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RESUMO

Objetivamos investigar o efeito da desnutricdo materna durante a lactagdo, com a
Dieta Basica Regional (DBR), no testiculo de ratos, através de andlises quantitativa
e qualitativas. Ratas Wistar acasaladas aos 3 meses de idade receberam racéao
normoprotéica até o nascimento dos seus filhotes. Os filhotes foram divididos em
dois grupos: controle — C (n=6), com agua e dieta normoprotéica; e desnutrido — D
(n=6), com agua e dieta multicarencial (DBR); dada as maes, lactantes. Apos o
desmame, os grupos foram mantidos com agua e dieta padrao do biotério (Labina-
Purina), “ad libitum” até a eutanasia aos 3 meses de vida quando foram pesados,
anestesiados, perfundidos com paraformaldeido a 4% em tampéao fosfato (0,05M -
pH 7,4) e orquiectomizados. O indice gonadossomatico (IGS) foi estabelecido a
partir da razdo entre os pesos testiculares e corporal, obtidos no dia da eutanasia.
Os testiculos foram incluidos em parafina, processados histologicamente e corados
com hematoxilina e eosina, depois analisados em microscopio de campo claro. Os
pesos corporal (PC) e testicular (PT) do grupo desnutrido (324+6g; 1,67+0,05g) ndo
diferiram dos pesos corporal e testicular do grupo controle (303+10g; 1,67+£0,03g). Ja
o indice gonadossomatico (IGS) do grupo desnutrido (1,11%) foi significativamente
maior (p=0,021) do que o IGS do grupo controle (1,04%). O didmetro tubular (DT) do
grupo desnutrido (300+3um) foi semelhante ao grupo controle (295+2um), da
mesma forma o comprimento do tubulo seminifero por testiculo (CTS) do grupo
desnutrido (16,9+0,7m) foi proximo do CTS do grupo controle (18+1,7m), ou seja,
nao houve diferenca estatistica significativa (p>0,05). Entretanto a altura do epitélio
seminifero (AES) do grupo desnutrido (74+2um) foi estatisticamente menor (p<0,05)
do que a AES do grupo controle (82+3um). A proporgao de tubulos seminiferos foi
menor (p<0,05) no D(84,0%) em relagdo ao C(81,7%). Houve redugao de 48,8% no
nimero de células de Sertoli por testiculo do D (2,1+0,3 x10’) em relacdo ao
C(4,1+0,8 x10”) (p<0,05). Os resultados sugerem que a desnutricdo pds-natal com
DBR em ratos adultos jovens, promoveu modificagdes significativas nos testiculos,
com énfase na programagao do numero de células de Sertoli, no animal adulto, o
que pode levar a alteragdo no processo espermatogénico e na produgéo
espermatica.

Termos descritivos: desnutricdo, Dieta Basica Regional (DBR), células de Sertoli,

espermatogénese.



ABSTRACT
Aimed at investigating the effect of maternal malnutrition during lactation, with the
Diet Basic Fund (DBR) in the testis of rats, through quantitative and qualitative
analysis. Wistar rats mated to 3 months of age received normal diet until the birth of
their baby. The pups were divided into two groups: control - C (n = 6), with water and
normal diet diet, and malnourishment - D (n = 6), with water and diet multicarencial
(DBR); given to mothers, infants. After weaning, the groups were kept in water and
diet pattern of the vivarium (Labini-Purina), "ad libitum" to euthanasia at 3 months of
life when they were weighed, anesthetized, perfused with paraformaldehyde to 4% in
phosphate buffer (0 , 05M - pH 7.4) and orquiectomizados. The gonadosomatic index
(IGS) was established on the basis of the ratio between body weight and testis,
obtained on the day of euthanasia. The testes were included in paraffin, processed
and histologically stained with hematoxylin and eosin, then analyzed by microscope
of clear field. The body weights (PC) and testicular (PT) of the malnourished group
(324 £ 6; 1.67 = 0.05 g) did not differ from testicular and body weights of the control
group (303 = 10; 1.67 £ 0.03 g) . Already the gonadosomatic index (GSI) of the
malnourished group (1.11%) was significantly higher (p = 0021) than the IGS of the
control group (1.04%). The diameter tubular (DT) of the malnourished group (300 %
3um) was similar to the control group (295 + 2um), the same way the length of the
seminiferous tubule of testis (CTS) of the malnourished group (16.9 £ 0.7 m) CTS
was close to the control group (18 + 1.7 m), ie there was no statistically significant
difference (p> 0.05). Meanwhile the height of the seminiferous epithelium (AES) of
the malnourished group (74 + 2um) was statistically lower (p <0.05) than the control
group AES (82 £ 3um). The proportion of seminiferous tubules was lower (p <0.05) in
D (84.0%) compared to C (81.7%). There was a reduction of 48.8% in the number of
Sertoli cells per testis of D (2.1 £ 0.3 x107) compared to C (4.1 £ 0.8 x107) (p <0.05).
The results suggest that malnutrition postnatal mice with DBR in young adults,
promoted significant changes in the testicles, with an emphasis on programming the
number of Sertoli cells in the adult animal, which can lead to changes in the process

