada no tratamento de alteracdes vasculares (CONTI, 2000; SALAM, 2003;
OCHIAL 2004).

Nas pesquisas destinadas a reproducdo humana e animal, a pentoxifilina vem
sendo utilizada na tentativa de melhorar a diferenciacdo in vitro de células
germinativas masculinas de alguns pacientes com interrup¢do da espermatogénese ou
com espermatogénese normal (TESARIK et al., 2000). Além disso, a pentoxifilina tem
sido empregada na melhoria da motilidade espermdtica in vitro e in vivo através da
reducdo da degradacdo de AMPc, além de induzir a capacitagdo e a reacdo
acrossOmica pela inibicdo de reacdes oxidativas em processos de fertilizacdo in vitro
(FIV), gerando quantidade de energia suficiente para a célula espermdtica
(CALOGERO et al., 1998; NASSAR et al., 1998).

O controle do processo espermatogénico estd sob acdo conjunta de hormdnios
gonadotrdficos, testosterona e diversos fatores de sinalizacdo intratesticular.
Entretanto, o FSH (Hormdnio Foliculo Estimulante) e a testosterona assumem o papel
principal na regulac@o deste processo, através da ac¢do sobre receptores presentes nas
células de Sertoli (SHARPE, 1994; GRISWOLD, 1998; SKINNER, 2005; WALKER
e CHENG, 2005).

A populacdo de células de Sertoli, estabelecida antes da instalacdo da
puberdade, estd diretamente relacionada com a capacidade de produgdo espermdtica na
maioria dos mamiferos devido a sua correlacio positiva com alguns pardmetros como:
peso testicular, comprimento total de tibulos seminiferos, volume de tibulo e epitélio
seminifero e producdo espermatica. Portanto, durante esta fase, qualquer alteracdo
hormonal pode modificar os niveis proliferativos desta célula, podendo acarretar
aumento ou diminui¢do da capacidade produtiva espermatogénica no adulto (SILVA

JUNIOR et al., 2006).
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Durante o periodo proliferativo das células de Sertoli, o FSH parece ser o
principal fator mitogénico destas células. O mecanismo de ac¢do deste hormonio estd
baseado na sua ligacdo com um receptor transmembrana acoplado a uma proteina G.
Esta, por sua vez, tem o papel de ativar outra proteina transmembrana, a
adenilatociclase, cuja finalidade € gerar um segundo mensageiro, o AMPc, a partir de
uma molécula de ATP. Este segundo mensageiro tem o papel de ativar o metabolismo
celular e a atividade proliferativa de células de Sertoli imaturas (CONTI, 2000;
FRANCA et al., 2000).

O mecanismo de formacdo de segundos mensageiros nas células de Sertoli e de
Leydig é dependente dos hormonios gonadotréficos, FSH e LH, respectivamente. A
formacgdo do segundo mensageiro nas células de Sertoli e Leydig segue mecanismos
comuns; a inativagdo destes depende da acdo das fosfodiesterases, as quais fazem
parte de um dos mecanismos de modulacdo hormonal intracelular também comum as
células citadas anteriormente (WALKER e CHENG, 2005).

A pentoxifilina é um inibidor inespecifico das fosfodiesterases largamente
prescrito nas desordens vasculares (SALAM et al., 2003; OCHIALI et al., 2004). Além
disso, a utilizagdo desta droga na reproducdo animal e humana apresenta bons
resultados na melhoria da espermatogénese in vitro (TESARIK et al., 2000) e reducao
de efeitos colaterais nos testiculos, oriundos de quimioterapia (SAAD et al., 2004).

Baseado no exposto anteriormente, este trabalho teve por objetivo investigar os
efeitos da pentoxifilina sobre o desenvolvimento testicular, suas conseqiiéncias sobre a
espermatogénese em ratos Wistar e a sua possivel utilizacdo como metodologia para

aumento da producio espermatica.
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2 Revisao bibliografica

2.1 Fosfodiesterases e sua relacao com o sistema endécrino

Nos dltimos anos, novas vias de regulacdo molecular t€m sido identificadas
com o objetivo de mapear os diversos tipos de transdug@o de sinais relacionados com a
formacdo de moléculas sinalizadoras dentro da célula. Novos componentes de
sinalizacdo foram estabelecidos e suas fungdes véem sendo continuamente
descobertas. Estas funcdes sdo complexas, principalmente quando integrada ao
metabolismo intermedidrio, como no caso dos nucleotideos ciclicos dependentes da
transducdo do sinal e seus componentes, incluindo as fosfodiesterases (PDE’s),
enzimas que controlam a concentragdo intracelular de AMPc e GMPc (CONTI et al.,
1995; CONTI, 2000).

As PDE’s sdo derivadas de 21 tipos de genes diferentes presentes no genoma
de mamiferos (CONTI, 2000). Com base na similaridade de sua estrutura e funcio,
esses genes podem ser agrupados em sete diferentes familias. Nas gonadas masculinas
de humano e ratos existem quatro genes pertencentes a familia das CaM-PDE’s
(Fosfodiesterases calcio-calmodulina dependentes), capazes de promover a hidrélise
do AMPc com alta afinidade, sendo, portanto, esperado que a ativagdo desta enzima
tenha maior impacto nos niveis de AMPc intracelular (CONTI et al., 1995; POLSON e
STRADA, 1996).

A PDE apresenta, em sua composicdo, trés regides: uma de dominio
regulatério, uma de dominio inibitério e uma de dominio catalitico, estruturalmente
conservadas em todas as PDE’s estudadas (CONTI et al., 1995; SALANOVA et al.,
1999). O dominio regulatério funciona como sensor de sinais intracelulares,
estimulado pelos segundos mensageiros (AMPc e Ca*?). A recepcdo destes sinais
produz mudanga na conformag@o da PDE de maneira que o dominio inibitério exerce,
ndo por muito tempo, efeito negativo sobre a catdlise do segundo mensageiro. Por sua
vez, o dominio catalitico é o local onde esta enzima promove a hidrélise do segundo
mensageiro quando estimulada pelo complexo calcio-calmodulina (CONTI, 2000).

Existem algumas substincias que podem interferir na regulacio intracelular de
AMPc e GMPc, as quais sdo denominadas de inibidoras das fosfodiesterases, que
promovem aumento nas concentracdes de nucleotideos ciclicos intracelular (SALAM

et al., 2003).
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As xantinas, incluindo a cafeina e a teofilina presentes no café e no cha, sdo
inibidores de PDE’s utilizados em tratamentos de alteracdes cardiovasculares e
pulmonares. Seus multiplos efeitos sdo devido a deficiéncia na seletividade por conta
da inibicdo de todas as PDE’s expressadas nos mamiferos, exceto a PDES e 9
(BEAVO, 1995). Algumas drogas que apresentam alta seletividade pelas PDE3,
PDE4, PDE5/6 e, possivelmente, PDE1 tém sido sintetizadas e desenvolvidas para
vérias indicacdes (TORPHY, 1998). Partindo deste principio, alguns inibidores de
PDE’s podem ser utilizados para modular o sistema enddcrino, principalmente no
controle de secrecdo hormonal e na manipulacido da sensibilidade de 6rgdos alvo aos
horménios (HADLEY, 1996; KUMARI, 1997).

A secrecdo hormonal da pituitaria pode ser outro possivel local de manipulacdo
de PDE’s. O eixo Hipotdlamo-Hipdfise-Adrenal (HHA) é muito sensivel ao inibidor
de PDE4, dembufilina. A administrag@o oral ou intraperitoneal marcou a elevagdo nos
corticosterdides séricos a partir do uso desse inibidor de PDE4. A liberacdo do
horménio luteinizante (LH) também € estimulada por esses inibidores, sugerindo que
esta estratégia pode ser utilizada para manipular a secrecdo de pituitdria, uma vez que
a inibi¢do de PDE pode aumentar a liberagdo hormonal e a estimulagdo de 6rgdos alvo
(HADLEY et al., 1996; KUMARI et al, 1997). Portanto, acredita-se que a
manipulagdo da atividade da PDE em células enddécrinas pode ter considerdvel

potencial terapéutico (CONTI, 2000).

2.2 Pentoxifilina e suas aplicacées farmacolégicas

A pentoxifilina ou 1-(5-oxohexil)-3, 7-dimetilxantina (Fig. 1), derivada de
metilxantina, € um inibidor inespecifico das fosfodiesterases largamente prescrito nas
alteracdes vasculares caracterizadas por deficiéncia na microcirculacio regional, em
virtude do seu efeito vasodilatador (SALAM et al., 2003; OCHIAI et al., 2004),
inibindo vdrios mecanismos inflamatérios, incluindo a cascata do complemento, a
aderéncia dos neutrdfilos, a produgdo de citocinas e a proliferacdo de fibroblastos
dérmicos (CARNEIRO, 2005). Este farmaco possui importante propriedade
vasodilatadora, diminuindo a agregacdo de células sangiiineas, ativagdo do
fibrinogénio e a viscosidade do plasma, causando aumento na perfusio tecidual local e
na hemodindmica. Em ratos com tor¢do testicular, a pentoxifilina melhorou a

circulagdo sangiiinea devido, provavelmente, a vasodilatagdo (SAVAS et al., 2002).
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Além da capacidade de incremento da perfusdo tecidual, a pentoxifilina possui
atividade antiinflamatéria em artrites e edemas causados por inflamacdes cutdneas
oriundas de raios ultravioletas, em gastrites induzidas por terapia com
antiinflamatérios nao esterdides e esterdides, além de acelerar a recuperacdo de
dlceras, prevengdo de fibrose hepdtica, hipertensdo portal e cardiopatia dilatada de

origem idiopdtica (SALAM et al., 2003).
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Figura 1 — Estrutura quimica da pentoxifilina.

Segundo Radfar et al. (2005), a pentoxifilina possui alguns efeitos na produgéo
do fator de crescimento epidermal (EGF) e nos niveis de 6xido nitrico em pacientes
com diabetes do tipo II, pois esta droga inibe a xantina oxidase, a qual € considerada
como a principal formadora de radicais de oxigénio livre nas células. Além disso, a
pentoxifilina diminui a produgdo de fator de necrose tumoral-alfa (TnF-o), uma das
principais moléculas de sinalizacdo pardcrina produzida principalmente por
macréfagos ativados em processos inflamatérios inespecificos cronicos e
imunomediados.

Nas pesquisas relacionadas com reproducdo, a utilizacdo da pentoxifilina
melhorou a diferenciacdo in vitro de células germinativas masculinas em pacientes
com interrup¢do na maturagdo in vivo € pacientes com espermatogénese normal
(TESARIK et al., 2000). Ainda relacionado a reproducdo, a administracdo deste
farmaco diminuiu marcadamente a nefrotoxicidade e a toxicidade testicular induzida
pela Cisplatina, uma droga anticancerigena que promove alteragcdes histologicas e
bioquimicas neste 6rgao (SAAD et al., 2004).

Estudos mostraram que a pentoxifilina tem propriedades antioxidantes devido
a reducdo de danos ao embrido induzido pelo perdxido de hidrogénio, o que,
conseqiientemente, melhorou a fertilizacao in vitro (ZHANG et al., 2005). Além disso,

esta droga vem sendo testada no s€men com o objetivo de melhorar a motilidade dos
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espermatozdides (CALOGERO et al., 1998; NASSAR et al., 1998), e nos processos de
FIV (Fertilizacdo in vitro) para intensificar a ligacdo de espermatozdides na zona
peliicida, aumentando a eficdcia da fertilizacdo e, conseqiientemente, melhorando a

incidéncia de gravidez (RUPASRI et al., 1995; NASSAR et al., 1998).

2.3 Controle endécrino da fungao testicular e pentoxifilina

A espermatogénese € um processo complexo e organizado que ocorre nos
tibulos seminiferos com duracdo de 40 a 60 dias, na maioria dos mamiferos
(FRANCA e RUSSELL, 1998). Este processo pode ser dividido em trés fases com
base em consideracdes morfologicas e funcionais: (1) fase proliferativa
(espermatogonial), na qual as células sofrem rapidas e sucessivas divisdes mitoticas;
(2) fase meidtica (espermatdcitos), na qual o material genético é duplicado e passa por
recombinacdo genética; e (3) fase de diferenciagdo ou espermiogénica (espermaétides),
na qual as espermdtides apresentam enormes modificacdes, transformando-se em
células especializadas e estruturalmente equipadas para alcancar e fertilizar os ovdcitos
(RUSSELL et al., 1990).

Nos tibulos seminiferos de animais sexualmente maduros, as células
espermatogénicas ndo estdo arranjadas ao acaso, mas organizadas numa série bem
definida de associagcdes celulares ou estddios. Com excecdo de algumas espécies de
primatas, o arranjo dos estddios do ciclo do epitélio seminifero ¢ segmentar em todos
os mamiferos investigados e, usualmente, existe somente um estaddio por seccio
transversal de tibulo seminifero (LEBLOND e CLERMONT, 1952; RUSSELL et al.,
1990). Os estadios se sucedem numa determinada drea do epitélio seminifero, com o
decorrer do tempo. Esta seqii€ncia, assim ordenada, constitui o processo denominado
ciclo do epitélio seminifero (LEBLOND e CLERMONT, 1952; RUSSELL et al., 1990;
ORTAVANT et al., 1997).

O processo espermatogénico € regulado por uma complexa interrelacdo de
sinais enddcrinos e pardcrinos. O principal regulador hormonal € o GnRH (Horménio
Liberador de Gonadotrofinas), um decapeptideo produzido por neurdnios
especializados do hipotdlamo. A producdo de sinais pulsiteis de GnRH sobre as células
gonadotrdficas da adenohipdfise promovem incremento na sintese e secre¢do de FSH e
LH, os quais agem no testiculo regulando o potencial espermatogénico (WALKER e

CHENG, 2005). Além dos hormdnios gonadotréficos, outros fatores intratesticulares
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produzidos pelos componentes do compartimento tubular e intersticial também
influenciam o processo espermatogénico, entre os quais podem ser citados
testosterona, inibina, endorfina, AMH (Horménio anti-Miilleriano) e fatores de
crescimento regulatdrio, tais como: TGFa e B (Fator de crescimento transformador alfa
e beta), IGF-I (Fator de crescimento semelhante a insulina-I), FGF (Fator de
crescimento fibroblastico) e EGF (Fator de crescimento epidermal) (TINAJERO et al.,
1992; SHARPE, 1994; FRANCA e RUSSELL, 1998; WALKER e CHENG, 2005).

O FSH estimula as células de Sertoli a produzirem outros hormdnios
(estrégeno, inibina), proteinas (ABP-proteina ligante de andrégeno, transferritina),
lactato e fatores necessarios ao metabolismo das células germinativas. O mecanismo de
estimulacdo desta célula estd baseado no aumento intracelular de AMPc em
decorréncia da ligacdo hormonio-receptor a uma proteina G e ativagdo de
adenilatociclase (SKINNER, 2005).

O LH estimula a esteroidogénese nas células de Leydig com mecanismo
semelhante ao descrito anteriormente para células de Sertoli. Nestas células, o AMPc é,
aparentemente, o sistema de segundo mensageiro utilizado na transducdo do sinal.
Entretanto, outros sistemas de transdu¢@o podem estar envolvidos, como por exemplo,
proteinas G ligadas a canais de cdlcio e cloro, como também os derivados de
fosfolipidios de membrana e prostaglandinas (HUHTAHNIEMI e TOPPARI, 1998).