to produce sperm and spermatogenic.

Descriptive terms: malnutrition, Diet Basic Fund (DBR), Sertoli cells,

spermatogenesis.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, o Mapa da Fome, elaborado pelo IPEA (Instituto de Pesquisa
Econbmica Aplicada) em 1993, revelou a fome e a indigéncia de 32 milhdes de
brasileiros (algo proximo a populagao total do Canada ou da Argentina). Nesse
estudo, considerou-se como indigente a pessoa cuja renda familiar mensal
correspondesse, no minimo, ao valor de aquisicdo de uma cesta basica de alimentos
que atendesse aos requerimentos nutricionais recomendados pela FAO/ONU (Food
and Agriculture Organization/Organizagao das Nagdes Unidas) e OMS (Organizacéo
Mundial da Saude). O Nordeste brasileiro apresentou o mais alto indice, com 40%
de sua populacdo em estado de indigéncia (FORUM BRASILEIRO DE
SEGURANCA ALIMENTAR E NUTRICIONAL, 2003).

A preocupacado com a efetivagdo do direito a alimentacao cresce, ainda que
lentamente, ao longo da evolugéo da sociedade brasileira. Especialmente apds a
queda da ditadura militar comegaram a despontar programas de combate a fome e a
miséria no pais. Em 1993, surgiu Herbert de Souza, o Betinho, que langou a primeira
campanha em nivel nacional de combate a fome e a miséria (A PREOCUPACAO...,
2003).

O projeto do governo federal, Fome Zero, é citado por representar um marco
no processo de superacido do problema da fome e da pobreza no Brasil. A
coordenagao do Fome Zero afirma que 27,05% da populacédo, o equivalente a 46
milhdes de pessoas que dispde de menos de 1 U$$ por dia para sobreviver, passam
fome. Ja no terceiro més de sua implantagdo como politica governamental, que
ocorreu em dezembro de 2003, foi alvo de criticas diarias. Economistas, socidlogos,
especialistas em questdes sociais, jornalistas, tém apontado para diversas falhas
tanto no seu plano estrutural, quanto no seu plano de execucdo, muitas delas
cruciais para que se obtenha o éxito esperado deste que vem a ser o maior projeto
de combate a fome ja realizado no Brasil (INDEFINIDO..., 2003).

A fome pode ser definida como a caréncia de alimentos que fornegcam as
calorias e os elementos nutritivos necessarios a vida e a saude do organismo por um
periodo prolongado de tempo, gerando, assim, a subnutricdo. De acordo com Adas
(1988), a fome global, igualmente chamada de energética ou calorica, esta
caracterizada pela insuficiéncia de calorias adquiridas dos alimentos ingeridos
diariamente. O organismo transforma os alimentos ingeridos em energia, a qual

constitui o mecanismo propulsor para o desempenho das atividades diarias. Assim, €
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indispensavel que a alimentacdo seja suficiente para fornecer o equivalente em

energia a ser desprendida nos trabalhos realizados (ADAS, 1988).

Nos estados carenciais, sobretudo crbénicos, a auséncia de determinados
substratos mais que outros, repercutem intensamente sobre o equilibrio dindmico
normal, demonstrando com isso, uma hierarquia bioquimica, imperceptivel quando o
organismo se mantém em homeostase. Dentro dessa hierarquia, destacam-se as
proteinas, cujo significado devido a sua importante participagdo nas estruturas de
orgaos e tecidos e de sua atuagao na sintese enzimatica assim como de horménios
protéicos, os quais colocam em movimento a quase totalidade das reacdes
metabdlicas (TRINDADE; NOBREGA; TONETE, 1986).