A testosterona, sintetizada e secretada pelas células de Leydig, liga-se a
proteina receptora citoplasmadtica apropriada. Esta ligacdo faz com que proteinas
inibidoras se soltem do receptor e, com isso, 0 complexo hormdnio-proteina receptora
migra para o nudcleo estimulando ou inibindo determinados genes. As proteinas cuja
sintese € aumentada ou reduzida s@o as responsaveis pela resposta celular induzida pela
testosterona (HUHTANIEMI e TOPPARI, 1998).

A pentoxifilina, inibidora inespecifica de PDE, pode ser utilizada na
manipulagcdo da atividade de células enddcrinas da adenohipdfise e células alvo dos
hormonios produzidos por esta glandula (CONTI, 2000). Por conseguinte, este farmaco
pode ser empregado para proteger o parénquima testicular de agressdes provenientes
de distdrbios vasculares, inflamatdrios, térmicos e inespecificos, que por ventura
afetem o desempenho funcional deste 6rgdo. Alguns estudos in vitro indicaram que a
pentoxifilina aumentou as concentracdes de AMPc intracelular através da inibicdo da
fosfodiesterase (NEGRI et al., 1996; ESTEVES et al., 1998; TESARIK et al., 2000;
SAVAS et al.,, 2002; STANIC et al.,, 2002;), simulando os efeitos do FSH na
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diferenciagéo e sobrevivéncia de células germinativas e na capacidade de suporte das

células de Sertoli (TESARIK et al., 2000).

2.4 Pentoxifilina e os parametros espermaticos

A motilidade é uma caracteristica importante para se estimar a capacidade
fertilizante do espermatozdide. Virias substincias t€ém sido utilizadas com o objetivo
de melhorar a motilidade espermatica in vitro e in vivo, como por exemplo, as
substéncias inibidoras da fosfodiesterase, como a pentoxifilina, por serem responsaveis
pela estimulagcdo da motilidade flagelar através da reducdo da degradacdo de AMPc,
propiciando seu aumento no contetido intracelular, gerando energia desejavel para a
motilidade espermética (CALOGERO et al., 1998).

Evidéncias indicaram que a adicdo de dibutiril AMPc, pentoxifilina ou Ca** ao
sémen de ratos Wistar com seis meses de idade ativou a motilidade espermatica
(WADE et al., 2003). Embora os mecanismos envolvidos na regulacdo da motilidade
espermdtica ndo sejam completamente entendidos, sabe-se que 0s processos
metabdlicos dos espermatozdides sdo principalmente glicoliticos; entretanto, em menor
grau, ocorre a fosforilacdo oxidativa, sendo todos esses processos controlados pelo
AMP ciclico (NASSAR et al., 1998). A intensificacdo da motilidade espermadtica pode
estar relacionada com a modulacdo intracelular de cilcio (HONG et al., 1985). No
entanto, tém-se demonstrado que a pentoxifilina estimula as fun¢Ges esperméticas sem
depender do aumento do célcio intracelular (NASSAR et al., 1998). Outros autores t€m
descrito que o efeito benéfico da pentoxifilina no espermatozéide humano pode ser
mediado pela neutralizacdo das reagdes formadoras de radicais de oxigénio reativo
(YOVICH et al., 1993).

De acordo com Goulart et al. (2004), a adicdo de 3,6 Mm (milimolar) de
pentoxifilina, equivalente a 1,0 mg/mL, no ejaculado de eqiiinos in vitro, diluido e
resfriado a 5 °C, melhorou a viabilidade espermética. Entretanto, os mesmos autores
sugeriram a execucdo de outros experimentos testando diferentes concentracdes de
pentoxifilina, seu uso na pré e pds-congelagdo, avaliacio do poder antioxidante,
alteracdo no tempo de capacitacdo espermdtica e seus efeitos em ejaculados de
individuos com baixas taxas de fertilidade.

Segundo Gradil et al. (2000), a adi¢do de pentoxifilina (3,5 ou 7mM) ao s€émen

de eqiiinos, antes da criopreservacdo, diminuiu significativamente a motilidade total e
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progressiva pos-descongelacdo. No entanto, a adi¢do da pentoxifilina ao sémen eqiiino
imediatamente apds a descongelacdo aumentou significativamente as motilidades total
e progressiva. Ndo se sabe até que ponto a pentoxifilina poderd afetar
significativamente a fertilidade, ao ser adicionado ao s€men eqiiino criopreservado.

Stanic et al. (2002) também concluiram que a pentoxifilina melhora a
motilidade pés-descongelagdo de espermatozdides humanos criopreservados, quando
adicionada ao s€émen pds-descongelagdo, sem constatar melhora na fertilidade. Por
outro lado, Esteves et al. (1998) afirmaram que o tratamento com pentoxifilina antes da
criopreservacdo do s€émen humano pareceu minimizar os danos ao espermatozdide
durante o processo de congelacdo/descongelacdo, além de melhorar as taxas de
fertilizacdo apds o uso de procedimentos de reproducio assistida, como a inseminacio
artificial intrauterina ou a FIV.

A producdo de oxidantes, como o anion superéxido, pode resultar em dano
oxidativo nas membranas celulares. Embora o efeito inibitério da pentoxifilina tenha
sido demonstrado in vitro, em concentragdes milimolares na producdo de &anion
superdxido pelas células espermadticas, e alguns estudos da membrana afirmem que a
pentoxifilina reduz os danos a membrana espermdtica durante os processos de
congelagdo e descongelacdo, ainda ndo foi constatado que a pentoxifilina influencia a
integridade espermdtica apds a descongelag@o. Por conseguinte, a pentoxifilina pode
ndo apresentar papel protetor na manutengdo da integridade da membrana espermatica,
pois a adicdo de pentoxifilina em outros experimentos falhou em reduzir o efeito
negativo relacionado ao choque osmoético e ndo resultou na preservacdo do estado
funcional da membrana espermdtica durante o processo de congelagdo/descongelacio
de espermatozéides (STANICK et al., 2002).

A habilidade de espermatozéides mamiferos para fertilizar € dependente da
capacitagdo e da reac@o acrossdmica (NUMABE et al., 2001). Dessa forma, t€m-se
utilizado a pentoxifilina com a fun¢f@o de inibir as rea¢des oxidativas, melhorando a
capacitagcdo e a reagdo acrossomica (NUMABE et al., 2001; STANICK et al., 2002).
Além disso, estudos in vitro demonstraram que a adicdo de pentoxifilina ao sémen
induziu a reacdo acrossOmica e acelerou o tempo de formagdo dos pré-nicleos,

promovendo o desenvolvimento precoce do embrido (LEE et al., 1997).
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2.5 Células de Sertoli e seu periodo proliferativo

Em animais adultos, as células de Sertoli completamente diferenciadas
constituem uma populacdo estdvel. Durante o desenvolvimento testicular ocorre um
aumento relativamente rdpido da populacéo de certos tipos celulares, tanto no periodo
fetal quanto no periodo neonatal. As células que constituem populagdo testicular se
expandem em periodos particulares do desenvolvimento e, pelo menos no caso das
células de Sertoli e das células espermatogénicas, esses periodos sdo distintos e
inversamente correlacionados. Além de distintos, estes periodos de multiplicacido das
células testiculares sdo controlados por fatores especificos para cada populacio
(ORTH, 1993).

Fortes evidéncias indicaram que o nimero de células de Sertoli em qualquer
espécie € importante para determinar a capacidade espermatogénica e o tamanho do
testiculo (FRANCA e RUSSELL, 1998). Portanto, a populacdo de células de Sertoli,
segundo Johnson et al. (1984), Berndtson et al. (1987), Berndtson e Thompson (1990)
e Franca e Russell (1998) correlacionou-se linear e positivamente com o peso do
testiculo, volume e comprimento total de tubulos seminiferos, populagdo de
espermatogdnias A; e com a producdo espermdtica didria. O estabelecimento desta
populagdo ocorre em idades muito precoces do desenvolvimento testicular, apds o que
as células de Sertoli perderam sua habilidade mitdtica e permaneceram numericamente
estaveis (GONDOS e BERNDSTON, 1993).

A maioria das mitoses das células de Sertoli nos mamiferos ocorre na vida
intra-uterina e por um curto periodo pés-natal. O final do processo mitogénico esta
relacionado com a formagéo da barreira de células de Sertoli e o estabelecimento da
puberdade. Apés estes dois eventos nenhum aumento sazonal ou relacionado com a
idade € observado na populacio de células de Sertoli (FRANCA e RUSSELL, 1998).

De acordo com Cooke et al. (1994a), existe grande variacdo no padrdo de
proliferacdo entre as espécies. O periodo mitogénico é muito curto em ratos e
camundongos; ele se inicia no final da gestacdo para ambas as espécies e continua até o
12°-15°dia pés-natal em camundongos (JOYCE et al., 1993; VERGOUWEN et al.,
1993) e até o 15°-18° dia pés-natal em ratos (CLERMONT e PEREY, 1957;
STEINBERGER e STEINBERGER, 1971; ORTH, 1982; VAN HAASTER et al,
1992). Portanto, durante o periodo fetal destas espécies observa-se maior expansdo da

populagdo de células de Sertoli, e, apds o nascimento, a proliferacdo destas células ja
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estd em declinio (ORTH 1982; VERGUOWEN et al., 1991; VAN HAASTER et al.,
1992; JOYCE et al., 1993).

E importante salientar que, além das diferentes extensdes nos periodos
proliferativos pds-natais entre as espécies, a intensidade de proliferagdo € um outro
fator que deve ser levado em consideracdo durante este periodo (COOKE et al.,
1994b). Portanto, alguns mamiferos podem apresentar longos periodos de proliferacao
de células de Sertoli com baixa média mitogénica e diminui¢do gradual desta média.
Por outro lado, outros podem apresentar periodos mais condensados de proliferacido de
células de Sertoli, caracterizados por altos indices mitéticos, porém, que declinam
rapidamente e culminam com a maturacdo das células de Sertoli (COOKE et al.,
1994b).

Em algumas espécies, a mitogénese da célula de Sertoli no periodo fetal ndo foi
quantificada, entretanto € sabido que em coelhos o periodo de proliferagdo pode se
estender até o 60° dia pés-natal (COOKE et al., 1994a). Segundo Hochereau-De
Reviers et al. (1995), entre 0 42° ¢ o 100° dia do periodo fetal, em carneiros, ocorre
elevada proliferagao de células somdticas e germinativas, sem qualquer diferenciagao.
Nesta espécie, as divisdes mitdticas das células de Sertoli sdo mais numerosas antes do
nascimento do que depois; por outro lado, no periodo pds-natal observou-se que a
proliferagdo deste tipo celular, apesar de discreto, prolongou-se até o 40° dia (COOKE
et al., 1994a; HOCHEREAU-DE REVIERS et al. 1995). Em touros, a proliferacdo de
células de Sertoli no periodo pds-natal inicia-se por volta da 20* e se prolonga até a 32°
semana, a partir da qual ocorre estabilizacio no numero de células de Sertoli por
testiculo nesta espécie (CURTIS e AMANN, 1981). No homem, a populagio de
células de Sertoli aumenta gradativamente no periodo pds-natal até atingir um platd
entre 25 e 40 anos (GONDOS e BERNDTSON, 1993). Por outro lado, a partir dos 40
anos se observa declinio gradativo na populacido de células de Sertoli acompanhado
também pela diminui¢@o na produgéo espermatica (JOHNSON et al., 1984).

Em suinos, a proliferacdo de células de Sertoli apresenta duas fases distintas. A
primeira ocorre entre o nascimento e o primeiro més de vida. Periodo no qual o
numero de células de Sertoli por testiculo aumenta aproximadamente seis vezes. A
segunda ocorre entre trés e quatro meses de idade, ou seja, imediatamente antes da
puberdade, quando as células de Sertoli quase duplicam o seu niimero no testiculo.
Este periodo de proliferacdo ocorre concomitantemente a elevacdo dos niveis

plasmaticos de FSH (FRANCA et al., 2000).
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2.6 Hormonio foliculo estimulante e a proliferacao de células de Sertoli

O FSH ¢ um membro da familia de hormonios glicoprotéicos, juntamente com
o LH, o hCG (Gonadotrofina Corionica Humana) e o TSH (Horménio Tireotréfico).
Esses hormonios sdo heterodimeros ricos em ligacdo dissulfeto que compartilham uma
subunidade oo comum; no entanto, possuem subunidades 3 com caracteristicas Unicas
para cada tipo de hormodnio, o que confere a especificidade de cada um deles
(WALKER e CHENG, 2005).

O FSH provavelmente é o mais importante regulador da replicacdo da
populagdo de células de Sertoli durante o periodo fetal e neonatal do desenvolvimento
testicular, o que se confirma pela redugcdo deste tipo celular, quando se induz a
supressdo deste fator mitogénico e pelo efeito inverso obtido com a sua administracio
suplementar (HOCHEREAU-DE-REVIERS e COUROT, 1978; ORTH, 1984; ORTH
et al., 1984; VAN VORSTENBOSCH et al., 1987; ORTH, 1993; SHARPE, 1994;
MEACHEM et al., 1996; SINGH e HANDELSMAN, 1996). Este efeito mitogénico do
FSH sobre as células de Sertoli imaturas é mediado pelo aumento dos niveis
intracelulares do AMP ciclico. Entretanto, pouco se sabe sobre os eventos especificos
que causariam o inicio da divisdo das células de Sertoli em resposta ao FSH, ou que
controlariam uma superestimulacdo por esta gonadotrofina. Especula-se que o
estrogeno, produzido pela aromatizagdo de androgenos nas células de Sertoli imaturas,
sob o estimulo do FSH, teria papel importante em mediar a divisdo celular, através de
bloqueio paracrino da producdo de testosterona pelas células de Leydig e da produgéo
de FSH pelas células da hipé6fise (ULISSE et al., 1994). Por outro lado, por acdo
enddcrina sistémica e local, a inibina produzida pelas células de Sertoli sob estimulo
do FSH, seria capaz de regular a producdo e secrecdo de FSH pela hipéfise, como
também estimular a producdo de testosterona em células de Leydig imaturas (ORTH,
1993; DE KRETSER et al., 1996).

Este controle enddcrino e pardcrino exercido conjuntamente através das células
de Leydig e de Sertoli imaturas podem estar envolvidos no controle dos niveis de FSH
e, portanto, poderiam ter papel indireto em determinar o tamanho final da populacao de
células de Sertoli (ORTH, 1993; SHARPE, 1994).

De acordo com Griswold (1993), as respostas das células de Sertoli ao FSH
variam de acordo com o periodo de desenvolvimento testicular em que o animal se

encontra. Durante o periodo fetal e neonatal do desenvolvimento testicular o FSH é
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considerado o fator regulador de maior relevincia na mitogénese da populacdo de
células de Sertoli (HOCHEREAU-DE-REVIERS e COUROT, 1978; ORTH, 1984;
ORTH et al., 1984; VAN VORSTENBOSCH et al., 1987; ORTH, 1993; SHARPE,
1994; MEACHEM et al., 1996; SINGH e HANDELSMAN, 1996). Ao longo destes
periodos, os niveis séricos normais de FSH sdo cruciais para a determinacdo do
tamanho adequado da populacdo de células de Sertoli do testiculo no individuo

adulto (ORTH, 1984; ORTH et al., 1988).

2.7 Métodos para aumentar a producao espermatica

Diversos métodos que visam aumentar a produg¢do espermdtica tém sido
descritas. A castracdo unilateral de machos jovens leva a hipertrofia compensatéria do
testiculo remanescente em suinos (KOSKO et al., 1989) e ratos (SIMORANGKIR et
al., 1995), devido ao aumento da concentracdo plasmdtica de FSH (KOSKO et al.,
1987), sem aumentar a produgdo espermdtica total (THOMPSON e BERNDTSON,
1993). A imunizacdo de machos contra o estradiol (E2) também aumenta a
concentracdo plasmatica do FSH (aparentemente pela diminuicdo do controle
“feedback” negativo deste ultimo), induzindo o aumento do tamanho testicular. Apesar
de relativamente eficiente em ovinos (MONET-KUNTZ et al., 1988), este método nio
¢ eficiente em outras espécies, como ratos e macacos. Outra alternativa, neste sentido,
pode ser a imunizagdo contra a inibina, proteina secretada pelas células de Sertoli e que
atua no controle do “feedback” negativo do FSH, cujos resultados, em bovinos, ainda
ndo sio conclusivos (MARTIN et al., 1991; SHANBACHER, 1991). A injecdo de FSH
durante o periodo impuibere promove o aumento do comprimento dos tibulos
seminiferos em suinos (SWANLUND et al., 1995) e do tamanho dos testiculos em
ratos (MEACHEM et al.,, 1996) e camundongos deficientes em gonadotrofinas
(SINGH e HANDELSMAN, 1996). Da mesma forma, em primatas (Macaca mulata),
tanto o FSH quanto a testosterona, ou a associagdo dos dois hormdnios, promoveram o
aumento do peso testicular (ARSLAN et al., 1993). A associagdo de hemicastracio
neonatal com o hipotireoidismo, em ratos, aumentou o peso do testiculo remanescente
em cerca de 50%, comparado com os dois métodos isoladamente (SIMORANGKIR et
al., 1995).

Em todos estes procedimentos citados anteriormente, o aumento de peso dos

testiculos foi atribuido ao aumento na populacdo de células de Sertoli. O FSH é
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considerado o principal fator mitogénico para as células de Sertoli, enquanto o T3
(triiodotironina) inibe esta mitogénese antagonizando os efeitos do FSH (COOKE,
1996). Portanto, potencialmente, a administragdo de FSH durante o periodo imptibere
pode também ser utilizada com o objetivo de aumentar a producdo espermética. No
entanto, o hipotireoidismo neonatal ¢ o modelo experimental que tem demonstrado os
melhores resultados para aumentar o tamanho dos testiculos e a producdo espermaética,

em diversas espécies (COOKE et al., 1994b).
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3. EXPERIMENTOS
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3.1 Utilizacao de pentoxifilina no periodo neonatal aumenta a
producao espermatica em ratos Wistar adultos?

MORAES,T.A.P.; JASSET, P.F.; De TORRES, S.M.; MORAES, A.V. De;
SILVA JUNIOR, V.A.; GUERRA, M.M.P.

Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife-PE, Brasil

RESUMO

Objetivou-se utilizar doses crescentes de pentoxifilina no periodo critico do
desenvolvimento testicular de ratos Wistar, visando manter elevado os niveis de AMPc
nas células de Sertoli e aumentar a producdo espermética no individuo adulto. Foram
utilizados 37 ratos neonatos Wistar, os quais foram submetidos aos diversos
tratamentos durante os primeiros 21 dias de vida, de acordo com o grupo experimental:
controle (n=10), 1mg/kg (n=10), Smg/kg (n=9) e 10mg/kg (n=8) de pentoxifilina. A
pesagem dos animais foi realizada diariamente, neste periodo, nos grupos controle e
tratados. Aos 90 dias do periodo experimental, os ratos de cada grupo foram
heparinizados e anestesiados e, posteriormente, submetidos a perfusdo intracardiaca
com solugdo fisiologica de NaCl a 0,9%, acrescida de heparina sddica e nitroprussiato.
Apés a lavagem do sistema vascular, os animais foram perfundidos com solucdo
fixadora de glutaraldeido a 4%, em tampao fosfato de sédio, pH 7,2 e 0,01M.
Posteriormente, os testiculos, epididimos e vesicula seminal foram removidos e
pesados. Os testiculos foram seccionados em fragmentos de 2mm e refixados na
mesma solucdo de perfusdo. Para os estudos ao microscépio de luz, os fragmentos
foram processados rotineiramente para inclusdo em resina plastica a base de glicol
metacrilato. Cortes histologicos de 4 um de espessura foram corados em azul de
toluidina/borato de sédio a 1% e analisados. O peso testicular dos animais tratados com
Smg/kg foi maior 13% do que o observado nos animais tratados com a maior dose
(P<0,05). O ndimero de células de Sertoli por secc¢do transversal sofreu reducdo
significativa nos grupos tratados com Smg/kg e 10mg/kg em relacdo aos grupos
controle e tratado com 1mg/kg (P<0,05). O indice de célula de Sertoli (ICS) aumentou
significativamente os animais tratados com Smg/kg em comparacdo ao grupo controle
(P<0,05). De acordo com os resultados, a utilizagdo da pentoxifilina durante o periodo
critico do desenvolvimento testicular ndo foi capaz de induzir aumento na populacio
das células de Sertoli. Por conseguinte, o uso deste farmaco para aumentar a producio
espermadtica e a eficiéncia da espermatogé€nese em ratos adultos mostrou-se inviavel.

Palavras-chave: Testiculo, células de Sertoli, producio espermadtica, espermatogénese,
rato.
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ABSTRACT

It was objectified to use increasing doses of pentoxifylline on the critical period of the
testicular development of Wistar rats, aiming to keep high levels of AMPc in the
Sertoli cells and to increase the sperm production in the adult rats. There were used 37
neonate Wistar rats, which were submitted to many treatments during first 21 days of
life, according to experimental groups: control (n=10), Img/kg (n=10), Smg/kg (n=9)
and 10mg/kg (n=8) of pentoxifylline. The animal weight was obtained daily, in this
period, on the control and treated groups. At 90 days of the experimental period, the
rats of each group were submitted to anesthesia and intracardiac perfusion. Later, the
testis, epididimes and seminal vesicle were removed and weighted. The testis were
fragmented (2mm) and put in perfusion solution. For studies with light microscope, the
fragments were processed routinely for inclusion in plastic resin with glycol
methacrylate. Histologic cuts (4 um) were stained in blue of toluidine/borate of
sodium (1%) and analyzed. The testis weight of animals treated with Smg/kg was
higher (13%) than those observed in the animals treated with biggest dose (P<0,05).
The number of Sertoli cell per transversal section had significant reduction in the
groups treated with 5mg/kg and 10mg/kg when compared to control and 1mg/kg
groups (P<0,05). The index of Sertoli cell (ICS) significantly increased in the animals
treated with Smg/kg in comparison to the control group (P<0,05). In accordance with
the results, the use of the pentoxifylline during the critical period of the neonatal testis
development in Wistar rats was not capable to induce increase in the population of
Sertoli cells. Therefore, the use of this substance revealed impracticable to increase the
sperm production and the efficiency of spermatogenesis in adult rats.

Keywords: Testis, Sertoli cells, sperm production, spermatogenesis, rat.

1 Introducao

A ontogénese das células germinativas estd associada com o desenvolvimento
das células de Leydig e Sertoli, as quais possuem um papel importante no
funcionamento apropriado do sistema reprodutor dos machos (DADUONI e
DEMUOLIN, 1993; FRANCA e RUSSELL, 1998). O crescimento das populacdes das
células de Sertoli e células germinativas ocorre em diferentes periodos do
desenvolvimento testicular, com momentos distintos para cada populacdo celular,
sendo que a maior expansdo da populacdo de células de Sertoli ocorre durante o
periodo perinatal, seguido de um rapido declinio ap6s o nascimento (ORTH, 1982).

O numero de células de Sertoli € estabelecido durante o periodo pré-puibere
determinando, desta forma, o tamanho final do testiculo e a produgdo espermatica
diaria em animais sexualmente maduros (FRANCA et al., 2000). O periodo neonatal €,

portanto, o de maior importincia para o desenvolvimento normal da espermatogénese

em adultos e a producdo normal do nidmero de células germinativas depende do
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tamanho da populacdo de células de Sertoli no final do periodo perinatal. (ORTH,
1982; ORTH et al., 1988;).

O FSH (Hormonio Foliculo Estimulante) é o principal agente mitogénico
responsédvel pela proliferacdo das células de Sertoli (ORTH, 1982; ORTH, 1984;
ALMIRON e CHEMES, 1988;); portanto, niveis adequados deste hormdnio sio
necessdrios para o estabelecimento do tamanho final do testiculo e a producgdo
espermatica, uma vez que estas varidveis sao controladas pela populacdo de células de
Sertoli durante o periodo critico do desenvolvimento testicular (ORTH, 1988; ORTH,
1993).

Nas células de Sertoli, o FSH se liga a receptores transmembrana, os quais
sofrem mudangas conformacionais que alteram a sua face intracelular, permitindo-o
interagir com proteinas de ligacdo, denominadas proteinas G. Estas proteinas, quando
ativadas, estimulam outras proteinas, como adenilatociclase ou guanilatociclase na face
interna da membrana, que produzem aumento nas concentracdes de AMPc (Adenosina
Monofosfato ciclica) ou GMPc (Guanosina Monofosfato ciclica). Uma vez
aumentados, estes segundo mensageiros intracelulares ativam proteinaquinases, que
auxiliam a fosforilagdo de proteinas. A resposta celular especifica depende do tipo de
proteina fosforilada (HUHTANIEMI e TOPPARI, 1998). Na célula de Sertoli
neonatal, o aumento intracelular do AMPc pode estimular o processo proliferativo
deste tipo celular (SILVA JUNIOR, 2006).

A pentoxifilina, derivada de metilxantina, € um inibidor inespecifico das
fosfodiesterases largamente prescrito nas desordens vasculares caracterizadas por
deficiéncia na microcirculagdo regional (SALAM et al., 2003; OCHIALI et al., 2004).

As fosfodiesterases (PDE’s) sdo enzimas que controlam a concentragdo
intracelular de AMP ciclico e GMP ciclico (CONTI et al., 1995; CONTI, 2000). No
testiculo de humanos e ratos existem quatro genes pertencentes a familia dos CaM-
PDE’s (Fosfodiesterases Calcio-Calmodulina Dependentes), os quais sdo capazes de
promover a hidrélise do AMPc com alta afinidade, sendo, portanto, esperado que a
ativacdo da enzima cdlcio dependente possa ter maior impacto nos niveis de AMPc
intracelular (CONTI et al., 1995; POLSON e STRADA, 1996).

A inibi¢do de PDE deve ser utilizada para aumentar a estimulagdo hormonal. O
tratamento de foliculos ovarianos com inibidores de PDE4 causa maturagdo de odcito
e ovulacdo, imitando os efeitos do LH. Isto mostra que € possivel utilizar esses

inibidores para potencializar o efeito de gonadotrofinas no ovdrio. Contrariamente,
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inibidores de PDE3 sdo considerados bloqueadores de maturacido de odcitos, afetando
células da granulosa, demonstrando novas estratégias contraceptivas (CONTI, 2000).

Estudos in vitro indicaram que a pentoxifilina aumentou as concentracdes de
AMPc intracelular através da inibi¢do da fosfodiesterase (NEGRI et al., 1996;
ESTEVES et al., 1998; TESARIK et al., 2000; STANIC et al., 2002), simulando os
efeitos do FSH na diferenciacdo e na sobrevivéncia de células germinativas in vitro e
na capacidade de suporte das células de Sertoli em relacdo as células germinativas
(TESARIK et al., 2000).

O presente experimento teve por objetivo utilizar doses crescentes de um inibidor
inespecifico de PDE, a pentoxifilina, no periodo critico do desenvolvimento testicular
de ratos, visando manter elevado os niveis de AMPc no principal tipo celular em
proliferacdo, as células de Sertoli. Consequentemente objetivou-se, também, aumentar

a produgdo espermatica no individuo adulto.

2 Material e Métodos

Foram utilizados 37 ratos neonatos Wistar (Rartus norvegicus, var. albinus)
pertencentes ao biotério da Area de Fisiologia do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal/Universidade Federal Rural de Pernambuco, os quais foram
mantidos juntos com as maes, na temperatura 23 £ 1 °C, em ciclo claro-escuro de 12
horas. Agua e racdo comercial foram oferecidos ad libitum até o final do experimento.
Os ratos neonatos foram escolhidos por amostragem nao probabilistica de
conveniéncia e submetidos aos diversos tratamentos, de acordo com o grupo
experimental: controle (n=10), Img/kg (n=10), Smg/kg (n=9) e 10mg/kg (n=8) de
pentoxifilina (A Férmula, Brasil).

Os tratamentos foram realizados durante os primeiros 21 dias pds-natal. A
pesagem dos animais foi realizada diariamente, neste periodo, nos grupos controle e
tratados, para acompanhamento da curva de crescimento corporal e calculo das doses
de pentoxifilina, administradas via intraperitoneal. Aos 90 dias do periodo
experimental, os ratos de cada grupo foram heparinizados (125 UI/100g de peso
corporal) e anestesiados por injec@o intraperitonial de Tiopental sédico (30mg/kg;
ROCHE, Brasil), e submetidos a perfusao intracardiaca com solugdo fisiolégica de

NaCl a 0,9%, acrescida de heparina sodica (500 UI/L; AKZO ORGANON TEKNIKA,
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Brasil) e nitroprussiato (100mg/L; SIGMA, U.S.A.), por um periodo de tempo entre 5
e 10 minutos. Apds a lavagem do sistema vascular, os animais foram perfundidos com
solucdo fixadora de glutaraldeido (VETEC, Brasil) a 4%, em tampao fosfato de sédio,
pH 7,2 e 0,01M, durante 25 minutos.

Ap6s a perfusdo com solugdo fixadora foram removidos e pesados: testiculos,
epididimos e glandula vesicular. Os testiculos foram seccionados em fragmentos de até
2 mm de espessura e submetidos a refixacdo na mesma solugéo de perfusdo. Para os
estudos ao microscépio de luz, os fragmentos foram processados rotineiramente para
inclusdo em resina plastica a base de glicol metacrilato (LEICA, Germany). Cortes
histolégicos de 4 pm de espessura foram corados em azul de toluidina/borato de sédio
a 1% e analisados.

O didmetro tubular e a altura do epitélio foram medidas em aumento de 100X
usando reticulo micrométrico linear (10mm/100 — Olympus, Japan) calibrado com um
micrdmetro padrdao. O didmetro tubular médio para cada rato foi obtido a partir da
mensuracido de quinze tdbulos, em diversos estdgios do ciclo do epitélio seminifero,
escolhidos aleatoriamente, com perfis redondos ou arredondados. A altura do epitélio
foi obtida nos mesmos tibulos utilizados para determinar o didmetro tubular. Para tal,
tomaram-se duas medidas diametralmente opostas, tendo como referéncia a tdnica
propria e o limite entre o lume e epitélio germinativo determinando-se, desta forma, a
altura média do epitélio seminifero.