Alteracbes metabdlicas, enddcrinas e comportamentais, em seres humanos e
outros mamiferos, mostram-se amplamente descritas e discutidas na literatura.
Modificagdes drasticas na dieta, ocasionando baixa ingestdo caldrica ou de baixo
valor biolégico nos primeiros anos de vida, proporcionardo alteragdes no
desenvolvimento do organismo desnutrido (GOBATTO, 1993). Tém sido relatadas
adaptacdes metabdlicas ocorridas em fungdo da desnutricdo e suas implicacbes
sobre diversas situagdes (BIORVEL, 1985). Demonstrou-se, também, que restricdo
severa na ingestao protéica durante toda ou parte da gestagao afeta o curso da
mesma em porcos e ratos (BIORVEL, 1985; MELLO et al., 1987).

Reproducgao, nutrigdo e longevidade sdo fenbmenos relacionados na forma
evolutiva das criaturas vivas, inclusive o homem. Por exemplo, se a nutricdo esta
comprometida, a capacidade reprodutiva é diminuida para ndo ameacar a vida do
mamifero fémea e seu feto por fome potencial durante gravidez (NILSSON, 2001). O
impacto da desnutrigdo fetal em risco futuro de perturbagdes bioldgicas inclui risco
aumentado de doenca cardiovascular, envelhecimento prematuro e cessacao de
capacidade reprodutiva (NILSSON, 2001).

A restricdo alimentar pode inibir tanto a manutengdo como o inicio da
capacidade reprodutiva (DESJARDINS; LOPES, 1983; NELSON et al., 1992). A fase
da vida do individuo na qual foi submetido a desnutricdo alimentar, desencadeia
efeitos que comprometem a reprodugdo de forma variavel. Em ratos machos,
sujeitos a desnutricdo, foi observado interrupcdo do processo espermatogénico
(SAID et al., 1976) e mudanga estrutural do testiculo (RAMOS et al., 2006), o que

desencadeia cessacao da capacidade reprodutiva em machos.
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Nao encontramos na literatura estudos sobre o efeito da desnutricdo materna
no periodo da lactagao seguido do restabelecimento alimentar através de uma dieta
balanceada, sobre o testiculo e espermatogénese de ratos machos adultos.
Sabendo que quanto mais precocemente se inicia a desnutricdo, maior é a
repercussdo na massa corpdrea e dos 6rgaos (DUNN; MURPHY; ROCKLAND,
1947); que diferenciagdo gonadal ocorre em fetos de ratos com 13,5 dias pos-
concepcao; e ainda que as células de Sertoli de ratos iniciam sua proliferacdo aos
16 dias pds-concepgao e cessao sua divisdo entre 10 e 16 dias de idade (ORTH,
1993), é pertinente estudar o efeito da desnutricdo pds-natal em ratos adultos,

visando analisar a morfometria testicular e o processo espermatogénico.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Investigar o efeito da desnutricdo durante o periodo da lactagdo sobre o

processo espermatogénico através da analise quantitativa e qualitativa do testiculo

na vida adulta.

2.2 Objetivos especificos

Analise do efeito da desnutricdo pds-natal no testiculo de ratos adultos, com

énfase nos seguintes aspectos:

1.
2.

Biometria e morfometria dos testiculos;

Proporgées volumétricas (%) entre os diferentes componentes do
parénquima testicular;

Diametro do tubulo seminifero, altura do epitélio seminifero e comprimento
total dos tubulos seminiferos;

Morfologia das células da linhagem espermatogénica e das células de
Sertoli utilizando microscopia de campo claro;

Estimativa do numero de células de Sertoli por testiculo e por grama de

testiculo.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Desnutricéo

A desnutricdo continua a ser uma das causas de morbidade e mortalidade
mais comuns entre criangas de todo o mundo. No Brasil, embora a prevaléncia da
desnutricdo na infancia tenha caido nas ultimas décadas, o percentual de 6bitos por
desnutricdo grave em nivel hospitalar, se mantém em torno de 20%, muito acima
dos valores recomendados pela OMS (inferiores a 5%) (BRASIL, 2005). A
consequéncia mais comum da fome € a desnutricdo. Se esta ndo atua diretamente
em suas vitimas, debilita o organismo, tornando-o suscetivel ao aparecimento de
outras moléstias que, por sua vez, podem culminar na morte do individuo (ADAS,
1988).