Os dados volumétricos da composi¢do do parénquima testicular foram obtidos
usando contagem de pontos por alocacdo sistemdtica de graticula micrométrica
(Olympus, Japan) com 441 pontos de intersec¢do sobre a preparacdo histologica de
testiculo em aumento de 400X. Quinze campos foram contabilizados aleatoriamente
somando um total de 6615 pontos para cada animal.

O testiculo € dividido em dois compartimentos, tubular e intertubular ou
intersticial. Do primeiro foram avaliados a tinica prépria, o epitélio seminifero e o
lume; enquanto no segundo foram investigados as células de Leydig, células e fibras
do tecido conjuntivo, vasos sangiiineos e linfaticos. Como a densidade do testiculo é
em torno de 1,03 a 1,04 (FRANCA, 1991), o peso do testiculo foi considerado igual ao
seu volume.

O volume de cada componente do testiculo, expresso em pL foi estabelecido 4

partir do produto entre a densidade volumétrica dos constituintes testiculares (%) e o
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peso liquido do testiculo (mg). O valor deste dltimo foi obtido pela subtragdo 6,5% da
albuginea do peso testicular bruto (RUSSEL e FRANCA, 1995).

O comprimento total dos tibulos seminiferos (CT) por testiculo expresso em
metros foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tubulos
seminiferos no testiculo e do didmetro tubular médio obtido para cada animal. A
seguinte férmula foi empregada: CT=VTS/aR?, onde VTS = Volume total de tibulos
seminiferos; 7R’ = Area da seccdo transversal dos tibulos seminiferos (R = didmetro
tubular/2) (ATTAL e COUROT, 1963; DORST e SAJONSKI 1974).

A estimativa dos diferentes tipos celulares que compdem o epitélio seminifero
no estadio sete do ciclo, classificado de acordo com o método acrossdémico (RUSSELL
et al., 1990) foi feita a partir de contagens dos niicleos das células germinativas e de
nucléolos das células de Sertoli. Nestas contagens, foram utilizadas cinco seccdes
transversais de tibulos seminiferos para cada animal. Os niucleos dos seguintes tipos
celulares foram contados: espermatdcitos I, na fase de pré-leptéteno/ leptéteno (SPT 1
PI/L);espermatdcitos I, na fase de paquiteno (SPT I P); espermatides arredondadas

(SPD Ar); nucléolo de células de Sertoli.

Com exce¢do dos nicleos das células de Sertoli, as contagens obtidas foram
corrigidas para o didmetro nuclear e espessura do corte histoldgico, utilizando-se a

seguinte formula de Abercrombie (1946) modificada por Amann e Almiquist (1962):

Espessura do corte

Numero corrigido = contagem obtida x

Espessura do corte +\/ (MO - <M2>
2 4

O diametro nuclear médio (DM) representa a média das medidas dos didmetros
de 10 ndcleos do tipo celular estudado, para cada animal. Os didmetros nucleares
foram medidos com o auxilio de reticulo micrométrico linear (10mm/100; Olympus,
Japan) adaptado a uma das oculares de 10x e acoplado a objetiva de 100x, propiciando
aumento final de 1000x. No caso das espermatogénias do tipo A que apresentam
nucleos ovdides, o valor utilizado foi aquele obtido pela média entre didmetro nuclear
maior e menor. Os nimeros de células de Sertoli foram corrigidos para o didmetro
nucleolar e a espessura do corte histologico; em virtude disto, contabilizaram-se
exclusivamente células de Sertoli com nucléolo visivel, o que proporcionou aplicacido

da mesma formula citada anteriormente.
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A populagdo total de células de Sertoli por testiculo foi obtida a partir do
nimero corrigido de nucléolos de células de Sertoli por sec¢do transversal de tibulo
seminifero no estddio VII e do comprimento total de tibulos seminiferos por testiculo,
segundo a férmula empregada por Hochereau-de Reviers e Lincoln (1978): Nimero de
células de Sertoli por testiculo= [Comprimento total de tibulos Seminiferos (um) X
Numero corrigido de nucléolos de células de Sertoli por sec¢do transversal]/ Espessura
do corte (um).

A produgdo espermadtica didria por testiculo e por grama de testiculo foi obtida
de acordo com Rocha et al. (1999) e Silva Junior et al. (2006): PED = N° Total de
células de Sertoli por testiculo X proporcao de espermatides redondas no estdgio VII x
estagio VII com freqiiéncia relativa / duracdo do estdgio (dias).

Os dados biométricos e histométricos foram expressos em média = desvio
padrdo. Foram realizadas as andlises de variincia entre os grupos (ANOVA) e o teste

de Tukey, com nivel de significancia de p<0,05.

3 Resultados e Discussao

O desenvolvimento ponderal de ratos Wistar controle e tratados com diferentes
doses de pentoxifilina do nascimento ao 21° dia pds-natal encontram-se na Tabela 1.
De acordo com os resultados, s6 foram observadas alteracdes estatisticamente
significativas em dias isolados entre os grupos experimentais durante 21dias pds-natal.

No primeiro dia do periodo experimental, o grupo tratado com 10mg/kg
apresentava peso corporal superior aos demais grupos (p<0,05). Por outro lado, 13 dias
apds os animais deste grupo evidenciaram redugdo de peso corporal em relacdo ao
grupo controle (p<0,05), o que ndo se verificou com os demais grupos que receberam 1
e Smg/kg de pentoxifilina via intraperitoneal (Tabela 1).

No décimo quarto dia pds-natal observou-se reducdo do peso corporal nos
animais tratados com 10mg/kg, quando comparados aos do grupo que receberam a
menor dosagem de pentoxifilina (p<0,05). Entretanto, ndo se verificou diferenca
significativa entre os demais grupos.

O peso corporal dos animais que receberam a dose de 1mg/kg de pentoxifilina

aumentou em relag@o ao grupo controle no 19° dia pds-natal (p<0,05) (Tabela 1).
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Tabela 1. Desenvolvimento ponderal de ratos Wistar controles e tratados com diferentes doses de
pentoxifilina do nascimento aos 21dias pés-natal (Média + desvio padrio)

Controle

1 mg/Kg

Grupos Experimentais

5 mg/Kg

10 mg/Kg

Dia (n=10) (n=10) (n=9) (n=8) P
1 7,60 £0,57a 7,89 + 0,96a 7,66 +0,67a 9,09+ 1,03b  0,0022
2 8,87 £ 0,64 9,27 + 1,89 9,32 +0,90 10,14+0,79  0,1819
3 10,56 + 0,76 10,75 + 2,66 10,93 + 1,04 11,67+1,00  0,5080
4 12,60 + 0,56 12,49 +2,53 12,66 + 1,21 13,01 + 1,11 0,9100
5 14,41 + 1,00 14,87 +3,54 14,57 £ 1,21 1540+1,08 07737
6 16,29 + 1,10 17,22 + 3,98 16,89 + 1,47 17,34+130  0,6220
7 18,85 + 0,58 19,68 + 3,96 18,78 + 1,31 1941123  0,7890
8 20,93 + 0,74 22,16 +4,16 20,97 + 1,69 20,80+ 1,00  0,5778
9 22,75 +1,23 24,41 4,14 23,50 +2,21 21,62+1,85  0,1698
10 24,81 %149 27,11 £4,53 25,58 +2,29 23,75+2,65  0,1278
11 2732+1,63 29,21 + 4,47 27,56 + 1,96 26,18 2,16  0,1737
12 29,48 +£2,08 31,76 + 4,34 29,11 2,71 28,37+2,06  0,1071
13 3225+1,88a 34,72 £ 5,01ab 31,64 + 3,37ab 29,88 £2,34b  0,0395
14 34,19+2,18ab 37,57 £5,17a 34,00 + 3,15ab 32,63+1,88b  0,0260
15 36,15+2,54 39,83 +5,55 36,36 + 3,65 34,88+2,56  0,0517
16 38,36 +2,68 42,27 +542 38,62 + 4,11 3749+240  0,0565
17 40,77 £2,80 44,65 + 5,70 40,73 + 3,16 41,48 +271 0,0989
18 4320+348 4731 +6,37 43,10 + 3,04 4567+238  0,1007
19 45,59 +3,70a 50,84 +7,85b 45,14 + 2,60ab 50,04 £2,75ab  0,0281
20 49,65 +4,87 54,68 + 8,53 48,57 +2,04 52,52+287  0,0655
21  53,11+385 58,69 + 9,02 53,40 + 2,03 56,75 +3,06  0,0850

Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.

O desenvolvimento ponderal entre o 28° e 90° dia pds-natal estd representado
na Tabela 2. No quadragésimo nono dia observou-se reducdo de peso corporal nos
animais tratados com 1mg/kg de pentoxifilina em relagdo ao grupo controle (p<0,05).
Enquanto no sexagésimo terceiro dia, o grupo tratado com 10mg/kg apresentou
reducdo no peso corporal em relagdo ao controle (p<0,05).

De acordo com os resultados de desenvolvimento corporal, durante o periodo
em que os animais neonatos receberam aplicacdes didrias de pentoxifilina,
aparentemente, ndo se observou influéncia deste inibidor inespecifico de PDE’s sobre
ganho de peso, como também, nenhuma diferenga significativa ficou caracterizada no
periodo subseqiiente, compreendido entre o final da aplicagdo do farmaco e o 90° dia
de vida. Por outro lado, com raras excecoes, a inibicdo farmacoldgica da atividade das
PDE's resulta em aumento da sinalizacdo através via AMPc-dependente, um efeito que
mimetiza a estimulacdo por horménios e neurotransmissores. Entretanto, a disrupcio
do sistema de inativagdo do AMPc pelas PDE’s pode prejudicar a homeostase e a

diferenciacdo celular (THOMPSON, 1993). De acordo com Jim et al. (1999),
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camundongos deficientes de PED4D apresentaram decréscimo de 30 a 40% no peso
corporal entre a 1* e 2* semanas apds o nascimento. A taxa de crescimento retornou ao
normal apés duas semanas, contudo, o peso dos camundongos adultos continuou
abaixo do normal. Desordens metabdlicas relacionadas a septicemias possuem
sintomas como perda de peso corporal, perda de massa muscular e sintese protéica
hepética aguda que estdo relacionadas com o TNFa (Fator de crescimento tumoral a),
uma citocina pré-inflamatéria (BREUILLE et al., 1993; BATCHELDER e MAYOSI,
2005). A utilizacdo da pentoxifilina em animais com septicemia promoveu diminuicao
da anorexia, perda de peso e massa muscular devido a inibi¢do desta citocina nas
concentracdes plasmaticas (BREUILLE et al., 1999).

Até o momento, pelo menos 20 genes para PDE e quase 50 tipos de proteinas
distintas para PDE’s foram descritas em células de mamiferos (CONTI, 2000). Estas
isoenzimas sdo caracterizadas por suas diferencas bioquimicas e propriedades
cinéticas, localizacdo subcelular e mecanismos de regulacdo. Entretanto, as razdes
pelas quais uma célula necessita de expressdo de uma grande variedade de PDE’s com
sobreposicdes de funcdo ainda ndao foram completamente compreendidas (JIM et al.,
1999). Esta diversidade de PDE’s e as provaveis diferencas entre espécies pode estar
relacionada aos resultados encontrados no presente experimento, no que se refere a
auséncia de alteracdes marcantes no peso corporal, em virtude da utilizagdo do inibidor
inespecifico para estas enzimas.

Parametros biométricos aos 90 dias, tais como: peso corporal, testicular,
epididimario, da glandula vesicular e indice gonadossomatico (IGS) estdo evidenciados
na Tabela 3.

Tabela 2. Desenvolvimento ponderal de ratos Wistar controles e tratados com diferentes doses de
Pentoxifilina dos 28dias aos 90 dias pés-natal (Média + desvio padrio)

Controle 1 mg/Kg 5 mg/Kg 10 mg/Kg P
Dias (n=10) (n=10) (n=9) (n=8)
28 81,75 £ 14,71 90,46 + 16,90 104,82 + 24,56 88,36 £ 20,22 0,0860
35 104,19 £23,28 92,38 £ 10,28 97,45 £5,50 99,02 + 5,62 0,3116
42 133,78 £23,29 119,78 + 13,76 122,33 +7,03 114,95 + 11,18 0,0763
49 172,56 £22,19a 150,02 + 16,66b 156,74 £ 12,35ab 151,54 + 12,54ab 0,0214
56 208,02 £28,17 188,59 + 17,70 191,60 + 10,80 187,56 + 7,88 0,0717
63 24598 £27,77a 222,05 + 19,39ab 221,93 +18,78ab 214,62 £ 5,58b 0,0107
70 272,52 +18,18 257,26 + 31,19 262,25 +20,28 260,13 + 17,23 0,4825
77 296,46 + 32,53 285,02 £31,21 277,94 +£31,33 292,36 £ 4,77 0,5131
84  333,77+27,16 328,83 £ 39,46 338,03 £ 33,83 313,63 + 36,83 0,4946
90 359,3 £22,6 362,6 £45,5 388,9 £31,5 367,9 +£29,1 0,2434

Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Tabela 3. Pardmetros biométricos de ratos Wistar controles e tratados com diferentes doses de
pentoxifilina aos 90 dias de idade (Média + desvio padrdo)

Grupos Experimentais

Parametros Controle 1mg/kg Smg/kg 10mg/kg

(n=10) (n=10) (n=9) (n=8) P
Peso Corporal (g) 359,3+22,6 362,6 £45,5 388,9+31,5 367,9 £ 29,1 0,2434
Peso Testicular (g) 1,66 + 0,10ab 1,69 +0,07ab  1,79+0,11a 1,57 +0,17b  0,0058
Epididimo (g) 0,57 £ 0,04 0,57 £ 0,04 0,62 +£0,13 0,55 £ 0,04 0,2104
Vesicula Seminal (g) 1,23 £ 0,26a 1,38 £0,23a 1,66 £ 0,18b 1,40 + 0,16ab 0,0013
IGS 0,46 £ 0,04 0,47 £ 0,05 0,46 £ 0,05 0,43 +£0,07 0,4417

Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05; IGS (%) = Indice Gonadossomatico.

O peso testicular dos animais tratados com Smg/kg foi 13,3% maior do que o
observado nos animais tratados com a maior dose (10mg/kg). Apesar do aumento de
7,3% do peso testicular dos animais tratados com Smg/kg em relagdo ao controle, ndo
se observou significincia neste resultado (p<0,05). De acordo com Franca e Russell
(1998), o peso testicular é altamente correlacionado com a produgdo espermatica. Esta,
por sua vez, possui relagdo direta com eventos decorridos durante o periodo critico de
desenvolvimento testicular em ratos (ORTH, 1982; ORTH et al., 1988). Portanto,
mudangas experimentais induzidas durante este periodo podem aumentar ou diminuir o
peso testicular e, consequentemente, a producdo espermatica (SILVA JUNIOR, 2000).

Até o momento, a administracdo da pentoxifilina durante o periodo critico do
desenvolvimento testicular ndo havia sido utilizada como metodologia para aumentar o
peso dessa gonada. Neste trabalho, a dose de Smg/Kg parece ter sido a mais adequada
para obtencdo do aumento do peso testicular, visto que a maior dose produziu efeito
contrdrio ao que era esperado, muito embora ndo tenha havido diferenga estatistica
entre os grupos tratados e o controle.

A glandula vesicular dos animais do grupo de 5mg/kg apresentou aumento de
17,0% e 26,0% no seu peso em relacdo ao grupo 1mg/kg e controle, respectivamente
(p<0,05). Esta glandula sexual acesséria tem origem nos ductos de Wolff e seu
crescimento, assim como diferenciacdo, sdo estimulados pela testosterona fetal. A
atividade desta glandula no individuo adulto possui intima correlagio com as
concentragcdes de andrégenos, principalmente a testosterona testicular, uma vez que a
orquiectomia ou drogas com atividades farmacolédgicas anti-androgénicas promovem
atrofia das glandulas sexuais acessérias (NERI, 1989; LUKE e COFFEY, 1994;
TUCKER e JONES, 1996; ISWARAN et al., 1997). Por outro lado, o aumento das
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concentracdes séricas de testosterona e androgenos de outras fontes podem produzir
hiperplasia ou hipertrofia de glandulas sexuais acessorias (BRUENGGER et al., 1986,
MCGINNIS et al., 2002).

A capacidade secretora de testosterona nao estd correlacionada com o nimero
de células de Leydig por grama de testiculo, volume de vasos sangiiineos, forma
alongada das células ou macréfagos, mas com o volume destas células e com o seu
nimero por testiculo (SILVA JUNIOR, 2000). Neste trabalho, as diferentes doses de
pentoxifilina ndo produziram alteragcdes no volume total de células de Leydig,
entretanto verificou-se tendéncia a reducdo deste pardmetro nos animais tratados com
Smg/kg. Sabendo-se da relagdo andrégeno-dependente da glandula vesicular, é
provavel que o aumento do peso deste 6rgdo esteja também relacionado a capacidade
produtora de testosterona nos animais tratados no periodo neonatal com a dose
intermedidria da pentoxifilina.

A volumetria do parénquima testicular expressa em pL estd evidenciada na
Tabela 4. O peso liquido testicular teve redugdo significativa no grupo tratado com 10
mg/kg em relacdo ao grupo tratado com 5Smg/kg, contudo em nenhum dos grupos
tratados com pentoxifilina constatou-se relacio de significincia com o controle.

No experimento realizado constatou-se aumento no volume de tdbulo
seminifero e do epitélio seminifero no grupo de Smg/kg em relacdo ao controle e

10mg/kg (Tabela 4).

Tabela 4. Peso liquido do testiculo (ul), pardmetros volumétricos do parénquima testicular (ul) de ratos
Wistar controles e tratados com diferentes doses de pentoxifilina aos 90 dias de idade

(Média * desvio padrio)
Grupos Experimentais
R Controle 1mg/kg Smg/kg 10mg/kg P
Parametros (n=10) (n=10) (n=9) (n=8)
Peso Liquido 1562,4 £107,19ab  1581,6 £70,94ab  1677,1 £ 103,68a 1473,0 £ 163,39b  0,0079
Tudbulo
Seminifero 1269,8 £79,03a 1294,5 £ 64,53abc  1411,7 £102,46b  1209,9 + 181,53ac  0,0056
Epitélio
Seminifero 1103,5 £85,82a 1103,2 £107,52ab  1254,7 £93,33b 1044,8 £ 157,39ac ~ 0,0031
Lume 89,60 + 41,69 122,40 £79,34 89,33 +£23,91 99,87 £ 43,77 0,4684
Tunica Prépria 76,80 £ 16,58 69,20 £ 15,03 68,00 = 11,06 65,12 £ 6,24 0,2823
Leydig 34,00+ 7,21 31,90 £5,99 28,89 + 7,44 32,25 +2,05 0,3628
Conjuntivo 36,70 + 7,86a 29,60 £ 4,88ab 24,67 + 6,65b 27,87 £6,01b 0,0024
Vaso Sanguineo 62,40 = 3,56a 59,20 £ 6,81ab 59,89 +741a 50,50 +9,35b 0,0072
Espaco Linfatico 191,30 £ 39,59 197,20 £51,28 176,67 = 59,43 180,00 £ 48,61 0,7941

Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Os tidbulos seminiferos sdo constituidos por tinica propria (células midides e
membrana basal), epitélio germinativo ou seminifero e lume tubular (KARL e CAPEL,
1998). O compartimento tubular constitui a maior parte do testiculo, ocupando na
maioria dos mamiferos de 70,0 a 90,0% da area, bem como o volume de tibulos
seminiferos tem correlagdo direta com parametros testiculares, como comprimento
tubular, producdo espermdtica e populacdo de células de Sertoli (FRANCA e
RUSSELL, 1998). Portanto, neste trabalho pode-se constatar que Smg/kg de
pentoxifilina administradas durante o periodo critico do desenvolvimento testicular
influenciaram positivamente a densidade volumétrica (%) e no volume de tibulos
seminiferos (p<0,05). Por outro lado, a dose de 10mg/kg mostrou-se ineficiente para
modificar os pardmetros descritos anteriormente.

O volume do parénquima testicular alocado ao tecido conjuntivo sofreu redugao
em todos os grupos tratados, entretanto somente nos grupos de 5 e 10mg/kg de
pentoxifilina houve diferenca significativa (p<0,05) (Tabela 4).

Na volumetria dos vasos sangiiineos do grupo de 10mg/kg, observou-se
reducdo em relacdo ao grupo controle e Smg/Kg (p<0,05). A mesma tendéncia foi
verificada nos animais do grupo com 1mg/kg, todavia esta reducdo ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

No presente experimento contabilizou-se células do estigio VII do ciclo do
epitélio seminifero, presentes em tibulos seminiferos com perfil mais arredondado.
Neste estigio estdo presentes espermatogdnias A, espermatocitos I em fase de pré-
leptéteno, espermatdcitos I em fase de paquiteno, espermatides arredondadas e
espermadtides alongadas préximas do lume. Na Tabela 5 estdo expressos os valores

numéricos médios destes tipos celulares nos grupos experimentais.

Tabela 5. Populagdo celular por secgdo transversal de tibulo seminifero no estdgio VII do Ciclo do Epitélio
Seminifero (CES) de ratos Wistar controles e tratados com diferentes doses de pentoxifilina aos

90 dias de idade (Média * desvio padrdo)

Grupos Experimentais

Controle 1mg/kg Smg/kg 10mg/kg |

Parametros (n=10) (n=10) (n=9) (n=8)

Espermatog6nia 0,55 +£0,22 0,46 £ 0,15 0,46 £ 0,20 0,45+0,12 0,5672
Nucléolo Cel.Sertoli 9,10+ 1,03a 8,92+ 0,94a 7,46 = 1,05b 7,69 £0,65b  0,0007
Pré-leptéteno 25,81+2,35 24,29 + 3,39 25,73+ 3,48 25,44+ 1,84 0,6271
Paquiteno 27,85+ 1,13 27,28 £ 1,20 25,49+ 2,10 26,46 + 3,02 0,0695
iSperma“de 6244+331ab  6388+19la  59,78+212ab  5927+572b 0,023

rredondada

Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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O numero de células de Sertoli por seccdo transversal de tibulo seminifero
(nucléolo de célula de Sertoli) sofreu reducdo significativa nos grupos tratados com
Smg/kg e 10mg/kg em relacdo aos grupos controle e tratado com lmg/kg (p<0,05)
(Tabela 5). Por outro lado, outros métodos para aumentar a produgdo espermatica,
como o FSH isoladamente ou em associacdo com testosterona administrados em
macacos pré-piberes promoveu o aumento numérico de células de Sertoli por sec¢cdo
transversal de tdbulo seminifero (ARSLAN et al., 1993). Entretanto, a administracdo
pré-natal de etinil-estradiol em fémeas do 11° ao 17° dia de gestagdo reduziu a
populagdo de células de Sertoli por seccdo transversal de tibulo seminifero no testiculo
de camundongos neonatos, provavelmente devido ao desequilibrio na concentragdo de
hormdnios gonadotréficos durante a gestacdo (YASUDA et al., 1985).

A utilizacdo de pentoxifilina no periodo neonatal teve como proposta,
amplificar o efeito do FSH sobre as células de Sertoli através da inibicdo da PDE3 e 4
presentes nestas células (SWINNEN et al., 1991), produzindo aumento deste tipo
celular por seccao transversal ou ao longo do tibulo seminifero. Entretanto, o firmaco
teve efeito contrario ao esperado, reduzindo o ndmero destas células por secgdo
transversal. Segundo Jin et al. (1999), a manipulagio farmacoldgica das
fosfodiesterases in vivo pode alterar a diferenciacdo e a homeostase celular, o que
produziria mais perda do que ganho funcional. Esta afirmacio pode servir de suporte
para justificar a reducéo na populagdo de células de Sertoli por sec¢do transversal de
tibulo seminifero observado neste trabalho.

As espermatides arredondadas por seccdo transversal apresentaram reducio
numérica significativa no grupo tratado com 10mg/kg quando comparadas aquelas
observadas nos animais tratados com 1mg/kg (p<0,05) (Tabela 5).

Na Tabela 6 estdo evidenciados parimetros biométricos do parénquima
testicular, populacdo de células de Sertoli, producdo espermdtica didria por testiculo
(PED) e por grama de testiculo (PED/g) de ratos Wistar controles e tratados com
diferentes doses de pentoxifilina aos 90 dias de idade.

O Indice de célula de Sertoli (ICS) apresentou diferenca significativa entre os
animais tratados com 5mg/kg e o grupo controle (p<0,05). Este reflete a eficiéncia
funcional desta célula, como também a eficiéncia da producdo espermética por unidade
de drea de tubulos seminiferos, expressa pela relagdo entre o nimero de esperméatides

alongadas, suportadas pelas células de Sertoli (RUSSELL e PETERSON, 1984;
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SINHA-HIKIN et al., 1989). Este aumento pode ser justificado nos animais do grupo
tratado com Smg/kg devido a redugdo significativa no nimero de células de Sertoli por
seccdo transversal, no mesmo grupo. Além disso, a manutencio do nimero de
espermdtides arredondadas neste grupo em relacdo ao controle também justifica o

aumento na capacidade de suporte das células de Sertoli.

Tabela 6. Peso liquido do testiculo, pardmetros biométricos do parénquima testicular (um), populacio
de células de Sertoli, produg@o espermdtica didria por testiculo (PED) e por grama de
testiculo (PED/g) em ratos Wistar controles e tratados com diferentes doses de pentoxifilina
aos 90 dias de idade. (Média * desvio padrio)

Grupos Experimentais

R Controle 1mg/kg Smg/kg 10mg/kg
Parametros (n=10) (n=10) (n=9) (n=8) P
Peso Liquido do
Testiculo (mg) 1562,4 +107,2ab  1581,6 +70,9ab  1677,1 +103,7a  1473,0+163,4b  0,0079
Diametro Tubular (um)  305,1 £19,7 298,7 +26,4 300,7 £ 25,6 303,2+29,3 0,9457
Altura do Epitélio (um) 89,8 £6,9 88,0+7,6 91,7+12,0 93,3+8,5 0,6223
Sertoli/seccdo
transversal de TS 9,1t£1,0a 8,9 £0,9a 7,5+ 1,0b 7,7x0,6b 0,0007
SPDAr/seccdo
transversal 62,4 +33ab 639+ 19a 59,8 £2,1ab 59,3+5,7b 0,0223
ICS 6,9 +0,8a 7,2 £ 0,9ab 8,0+ 1,0b 7,7+ 0,8ab 0,0450
Comprimento Total de
TS (m) 17,8+2,7 18,8+29 20,2+3,6 17,0+34 0,1826
Pop. Cel. Sertoli (x107) 40+0,8 4,105 38%£1,0 33%+0,8 0,1365
PED/Testiculo (x10°%) 20,8 3,3 22,5140 224142 18,8+4,2 0,1993
PED/g/Testiculo (x10% 132+1,7 142+£23 133+22 129+29 0,6258

Letras distintas linha indicam p<0,05; TS = Tubulo seminifero;ICS = Indice de célula de Sertoli; SPDar
= espermatide arredondada.

O didmetro tubular e a altura do epitélio seminifero refletem diferentes graus da
atividade do epitélio, ocasionados por influéncia sazonal (ABDEL-RAOUF et al, 1975;
PARREIRA, 1990; SINHA HIKIN et al., 1991; RUSSELL et al., 1994; MUNOZ et al.,
1998), pelo estabelecimento da puberdade (FRANCA e CARDOSO, 1988; JONES,
1997), ou por efeitos deletérios da idade avancada (WANG et al., 1993; PAULA e
CARDOSO, 1994; NIPKEN e WROBEL, 1997), de drogas bociogénicas (VAN
HAASTER et al., 1992; HESS et al., 1993; COOKE et al., 1994; MEISAMI et al.,
1994; KIRBY et al.,, 1996) e de hormdnios gonadotréficos endégenos e exdgenos
(PUTRA e BLACKSHAW, 1985; KOSCO et al., 1989, SWANLUND et al., 1995), o
que os tornam parimetros importantes na avaliagdo quantitativa da espermatogénese,
uma vez que existe correlagdo positiva entre o didmetro tubular e a atividade
espermatogénica do testiculo (FRANCA e RUSSELL, 1998). De acordo com Franga e

Russell (1998), o diametro tubular médio ndo sofre alteracdo significativa apds o
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estabelecimento da maturidade sexual e permanece aparentemente constante ao longo
dos estddios do ciclo do epitélio seminifero em determinada espécie, mesmo ocorrendo
variagdes expressivas, interespecificas e raciais.

A altura do epitélio seminifero, na maioria de espécies domésticas, apresenta
pequenas variagOes relacionadas a composicdo variada das associa¢des celulares ou a
possiveis alteragdes no volume das células de Sertoli, observada em diferentes estigios
do ciclo do epitélio seminifero (FRANCA e RUSSELL, 1998).

Nos resultados relacionados ao didmetro tubular e a altura do epitélio
seminifero (Tabela 6) ndo se verificou alterag¢do entre os grupos experimentais, quando
comparados ao grupo controle (P>0,05). Por outro lado, a reducdo do nimero de
células de Sertoli por sec¢do transversal do tibulo seminifero nos grupos tratados com
5 e 10 mg/kg poderia acarretar diminui¢do nestes pardmetros. Entretanto, o aumento da
capacidade de suporte das células de Sertoli e a manutencio do nimero de
espermdtides arredondadas, principalmente em relagdo ao controle, manteve a
igualdade entre grupos experimentais, no que se refere ao didmetro e a altura de
epitélio.

Nao foi observado aumento significativo (P>0,05) do comprimento total de
tibulo seminifero nos animais tratados em relacdo ao grupo controle. Este pardmetro
apresenta correlacio direta e significativa com com os pesos bruto e liquido testicular,
volume de tdbulo seminifero e epitélio seminifero, populacdo de célula de Sertoli e
producdo espermatica didaria (FRANCA e RUSSELL, 1998). Por outro lado, é
importante registrar a tendéncia de aumento do comprimento total de tibulos
seminiferos e da producdo espermatica por testiculo nas doses de 1 e Smg/Kg de
pentoxifilina. Os resultados de volume de tibulo e epitélio seminifero observados nos
animais tratados com 5Smg/kg corroboram esta tendéncia observada nos parimetros
citados anteriormente, para este grupo.