A desnutrigdo pode ser apresentada em varios graus. A desnutricdo leve e
moderada, de primeiro e segundo grau respectivamente, que diminui a resisténcia
do organismo, tornando-o vulneravel ao aparecimento de outras doencgas; e a
desnutricdo grave, de terceiro grau, que exige hospitalizagdo para seu tratamento.
Sao exemplos o kwashiorkor e o marasmo (ADAS, 1988).

O kwashiorkor caracteriza-se por apresentar: inchagco do ventre, dando
aspecto de balofo; lesbes na pele; parada do crescimento; retardamento mental, as
vezes irreversivel; lesdes no figado, com degeneragéo gordurosa; descoramento dos
cabelos; comportamento apatico, triste, retraido. As criangas chegam a atingir dois
ou trés anos de idade indiferentes ao mundo que as rodeia. Nao engatinham nem
andam, e geralmente morrem de doengas como a coqueluche, rubéola, sarampo e
outras mais, que numa crianga bem alimentada raramente causam a morte (ADAS,
1988).

O marasmo caracteriza-se por emagrecimento, parada no crescimento
longitudinal e extrema debilidade. A crianga chega a ter seu peso 60% inferior do
normal (ADAS, 1988).

Ndo ha um numero exato de calorias diarias necessarias para prevenir a
desnutricdo. Esse fator varia de um individuo ao outro. Alguns especialistas admitem
3.000 calorias. Outros, argumentando que a vida moderna, devido a mecanizagao
do trabalho e outras facilidades, exigem menor dispéndio de energia, afirmam que
seriam necessarias apenas 2.200 calorias. No entanto, estima-se que nas
sociedades industrializadas se consomem de 4.000 a 5.000 calorias por dia (ADAS,

1988). Conforme dados constantes no site do IBASE (Instituto Brasileiro de Analises
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Sociais e Econbmicas), no Brasil, a média € de 1.650 calorias diarias necessarias.
No Brasil, estima-se que um tergo da populagédo € mal nutrida, e 9% das criangas
morrem antes de completar um ano de vida (NO BRASIL..., 2003).

Josué de Castro aponta pelo menos cinco regides alimentares, cada qual com
sua dieta alimentar caracteristica. Destas, destaca trés delas como sendo areas de
fome: area Amazoénica, area da Zona da Mata e area do Sertdo Nordestino, que
exibem marcas inconfundiveis de fome coletiva (CASTRO, 2001). Acrescenta ainda
que o Brasil possui qualidades nutritivas precarias e padroes dietéticos incompletos
e desarmoénicos nas diferentes regides do pais. “Numas regides, os erros e defeitos
sdo mais graves e vive-se num estado de fome crénica; noutras, sdo mais discretos
e tem-se a subnutricdo” (CASTRO, 2001).

Neves (1993) sugere que quanto mais precocemente inicia-se a desnutrigéo,
maior a probabilidade de 6bitos em camundongos, devido provavelmente ao fato
destes animais estarem em fase de crescimento e desenvolvimento, por conseguinte
atividade metabdlica intensa, necessitando portanto de nutrientes essenciais a
constituicdo organica (DUNN; MURPHY; ROCKLAND, 1947) também relatam que a
precocidade da desnutricdo apresenta maior repercussao na massa corpoérea e dos
orgaos, pois o acentuado metabolismo desta fase € atributo essencial para levar ao
crescimento e desenvolvimento.

Na caréncia protéica, inicialmente, o organismo langa mao de aminoacidos
intra e extracelulares disponiveis, o que promove redugdo do pool interno de
aminoacidos, ou seja, diminui a disponibilidade de matéria prima para a sintese
protéica, o que acarreta em interrupcdo dos fendmenos de incorporagcao destinados
ao crescimento, preservando a fisiologia e o metabolismo protéico basico a custa da
interrupgao do impulso anabdlico. Posteriormente, inicia-se o desgaste das reservas
funcionais e estruturais, pela metabolizacdo protéica da massa muscular, a qual
representa a maior reserva protéica, seguindo-se pela diminuicdo de aminoacidos as
matrizes ribossébmicas para a sintese protéica, sendo todos os 6rgaos prejudicados
(MARCONDES, 1976).