O processo espermatogénico em ratos adultos ndo sofreu qualquer mudanga
quantitativa em fun¢do da aplicacdo neonatal da pentoxifilina. Isto se confirmou pela
manuten¢do do rendimento intrinseco da espermatogénese, o qual é determinado pela
producdo espermdtica didria por grama de testiculo (PED/g/t), onde nenhum grupo
diferiu do outro (Tabela 6). De acordo com Franca e Russell (1998), a producgdo
espermadtica didria por grama de testiculo é utilizada como pardmetro de avaliacdo da
eficiéncia da espermatogénese, que pode ser relacionada como menor duracdo da

espermatogé€nese, maior nimero de células de Sertoli por grama de testiculo e maior
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capacidade de suporte da célula de Sertoli, maior densidade volumétrica (%) e volume
dos tiibulos seminiferos no testiculo, maior niimero de gera¢des de espermatogdnias e
menor perda de células germinativas durante a espermatogénese.

O FSH interage especificamente com receptores na membrana da célula de
Sertoli, aumentando os niveis de cAMP e desencadeando o processo de divisdo
mitética destas células (GRISWOLD, 1993; SHARPE, 1994, HUHTANIEMI e
TOPPARI, 1998). A populacido de células de Sertoli em ratos é definida durante o
periodo perinatal e se extende aproximadamente até o 21° dia pds-natal (ORTH, 1984;
ORTH et al., 1988). Neste experimento, a proposta de se utilizar um inibidor
inespecifico de PDE’s visou ampliar a duracfo intracelular dos niveis de AMPc e, por
conseguinte, aumentar a proliferacdo de células de Sertoli. Entretanto, a aplicacdo do
inibidor de fosfodiesterase, a pentoxifilina, em diferentes doses durante os primeiros 21
dias pds-natal em ratos, ndo alterou significativamente a populagdo deste tipo celular.

Segundo Franga et al. (2000) e Silva Junior et al. (2006), o nimero total de
células de Sertoli define quantitativamente a PED/testiculo em um animal adulto.
Portanto, os dados de populacdo de células de Sertoli por testiculo nos demais grupos
deste experimento corroboram os dados obtidos para PED por testiculo e por grama de
testiculo.

De acordo com a histologia qualitativa testicular (Figura 1), foi possivel
observar que o tratamento com diferentes doses de pentoxifilina durante o periodo
critico do desenvolvimento testicular em ratos Wistar ndo produziu qualquer
modificagdo na estrutura do parénquima, no que diz respeito a relagdo entre
compartimento tubular e espaco intersticial. Este resultado corrobora os dados

morfométricos obtidos com a histometria quantitativa testicular.

4 Conclusao

O emprego da pentoxifilina, nas dosagens utilizadas, durante o periodo critico
do desenvolvimento testicular neonatal em ratos Wistar ndo foi capaz de induzir
aumento na populacdo das células de Sertoli. Por conseguinte, o uso deste fairmaco,
nestas dosagens, para aumentar a producdo espermatica e a eficiéncia da

espermatogénese em ratos adultos mostrou-se inviavel.
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Figura 1 — Fotomicrografias do parénquima testicular de ratos Wistar tratados
com diferentes doses de pentoxifilina.

Figura 1a — Parénquima testicular de animais do grupo controle. Tuibulos seminiferos
(TS) em secgdo transversal. Aumento 50X.

Figura 1b — Detalhe do tdbulo seminifero no estigio VII do ciclo do epitélio
seminifero (CES) e espacgo intertubular do grupo controle. TS no estiagio VII; Espaco
intertubular contendo vasos (seta fina) e células de Leydig (seta larga) Aumento 200X.
Figura 1c — Parénquima testicular de animais do grupo tratado com Img/kg de
pentoxifilina. TS em secg¢do transversal. Aumento 50X.

Figura 1d — Detalhe do tibulo seminifero no estidgio VII do ciclo do CES do grupo
tratado com Img/kg de pentoxifilina. Tubulo seminifero no estagio VII; Espaco
intertubular contendo vasos (seta fina) e células de Leydig (seta larga) Aumento 200X.
Figura le — Parénquima testicular de animais do grupo tratado com Smg/kg de
pentoxifilina. TS em sec¢do transversal. Aumento 50X.

Figura 1f — Detalhe do TS no estdagio VII do CES do grupo tratado com 5Smg/kg de
pentoxifilina. TS no estdgio VII; Espaco intertubular contendo vasos (seta fina) e
células de Leydig (seta larga) Aumento 200X.

Figura 1g — Parénquima testicular de animais do grupo tratado com 10mg/kg de
pentoxifilina. TS em sec¢do transversal. Aumento 50X

Figura 1h — Detalhe do TS no estdgio VII do CES do grupo tratado com 10mg/kg de
pentoxifilina. TS no estdgio VII; Espaco intertubular contendo vasos (seta fina) e
células de Leydig (seta larga) Aumento 200X.
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3.2 Efeito da pentoxifilina sobre a producao espermatica, rendimento da
espermatogénese e producao de testosterona em ratos Wistar adultos

MORAES,T.A.P.; JASSET, P.F.; De TORRES, S.M.; MORAES, A.V. De;
SILVA JUNIOR, V.A.; GUERRA, M.M.P.

Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife-PE, Brasil

RESUMO

Objetivou-se utilizar doses crescentes de um inibidor inespecifico de PDE, a
pentoxifilina, visando manter elevados os niveis de AMPc nas células de Sertoli e
Leydig, na tentativa de aumentar o rendimento intrinseco da espermatogénese e
producdo espermadtica no individuo adulto. Foram utilizados 39 ratos Wistar adultos, os
quais foram submetidos aos diversos tratamentos, entre 90 e 150 dias de vida, de
acordo com o grupo experimental: controle (n=9), 15mg/kg (n=10), 30mg/kg (n=10) e
60mg/kg (n=10) de pentoxifilina. A pesagem dos animais foi realizada diariamente,
neste periodo, nos grupos controle e tratados. Aos 150 dias do periodo experimental, os
ratos de cada grupo foram heparinizados e anestesiados e, posteriormente, submetidos
a perfusdo intracardiaca com solucio fisioldgica de NaCl a 0,9%, acrescida de heparina
sodica e nitroprussiato. Apds a lavagem do sistema vascular, os animais foram
perfundidos com solugdo fixadora de glutaraldeido a 4%, em tampao fosfato de sodio,
pH 7,2 e 0,01M. Posteriormente, os testiculos, epididimos e glandula vesicular foram
removidos e pesados. Os testiculos foram seccionados em fragmentos de 2mm e
refixados na mesma solugdo de perfusdo. Para os estudos ao microscépio de luz, os
fragmentos foram processados rotineiramente para inclusdo em resina plastica a base
de glicol metacrilato. Cortes histologicos de 4 um de espessura foram corados em azul
de toluidina/borato de sédio a 1% e analisados. O peso testicular, epididimario e da
glandula vesicular ndo foi alterado. As maiores doses de pentoxifilina promoveram
reducdo no volume do parénquima testicular alocado ao lume dos tibulos seminiferos
e aumentaram a tunica prépria (membrana basal e células midides) destes tibulos
(p<0,05). No compartimento intertubular, as maiores doses deste inibidor de PDE’s
aumentaram o volume de tecido conjuntivo e reduziram o espago linfatico (p<0,05).
Por outro lado, neste mesmo compartimento testicular, nao se verificou alteracdes na
volumetria vascular entre os grupos. A volumetria das células de Leydig aumentou nos
grupos tratados com as doses de 30 e 60mg/kg de pentoxifilina quando comparada com
os animais tratados com a menor dose(p<0,05). O niimero de espermatogdnias A
aumentou nos grupos de 30 e 60mg/kg em relacdo ao controle(p<0,05). As dosagens de
testoterona ndo diferiram entre os grupos(p>0,05). De acordo com os resultados, a
utilizacdo da pentoxifilina durante 60 dias em ratos Wistar adultos ndo foi capaz de
aumentar o rendimento intrinseco da espermatogénese e producdo espermatica.

Palavras-chave: Pentoxifilina, testiculo, células de Sertoli, células de Leydig,
producdo espermadtica, espermatogénese, testosterona.
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ABSTRACT

It was objectified to use increasing doses of an inespecific inhibitor of PDE, the
pentoxifylline, aiming to keep high the levels of AMPc in the Sertoli and Leydig cells
in the attempt to increase the intrinsic income of spermatogenesis and sperm
production in adult rats. There were used 39 adult Wistar rats, which were submitted to
many treatments between 90 and 150 days of life, in accordance with the experimental
group: control (n=9), 15mg/kg (n=10), 30mg/kg (n=10) and 60mg/kg (n=10) of
pentoxifylline. The animal weight was carried through daily, in this period, on the
control and treated groups. At the 150 days of the experimental period, the rats of each
group were submitted to anesthesia and intracardiac perfusion. Later, the testis,
epididimis and seminal vesicle were removed and weighted. The testis were
fragmented (2mm) and put in perfusion solution. For studies with light microscope, the
fragments were processed routinely for inclusion in plastic resin with glycol
methacrylate. Histologic cuts (4 um) were stained in blue of toluidine/borate of
sodium (1%) and analyzed. The testicular, epididimis and seminal vesicle weight was
not modified. The higher doses of pentoxifylline promoted reduction in the
parenchyma volume of the testis on the lume of seminiferous tubules and increased the
proper tunic (basal membrane and mioides cells) of these tubules (p<0,05). In the
intertubular compartment, the higher doses of this inhibitor of PDE's increased the
conjunctive tissue volume and reduced the lymphatic space (p<0,05). On the other
hand, in this same testicular compartment, it was no verified alterations in the vascular
volumetry among groups. The Leydig cells volumetry increased in the groups treated
with doses of 30 and 60mg/kg of pentoxifylline when compared with animals treated
with lower doses (p<0,05). The number of spermatogonia A increased in the groups of
30 and 60mg/kg in relation to the control (p<0,05). There was no difference on the
testosterone dosage among groups (p>0,05). In accordance with the results, the use of
the pentoxifylline during 60 days in adult Wistar rats was not capable to increase the
intrinsic income of spermatogenesis and sperm production.

Keyword: Pentoxifylline, testis, Sertoli cells, Leydig cells, sperm production,
spermatogenesis, testosterone.

1 Introducao

A espermatog€nese e a secrecdo de testosterona pelos testiculos sdo
dependentes de estimulacdo pelas gonadotrofinas adenohipofisarias, FSH (Hormdnio
Foliculo Estimulante) e LH (Horménio Luteinizante), as quais sdo secretadas em
resposta a0 GnRH (Hormoénio Liberador de Gonadotrofinas), um decapeptideo
produzido por neurdnios especializados do hipotidlamo (WALKER e CHENG, 2005).
O FSH age nas células de Sertoli e o LH nas células de Leydig, via aumento

intracelular de AMPc (Adenosina Monofosfato Ciclico), decorrente da ligacdo
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hormdnio-receptor a uma proteina G e ativagdo da adenilatociclase (HUHTAHNIEMI
e TOPPARI, 1998; SILVA JUNIOR e FRANCA, 2000; SKINNER, 2005).

A testosterona € considerada o estimulo hormonal primédrio para manutengdo da
espermatogé€nese no adulto (ZIRKIN et al., 1993). Este hormoénio € secretado pelas
células de Leydig, sob estimulacdo do LH, e age via receptores de andrégenos nas
células de Sertoli, Leydig e peritubulares. J& o FSH tem efeitos qualitativos sobre a
espermatogé€nese similares aos da testosterona (KERR et al., 1992; RUSSELL et al.,
1993; MCLACHLAN et al., 1995).

A presenca de receptores para FSH em estdgios especificos do ciclo do epitélio
seminifero em ratos (RANNIKO et al., 1996), de receptores de andrégeno estigio-
especificos nas células de Sertoli e células germinativas (SUAREZ-QUIAN et al.,
1998); assim como o aumento da producdo de ABP (proteina ligante de andrégeno)
sob a estimulacdo conjunta de FSH e testosterona em ratos hipofisectomizados
(HUANG et al., 1991), reforcam a idéia de uma ag¢@o sinérgica ou aditiva entre o FSH
e testosterona no controle da espermatogénese em ratos adultos (FRANCA et al., 1998;
RUSSELL et al., 1998; SHENNAWY et al., 1998). Entretanto, de acordo com Huang
et al. (1999) e Ottenweller et al. (2000), além do FSH e da testosterona, fatores
enddcrinos e ou pardcrinos no microambiente do epitélio seminifero, sob controle
neural, podem afetar a proliferacdo e a diferenciacdo de células espermatogénicas.

A pentoxifilina € um inibidor inespecifico das fosfodiesterases (PDE’s)
(SALAM et al., 2003; OCHIALI et al., 2004). Estas, por sua vez, sdo enzimas que
modulam a concentracdo intracelular de AMPc (adenosina monofosfato ciclico) e
GMP (guanosina monofosfato ciclico) (CONTI et al., 1995; CONTI, 2000). No
testiculo de humanos e ratos existem quatro genes pertencentes a familia dos CaM-
PDE’s (fosfodiesterase cdlcio-calmodulina-dependente), os quais sdo capazes de
hidrolisar o AMPc com alta afinidade, sendo, portanto, esperado que a ativagdo da
enzima célcio dependente possa ter maior impacto nos niveis de AMPc intracelular
(CONTI et al., 1995; POLSON e STRADA, 1996).

A inibicdo de PDE deve ser utilizada para aumentar a estimulacdo hormonal,
simulando os efeitos do FSH e do LH sobre as células de Sertoli e de Leydig,
respectivamente (CONTI, 2000; TESARIK, 2000).

O presente experimento teve por objetivo utilizar doses crescentes de um inibidor

inespecifico de PDE, a pentoxifilina, visando manter elevados os niveis de AMPc nas
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células de Sertoli e Leydig, na tentativa de aumentar o rendimento intrinseco da

espermatogénese e a produgdo espermética no individuo adulto.

2 Material e Métodos

Foram utilizados 39 ratos adultos Wistar (Rattus norvegicus, var. albinus),
pertencentes ao biotério da Area de Fisiologia do Departamento da Morfologia e
Fisiologia Animal/Universidade Federal Rural de Pernambuco, os quais foram
mantidos na temperatura 23 * 1 °C, em ciclo claro-escuro de 12 horas. Agua e comida
foram oferecidas ad libitum até o final do experimento. Os ratos com 90 dias de idade
foram escolhidos por amostragem ndo probabilistica de conveniéncia e submetidos aos
diversos tratamentos, de acordo com o grupo experimental: controle (n=9), 15mg/kg
(n=10), 30mg/kg (n=10) e 60mg/kg (n=10) de pentoxifilina (A Formula, Brasil).

Os tratamentos foram realizados durante 60 dias. A pesagem dos animais foi
realizada diariamente para acompanhamento do peso corporal e cilculo das doses de
pentoxifilina, administradas via intraperitonial. Aos 150 dias do periodo experimental,
os ratos de cada grupo foram heparinizados (125 UI/100g de peso corporal) e
anestesiados por injecdo intraperitonial de Tiopental sédico (30mg/kg; ROCHE,
Brasil). Posteriormente colheu-se sangue total por puncio no seio venoso (confluéncia
das veias cavas), centrifugacdo (1000 RPM) durante 15 minutos e acondicionamento
de duas aliquotas de 1mL de plasma sangiiineo em tubos de microcentrifuga a -20 °C,
para posterior dosagem de testosterona.

Apés colheita de sangue, realizou-se perfusdo intracardiaca com solucdo
fisiolégica de NaCl a 0,9%, acrescida de heparina sdédica (500 UI/L; AKZO
ORGANON TEKNIKA, Brasil) e nitroprussiato (100mg/L; SIGMA, USA), por um
periodo de tempo entre 5 e 10 minutos. Em seguida, os animais foram perfundidos com
solugdo fixadora de glutaraldeido (VETEC, Brasil) a 4%, em tampao fosfato de sédio,
pH 7,2 e 0,01M, durante 25 minutos.

Ap6s a perfusdo com solugéo fixadora foram removidos e pesados: testiculos,
epididimos e glandula vesicular. Os testiculos foram seccionados em fragmentos de até
2 mm de espessura, os quais foram submetidos a refixagdo na mesma solugdo de
perfusdo. Para os estudos ao microscopio de luz, os fragmentos foram processados

rotineiramente para inclusdo em resina plastica a base de glicol metacrilato (LEICA,

54



Germany). Cortes histologicos de 4 um de espessura foram corados em azul de
toluidina/borato de sédio a 1% e analisados.

O didmetro tubular e a altura do epitélio seminifero foram medidos em aumento
de 100X usando reticulo micrométrico linear (10mm/100 — Olympus, Japan), calibrado
com um micrometro padrdo. O didmetro tubular médio para cada rato foi obtido a
partir da mensuracdo de quinze tdbulos, em diversos estdgios do ciclo do epitélio
seminifero, escolhidos aleatoriamente, com perfis redondos ou arredondados. A altura
do epitélio foi obtida nos mesmos tibulos utilizados para determinar o diadmetro
tubular. Para tal, tomaram-se duas medidas diametralmente opostas, tendo como
referéncia a tinica propria e o limite entre o lume e epitélio germinativo determinando-
se, desta forma, a altura média do epitélio seminifero.

Os dados volumétricos da composi¢do do parénquima testicular foram obtidos
usando contagem de pontos por alocacdo sistemdtica de graticula micrométrica
(Olympus, Japan), com 441 pontos de interseccdo sobre a preparacdo histoldgica de
testiculo em aumento de 400X. Quinze campos foram contabilizados aleatoriamente
somando um total de 6615 pontos para cada animal.

O testiculo ¢ dividido em dois compartimentos, tubular e intertubular ou
intersticial. Do primeiro foram avaliados a tinica prépria, o epitélio seminifero e o
lume; enquanto, no segundo, foram investigadas as células de Leydig, células e fibras
do tecido conjuntivo, vasos sangiiineos e linfaticos. Como a densidade do testiculo é
em torno de 1,03 a 1,04 (FRANCA, 1991), o peso do testiculo foi considerado igual ao
seu volume.

O volume de cada componente do testiculo (expresso em uL) foi estabelecido a
partir do produto entre a densidade volumétrica dos constituintes testiculares (%) e o
peso liquido do testiculo (mg). O valor deste ultimo foi obtido pela subtragido de 6,5%
da albuginea do peso testicular bruto (RUSSEL et al, 1995).

O comprimento total dos tibulos seminiferos (CT) por testiculo (expresso em
metros) foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tibulos
seminiferos no testiculo e do didmetro tubular médio obtido para cada animal. A
seguinte formula foi empregada: CT=VTS/nR?, onde VTS = Volume total de tdbulos
seminiferos; 7R’ = Area da seccdo transversal dos tibulos seminiferos (R = didmetro
tubular/2) (ATTAL e COUROT, 1963; DORST e SAJONSKI 1974).

A estimativa dos diferentes tipos celulares que compdem o epitélio seminifero

no estagio sete do ciclo, classificado de acordo com o método acrossémico (RUSSELL
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et al., 1990), foi feita a partir de contagens dos nticleos das células germinativas e de
nucléolos das células de Sertoli. Nestas contagens, foram utilizadas cinco secgdes
transversais de tdbulos seminiferos para cada animal. Os nicleos dos seguintes tipos
celulares foram contados: espermatdcitos I, na fase de pré-leptdteno/leptéteno (SPT 1
PI/L); espermatdcitos I, na fase de paquiteno (SPT I P); espermétides arredondadas
(SPD Ar); nucléolo de células de Sertoli.

Com exce¢do dos nicleos das células de Sertoli, as contagens obtidas foram
corrigidas para o didmetro nuclear e a espessura do corte histoldgico, utilizando-se a
seguinte férmula de Abercrombie (1946), modificada por Amann e Almiquist (1962):

Espessura do corte
Numero corrigido = contagem obtida x

Espessura do corte + (mz) - (mﬁ
2 4

O diametro nuclear médio (DM) representa a média das medidas dos didmetros
de 10 ndcleos do tipo celular estudado, para cada animal. Os didmetros nucleares
foram medidos com o auxilio de reticulo micrométrico linear (10mm/100 — Olympus,
Japan) adaptada a uma das oculares de 10x e acoplada a objetiva de 100x, propiciando
um aumento final de 1000x. No caso das espermatogdnias do tipo A que apresentam
nucleos ovéides, o valor utilizado foi aquele obtido pela média entre didmetro nuclear
maior e menor. Os nimeros de células de Sertoli foram corrigidos para o diametro
nucleolar e a espessura do corte histolégico, em virtude disto, contabilizaram-se
exclusivamente células de Sertoli com nucléolo visivel, o que proporcionou aplicacio
da mesma férmula citada anteriormente.

A populagdo total de células de Sertoli por testiculo foi obtida a partir do
numero corrigido de nucléolos de células de Sertoli, por sec¢do transversal de tibulo
seminifero no estddio VII e do comprimento total de tibulos seminiferos por testiculo,
segundo a férmula empregada por Hochereau-de Reviers e Lincoln (1978): Nimero de
células de Sertoli por testiculo = [Comprimento total de tibulos Seminiferos (um) X
Numero corrigido de nucléolos de células de Sertoli por sec¢do transversal]/ Espessura
do corte (um)

A produgdo espermadtica didria por testiculo e por grama de testiculo foi obtida
de acordo com Rocha et al. (1999) e Silva Junior et al. (2006): PED = N° Total de
células de Sertoli por testiculo X a propor¢do de espermétides redondas no estagio VII

x estdgio VII com freqiiéncia relativa/duracdo do estdgio (dias).
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Para andlise da concentracdo de testosterona, as amostras de sangue foram
descongeladas e os niveis séricos totais de testosterona foram avaliados em duplicata
através do teste de ELISA, de acordo com Pugh et. al. (2003).

Os dados biométricos e histométricos foram expressos em média = desvio
padrdo. Foram realizadas as andlises de variincia entre os grupos (ANOVA) e o teste

de Tukey, com nivel de significincia de p<0.05.

3 Resultados e Discussao

Os resultados de desenvolvimento ponderal de ratos Wistar controle e tratados
com diferentes doses de pentoxifilina dos 90 aos 150 dias de idade estdo representados
na Tabela 1. De maneira geral, os animais dos grupos controle e tratados possuiram
uma curva de crescimento corporal bastante similar, onde se observou ganho de peso
durante todo periodo experimental. Entretanto, vale ressaltar que os animais tratados
com 15mg/kg de pentoxifilina tiveram tendéncia de ganho de peso corporal superior
aos animais controle e tratados com 30 e 60mg/kg. Diferengas significativas relevantes
s6 foram constatadas entre os grupos tratados com 15 e 30mg/kg (p<0,05), contudo é
importante ressaltar que no inicio do experimento os animais do grupo de 15mg/kg
possuiam, em média, peso corporal 11% superior aos demais grupos e este percentual

se manteve ao término do experimento.

Tabela 1. Desenvolvimento ponderal de ratos Wistar adultos controles e tratados com diferentes doses
pentoxifilina dos 90 aos 150 dias de idade (Média + desvio padrio)

Grupos Experimentais

Controle 15 mg/Kg 30 mg/Kg 60 mg/Kg p
Dias (n=9) (n=10) (n=10) (n=10)
90 364,0 + 56,9ab 410,5 +39,0a 348,1 £ 31,7b 384,4 + 37,6ab 0,0133
96 386,2 £ 37,6ab 422.,4 +44,5a 351,5£35,8b 393,8 + 39,8ab 0,0036
103 394,7 + 40,0ab 434,8 +44,0a 363,8 £36,8b 387,6 £ 12,2ab 0,0034
110 401,4 + 40,1ab 4457 + 40,1a 373,7 £38,3b 412,7 £ 41,3ab 0,0032
117 398,8 £40,3a 450,0 +42,8b 382,8 £ 38,0ac 429,2 + 37,9ab 0,0028
124 405,3 + 39,5ac 457,9 + 38,7b 393,9 + 33,8¢ 4427 +37,1ab 0,0013
131 419,1 + 42,0ab 468,2 £36,8a 402,3 = 36,8b 455,5 + 43,6a 0,0023
138 439,1 +42,1ab 478,3 +41,4a 410,1 £45,2b 462,6 = 40,4a 0,0059
145 459,0 + 43,8ab 491,1 £ 46,1a 412,5 +£39,7b 456,0 = 45,4ab 0,0036
150 463,8 +41,1ab 498,3 + 47,2a 419,7 £ 45,3b 453,4 + 43,3ab 0,0040

Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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A lisofilina € um inibidor de PDE’s 100 vezes mais potente do que a
pentoxifilina (RICE et al., 1994). Striffler e Nadler (2004) apds induzirem diabetes em
ratos e tratarem com lisofilina, ndo observaram influéncia deste fairmaco no ganho de
peso dos animais diabéticos tratados em rela¢do aos diabéticos controle.

Os resultados de desenvolvimento corporal deste experimento corroboram os
obtidos por Striffler e Nadler (2004), uma vez que, durante o periodo em que os
animais adultos receberam aplicagdes didrias de pentoxifilina, ndo se observou
qualquer influéncia deste inibidor inespecifico de PDE’s sobre ganho de peso.

Na Tabela 2 estdo representados os resultados de alguns parametros
biométricos aos 150 dias, de ratos Wistar adultos tratados com diferentes doses de
pentoxifilina por 60 dias. De acordo com os resultados evidenciados na tabela 2, o
tratamento didrio durante 60 dias com um inibidor inespecifico de PDE’s ndo alterou
significativamente o peso testicular, epididimario e da vesicula seminal (p>0,05). O
peso testicular possui correlagdo alta e positiva com a produgdo espermdtica no
individuo adulto (FRANCA e RUSSELL, 1998). Esta, por sua vez, possui relacdao
direta com eventos decorridos durante o periodo critico de desenvolvimento testicular
em ratos (ORTH, 1982; ORTH et al., 1988). As populacdes celulares somdticas e
germinativas no testiculo possuem periodos de crescimento distintos e divergentes
(FRANCA et al., 2000). Apés o estabelecimento da puberdade, o aumento do peso
testicular estd diretamente relacionado & proliferacio de células germinativas
(FRANCA et al., 2000). Em individuos adultos ocorre estabilizacdo do didmetro
tubular e da altura do epitélio germinativo, do comprimento de tibulos seminiferos e
da produgio espermética (FRANCA e RUSSELL, 1998).

Indugdes experimentais que dinamizassem a produgdo espermatica poderiam
ser utilizadas na reproducéo e em situagdes de infertilidade; portanto, a pentoxifilina,
devido as suas propriedades, poderia se prestar para este intento. Por outro lado, leva-
se em consideracdo os resultados de peso testicular, epididimédrio e da vesicula
seminal, pode-se dizer que a pentoxifilina ndo contribuiu efetivamente na melhoria de

pardmetros biométricos reprodutivos.
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Tabela 2. Parametros biométricos de ratos Wistar adultos controles e tratados com diferentes doses de
pentoxifilina dos 90 aos 150 dias de idade (Média + desvio padrdo)

Grupos Experimentais

Controle 15mg/kg  30mg/kg 60mg/kg P
Parametros (n=9) (N=10) (n=10) (n=10)
Peso Corporal (g) 463,8 +41,1ab 498,3 +47,2a 419,7 +45,3b 453,4 +£43,3ab 0,0040
Peso Testicular (g) 1,72 £ 0,34 1,89 £ 0,14 1,75+ 0,13 1,74 £ 0,20 0,2758
Epididimo (g) 0,71 £0,12 0,76 £ 0.06 0,71 £0,06 0,71 £ 0,05 0,4455
Vesicula Seminal (g) 1,76 £ 0,26 1,84 £0,29 1,66 £ 0,28 1,53 £ 0,20 0,0712
IGS 0,37 £0,08 0,38 £ 0,03 0,42 £0,04 0,39 £ 0,03 0,1845

Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05; IGS (%) = Indice Gonadossomatico.

Tabela 3. Peso liquido do testiculo (ul) e pardmetros volumétricos do parénquima testicular (ul) de ratos
Wistar controles e tratados com diferentes doses de pentoxifilina dos 90 aos 150 dias de
idade (Média * desvio padrdo)

Grupos Experimentais
Controle 15mg/kg  30mg/kg 60mg/kg

Parametros (n=9) (n=10) _ (n=10) (n=10) P

Peso Liquido 1610 + 320 1770 £ 130  1640+120  1630% 180 0,2624
Tdbulo Seminifero 1309 £ 280 1540+ 130 1460+ 90 1450+ 170 0,3380
Epitélio Seminifero 1210 £ 250 1320+ 100 1270+ 80 1260 £ 160 0,4800
Lume 123+ 37a 151+ 33a 63 £ 21b 46 +26b 0,0001
Ttnica Prépria 58 £12a 66 £ 9a 131+ 22b 146 £ 21b 0,0001
Leydig 50 £ 13ab 41t 7a 55+ 13b 55+ 8b 0,0049
Conjuntivo 3+2a 3+ 1a 59 + 14b 64 t 16b 0,0001
Vaso Sanguineo 9+5 9+5 11+4 13+ 19 0,8515
Espaco Linfético 161 £ 35a 183 + 30a 52+ 13b 54 +20b 0,0001

Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.

O parénquima do testiculo consiste em sua maior parte (70-90%) de tibulos
seminiferos, os quais sdo formados pelo epitélio germinativo e limitados no espago
intertubular por uma membrana basal e células midides peritubulares (RUSSELL et al.,
1990; SETCHELL, 1991; POCCIA, 1994; SHARPE, 1994). O tecido intersticial, que
circunda os tdbulos seminiferos, consiste de células de Leydig, vasos sangiiineos e
linfaticos, nervos e uma populacdo celular varidvel como fibroblastos, macréfagos e
mastdcitos (SETCHELL, 1991). Apesar da variabilidade entre as espécies quanto a
proporcdo volumétrica do tecido intersticial (FAWCETT et al., 1973; FRANCA et al.,
1998), a célula de Leydig é o tipo celular mais freqiiente neste compartimento
(RUSSELL et al., 1990).

A volumetria do parénquima testicular expressa em pL estd evidenciada na
tabela 4. As maiores doses de pentoxifilina promoveram reducdo no volume do

parénquima testicular alocado ao lume dos tibulos seminiferos (p<0,05) e aumentaram

a tinica prépria (membrana basal e células midides) destes tibulos (p<0,05).
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No compartimento intertubular, as maiores doses deste inibidor de PDE’s
aumentaram o volume de tecido conjuntivo e reduziram o espaco linfatico. Por outro
lado, neste mesmo compartimento testicular, ndo se verificou alteragdes na volumetria
vascular entre 0s grupos.

O aumento da tinica prépria e do tecido conjuntivo testicular, ambos de origem
mesenquimal, nos animais tratados com 30 e 60mg/kg é um achado surpreendente pelo
fato de que a pentoxifilina inibe a atividade proliferativa de fibroblastos, células
mesangiais e reduz a producdo de proteinas da matriz extracelular (LIN et al., 2002).
Esta atividade antifibrogénica da pentoxifilina estd relacionada & sua capacidade de
inibir a transcricdo do fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF), Smad3/4,
dependente através da proteina quinase A (LIN et al., 2005). Portanto, a pentoxifilina
€ capaz de atenuar a fibrose tibulo intersticial em rins com obstrucio ureteral unilateral
(LIN et al., 2005) e hepatica induzida por obstrucdo de ducto biliar (RAETSCH et al.,
2002). Contudo, vale ressaltar que estes eventos proliferativos e fibréticos ocorrem em
orgios onde existe presenca de injuria celular, fatores pro-inflamatdrios e células
necrdticas. Neste trabalho, o aumento do tecido conjuntivo parece ndo estar
relacionado a qualquer injuria testicular induzida pela droga. Portanto, maiores
investigacdes devem ser conduzidas para elucidacio deste achado.

Neste trabalho, a volumetria das células de Leydig aumentou nos grupos
tratados com as doses de 30 e 60 mg/kg de pentoxifilina, quando comparada com os
animais tratados com a menor dose (p<0,05). Por outro lado, nenhuma alteragdo foi
observada entre os grupos que receberam o farmaco e o grupo controle (p<0,05). A
proliferacdo e a diferencia¢do pds-natal das células de Leydig parecem ser controladas
por multiplos fatores reguladores. Através de fatores de crescimento, produzidos pelas
células de Sertoli, juntamente com outros produzidos pelos macréfagos tais como IL-
B1, IGF-I, TGF-a, ocorre proliferacdo de células de Leydig a partir de células
precursoras mesenquimais do intertibulo. Andrégenos e o IGF-I aumentam a
sensibilidade das células de Leydig progenitoras ao LH, que juntamente com o FSH,
induzem a diferenciacdo e maturacdo das células de Leydig (ORTH, 1993; GAYTAN
et al., 1994; DOMBROWICZ et al., 1996; GE et al., 1996; LEJEUNE et al., 1998). A
acdo inibidora da pentoxifilina sobre as citocinas e fatores de crescimento pode estar
relacionada a auséncia de efeito sobre aumento volumétrico no “pool” de células de

Leydig nos animais tratados em relacio aos controles (RAETSCH et al., 2002).
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A capacidade secretora de testosterona nédo € correlacionada com o nimero de
células de Leydig por grama de testiculo, volume de vasos sangiiineos, forma alongada
das células ou macréfagos, mas com o volume destas células e com o seu nlimero por
testiculo (SILVA JUNIOR e FRANCA, 2000). A producio deste hormdnio esteréide é
estimulada nas células de Leydig pelo LH, via aumento intracelular de AMPc
decorrente da ligacdo hormonio-receptor a uma proteina G e ativacdo da
adenilatociclase (HUHTAHNIEMI e TOPPARI, 1998; SILVA J UNIOR e FRANCA,
2000; SKINNER, 2005). Neste experimento, a utilizacdo da pentoxifilina em ratos
adultos destinava-se a melhoria do processo espermatogénico por amplificacdo das
acdes dos hormodnios gonadotréficos sobre as células alvo. No que diz respeito as
células de Leydig, esta metodologia mostrou-se ineficiente em aumentar a atividade
funcional desta célula, visto que ndo se observou alteracdes volumétricas e nas
concentracdes séricas de testosterona (P>0,05).

Neste trabalho, foram quantificadas células germinativas do estdgio VII do
ciclo do epitélio seminifero, presentes em tibulos seminiferos com perfil mais
arredondado  possivel. Neste estdgio estdo presentes: espermatogbnias A,
espermatdcitos I em fase de pré-leptdteno, espermatdcitos I em fase de paquiteno,
espermdtides arredondadas e espermadtides alongadas préximas do lume. Na Tabela 4
estdo expressos os valores numéricos médios destes tipos celulares nos grupos

experimentais.

Tabela 4. Populacdo celular por seccdo transversal de tibulo seminifero de ratos Wistar controles e
tratados com diferentes doses de pentoxifilina dos 90 aos 150 dias de idade. (Média * desvio

padrio)
Grupos Experimentais
) Controle  15mg/kg 30mg/kg 60mg/kg P

Parametros (n=9) (n=10) (n=10) (n=10)
Espermatog6nia A 0,8 +0,3a 0,9 +0,2ab 1,2+0,2b 1,1 +£0,3b 0,0084
Nucléolo Cel.Sertoli 7,57 £ 0,63a 7,48 £0,79ab 8,69 £0,50c 8,24 £0,72ac  0,0007
Pré-leptéteno 18,07 £2,80ab 17,1 £0,67a 18,49 £2,25ab 20,52 £1,78b  0,0051
Paquiteno 22,06 + 1,86 22,07 £ 1,49 22,36 £ 1,21 23,78 £ 1,93 0,0790
Espermatide

Arredondada 65,92 + 4,26 68,00 £ 3,36 69,57 £ 5,86 71,27 14,41 0,0882

Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.

De acordo com os resultados observados na Tabela 4, o nimero de
espermatogdnias A aumentou nos grupos de 30 e 60mg/kg em relagdo ao controle. As

espermatogOnias sdo classificadas em células tronco, proliferativas e diferenciadas,
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porém, o mecanismo pelo qual as espermatogOnias tronco e as proliferativas se
transformam em diferenciadas e simultaneamente renovam a sua populagdo ainda
demanda maiores esclarecimentos (RUSSELL et al., 1990). De acordo com Boitani et
al. (1993), o FSH ¢ essencial para progressao da espermatogonia do tipo A até o estigio
de espermatdcito I em paquiteno; entretanto, este ndo influencia a atividade proliferativa
de espermatogdnias indiferenciadas. As células de Sertoli sob influéncia do FSH
produzem o fator estimulante de células tronco (SCF), os quais agem como importante
fator de sobrevivéncia de células germinativas no testiculo de ratos adultos e este efeito
¢ mediado parcialmente através da via SCF/c-kit (YAN et al., 2000).

A producdo de espermadtides por espermatogdnia A € utilizada como medida da
eficiéncia da espermatogénese, assim como o maior numero de geracdes de
espermatogdnias e baixa degeneracdo durante a fase proliferativa espermatogonial
(FRANCA e RUSSELL, 1998). Neste trabalho, as maiores doses de pentoxifilina
aplicadas durante 60 dias aumentaram o nuimero de espermatogdnias A por seccdo
transversal; entretanto, isto ndo significou aumento da eficiéncia da espermatogénese,
uma vez que o nimero de espermdtides arredondadas no estdgio VII do ciclo do
epitélio seminifero permaneceu inalterado (Tabela 4). O efeito da pentoxifilina sobre o
nimero de espermatogodnias pode estar relacionado ao provavel aumento de AMPc, por
inibicdo da fosfodiesterase na células de Sertoli e, consequentemente, aumento na
producio de fatores mitogé€nicos espermatogoniais por este tipo celular.

A populagdo de células de Sertoli € definida, em ratos, nos primeiros 21 dias do
periodo pds-natal, ndo se observando mitoses deste tipo celular em individuos adultos
(SILVA JUNIOR et al., 2006). Entretanto, o inibidor geral de fosfodiesterase na dose
de 30mg/kg aumentou o numero deste tipo celular por secgdo transversal em
individuos adultos coincidindo com aumento na volumetria da tdnica prépria, neste
grupo. Outros estudos serdo necessarios para elucidar claramente, este aumento na
populagdo de células de Sertoli, por seccdo transversal de tibulos, em animais adultos
tratados com pentoxifilina.

Na Tabela 5 estdo evidenciados pardmetros biométricos do parénquima
testicular, populacdo de células de Sertoli, producido espermdtica didria por testiculo
(PED) e por grama de testiculo (PED/g) de ratos Wistar controles e tratados com

diferentes doses de pentoxifilina dos 90 aos 150 dias de idade.
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Tabela 5. Peso liquido do testiculo, pardmetros biométricos do parénquima testicular, populacdo de
células de Sertoli, producdo espermdtica didria por testiculo (PED) e por grama de
testiculo (PED/g) em ratos Wistar controle e tratados com diferentes doses de pentoxifilina

dos 90 aos 150 dias de idade. (Média * desvio padrdo)

Grupos Experimentais

Parametros Controle 15mg/kg 30mg/kg  60mg/kg

(n=9) (n=10) (n=10) (n=10) P
Peso Lig. Testiculo (g) 1,61+ 0,32 1,77+ 0,13 1,64+0,12  1,63+£0,18 0,2624
Diametro Tubular 346,9+ 1496  352,6+17,8 365,2£20,37 348,4+37,9 0,3580
Altura do Epitélio 113,2 £ 5,67 110,5 £ 9,82 111,5+3,98 107,5+5,31 0,3128
Sertoli/seccao
transversal de TS 7,57 £0,63a 748 +£0,79ab 8,69+ 0,50c 8,24 +0,72ac 0,0007
SPDATr/sec¢do
transversal 65,92 + 4,26 68,00 + 3,36 69,57+5.86 71,27+441 00,0882
ICS 8,73 £ 0,67 9,15+0,97 8,02 +0,81 8,75+ 1,19 0,0740
Comprimento Total de
TS (m) 14,59 £ 2,55 15,81+ 1,61 14,02+ 1,2 15,45+4,01 04112
Pop. Cel. Sertoli(x10") 27,65+ 5,88 29,71 £ 5,16 30,45+3,28 32,95+11,60 0,4627
PED/Testiculo(x10°) 18,13+ 3,93 20,15+2,68 825+231 21,28%£7,09 0,3388
PED/g/Testl’culo(XIOG) 11,28 £ 1,00 11,38 £ 1,39 11,22+ 1,67 12,98+£3,65 10,2445

Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05; TS=Tibulo seminifero; ICS = Indice de célula de
Sertoli; SPDar=espermatide arredondada

O diametro tubular e a altura do epitélio refletem diferentes graus da atividade
do epitélio seminifero que podem ser influenciados por efeito de hormonios
gonadotréficos enddgenos e exdgenos (PUTRA e BLACKSHAW, 1985; KOSCO et
al., 1989a, KOSCO et al., 1989b, SWANLUND et al., 1995). Isto faz destes
pardmetros biométricos testiculares importantes na avaliacdo quantitativa da
espermatogénese, uma vez que existe correlagdo positiva entre o diametro tubular e a
atividade espermatogénica do testiculo (FRANCA e RUSSELL, 1998).

Nos resultados relacionados ao diametro tubular e altura do epitélio (Tabela 6),
ndo se constatou influéncia da pentoxifilina entre os grupos experimentais, quando
comparados ao grupo controle.

Niao foi observado aumento significativo (p > 0,05) do comprimento total de
tibulos seminiferos nos animais tratados em relagéo ao grupo controle. Este parametro

tem correlacdo direta e significativa com parametros, como pesos bruto e liquido
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testicular, volume de tdbulo e epitélio seminifero, populacdo de célula de Sertoli e
producdo espermadtica didria (FRANCA e RUSSELL, 1998).

O processo espermatogénico ndo sofreu qualquer alteragdo quantitativa em
fungdo da aplicacdo de pentoxifilina durante 60 dias em individuos adultos. Isto se
confirmou pela manuten¢do do rendimento intrinseco da espermatogénese, o qual é
determinado pela producdo espermadtica didria por grama de testiculo (PED/g/t), onde
nenhum grupo diferiu do outro (Tabela 5). De acordo com Franca e Russell (1998), a
producdo espermdtica didria por grama de testiculo é utilizada como pardmetro de
avaliacdo da eficiéncia da espermatogénese, que pode ser relacionada como menor
duracdo da espermatog€nese, maior nimero de células de Sertoli por grama de
testiculo e maior capacidade de suporte da célula de Sertoli, maior densidade
volumétrica (%) e volume dos tibulos seminiferos no testiculo, maior nimero de
geracdes de espermatogénias e, finalmente, menor perda de células germinativas
durante a espermatogénese.

De acordo com a histologia qualitativa testicular (Figura 1), ndo foi possivel
observar qualquer modificacdo na estrutura do parénquima testicular no que diz
respeito a relacdo entre compartimento tubular e espaco intersticial em decorréncia do
tratamento com diferentes doses de pentoxifilina em ratos Wistar adultos durante 60
dias.

O processo espermatogénico em ratos adultos estd sob o controle de hormdnios
gonadotréficos, testosterona e diversos fatores intratesticulares que modulam
quantitativa e qualitativamente este processo (SILVA JUNIOR, 2000). As
fosfodiesterases fazem parte de um dos mecanismos moduladores da ativacdo celular
em face da interacdo ligante-receptor-proteina G para gerar AMPc (CONTI, 2000).

De acordo com a hipdtese deste experimento, a inibicdo desta enzima
aumentaria os niveis intracelulares de AMPc e, consequentemente, manteria as células
de Sertoli e Leydig ativadas por mais tempo, influenciando positivamente no processo
espermatogénico. Entretanto, esta metodologia ndo se mostrou eficiente em aumentar o
rendimento intrinseco da espermatogénese e produgdo espermdtica no individuo

adulto.
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4 Conclusao

A utilizag@o de pentoxifilina, nas dosagens utilizadas, durante 60 dias em ratos
Wistar adultos ndo foi capaz de aumentar a concentrag@o de testosterona, o rendimento
intrinseco da espermatogénese e a produgdo espermdtica, mostrando-se um método

invidvel para melhorar a performance reprodutiva destes animais.
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Figura 1 — Fotomicrografias do parénquima testicular de ratos Wistar adultos
tratados com doses crescentes de pentoxifilina durante 60 dias;

Figura 1a — Parénquima testicular de animais do grupo controle. Tibulos seminiferos
(TS) nos estiagios VII e VIII do ciclo do epitélio seminifero (CES) em seccdo
transversal. Aumento 150X;

Figura 1b — Detalhe de TS nos estdgios I e XIII do ciclo do CES;

Figura 1c — Parénquima testicular de animais do grupo tratado com 15mg/kg de
pentoxifilina. TS em sec¢do transversal. Detalhe de TS nos estagios V, VII e XIII do
CES e espago intertubular. Aumento 150X

Figura 1d — Detalhe de TS nos estdgios VI, VIII e XIII do CES do grupo tratado com
15mg/kg de pentoxifilina. Espaco intertubular contendo capilar (c) cercado de células
de Leydig. Aumento 150X

Figura le — Parénquima testicular de animais do grupo tratado com 30mg/kg de
pentoxifilina. TS em sec¢do transversal nos estdgios V, VI e VII do CES. Célula de
Leydig no espaco intertubular (seta). Aumento 150X;

Figura 1f — Detalhe de TS nos estidgios V e VIII do CES do grupo tratado com
30mg/kg de pentoxifilina. Espaco intertubular contendo artéria (A). Aumento 150X
Figura 1g — Parénquima testicular de animais do grupo tratado com 60mg/kg de
pentoxifilina. TS em seccdo transversal. Espaco linfatico (ES) e células de Leydig
(seta). Aumento 150X

Figura 1h — Detalhe de TS no estagio VII do CES do grupo tratado com 60mg/kg de
pentoxifilina. Espaco intertubular contendo vasos (seta fina) e células de Leydig (seta
larga) Aumento 150X.
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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