Segundo Winick e Noble (1965), cada tecido do corpo, passam por estagios
de desenvolvimento, cujo periodo varia de 6rgédo para 6rgao. De 0 (zero) a 21 (vinte
e um) dias de idade, ocorre hiperplasia celular em todo organismo do rato; do

desmame aos 42 dias de idade, a hiperplasia celular é continua, com exce¢ao do
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cérebro e pulmdes; e dos 65 dias aos 86 dias de idade, ocorre hipertrofia celular em
todos os 6rgaos, com excecgao do tecido linfoide.

Embora ndo tenhamos encontrado relatos na literatura, supomos que a
desnutricdo pos-natal repercuta negativamente na producédo espermatica, mesmo
havendo uma posterior recuperacdo nutricional, uma vez que o desenvolvimento
embrionario do testiculo do rato inicia-se aos 13,5 dias pds-concepgao e estende-se
até o 10-16 dias de idade (ORTH, 1993).

3.2 Tiredide e a funcao testicular

A funcao da tiredide é a de produzir hormbnios que aumentam a atividade
metabodlica em praticamente todos os tecidos (GAYTON, 2002). O recém-nascido
tem nivel elevado de tiroxina (T4) logo apds o nascimento — em média 10,8ug/dl, que
pode atingir 20ug/dl no sangue de cordao, como resposta a elevagao abrupta do
TSH hipofisario (KNOBEL, 2002; MANEBO, 1986). No terceiro dia de vida, momento
preferencial para o rastreamento precoce do hipotireoidismo neonatal, os valores de
T4, encontram-se em torno de 16ug/dl e ndo ultrapassam 20ug/dl. Recém—nascidos
prematuros apresentam niveis menores de T4, diretamente relacionados a idade
gestacional, que geralmente ndo superam a concentracao de 13ug/dl.

Algumas doengas da tiredide sdo reconhecidas no periodo neonatal: o
hipotireoidismo congénito, o hipotireoidismo transitério e o hipertireoidismo. O
hipotireoidismo congénito é o estado clinico resultante da menor produgdo dos
hormonios tireoidianos, eventualmente de uma acédo inadequada destes ao nivel
celular. E geralmente diagnosticado pela dosagem de T4 sérico em concentragdo 10
a 20% maiores do que 20U/ml. A maioria destes casos de hipotireoidismo é
determinada por disgenesia glandular (SETIAN, 2002).

O hipotireoidismo transitério € detectado em areas carentes de iodo, mais
frequentemente em prematuros, que apresentam hipotiroxinemia com duracéo, ate,
de 2 a 3 meses (SETIAN, 2002).

O hipertireoidismo neonatal € doenga rara, que resulta da passagem
transplacentaria de imunoglobulinas estimuladoras da tiredide em gestante com
doenca de Graves (maioria) ou com tireoidite de Hashimoto (raro). Pode haver
sintomas neonatais transitérios até o clareamento dos anticorpos maternos
presentes no sangue do recém-nascido. Entretanto, existe uma forma mais rara de

hipertireoidismo que resulta de mutacao no receptor de TSH. O quadro é persistente,
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ocorre na auséncia de anticorpos maternos na circulagado fetal e tem heranca
genética do tipo dominante (ARAUJO et al., 2003).

O papel dos horménios tireoidianos na morfologia testicular tem sido discutido
na literatura desde que estudos iniciais sugeriram que os testiculos de animais
adultos eram metabolicamente refratéarios aos horménios da tiredide
(OPPENHEIMER, 1974). Estudos das ultimas décadas, porém demonstraram que a
disfungao da tiredide esta associada ndo somente com anormalidades da morfologia
e funcao testicular, mas também com diminuigdo da fertilidade e alteracbes da
atividade sexual em homens (KRASSAS, 2003; KRASSAS, 2002; CARANI, 2005).

A faléncia tireoidiana pré-puberal em homens pode ocorrer em associagao
com aumento do volume testicular e alteragdes e alteragdes nos hormobnios sexuais
(JANNINI, 1995).

Alteracbes morfolégicas sao verificadas nos testiculos de homens com
hipotireoidismo crénico, sendo observada redugéo do numero de células de Sertoli e
Leydig, reducdo do diametro tubular, edema intersticial e espessamento da
membrana basal dos tubulos seminiferos (MENDIS-HANDAGAMA, 2005).

Os efeitos do status tireoidiano sobre a qualidade do sémen tem sido objeto
de alguns estudos. Observacgdes iniciais descreveram oligospermia e diminuicdo da
mobilidade dos espermatozoides em homens hipertireoidianos (CLYDE, 1976).
Estudos mais recentes realizados em pacientes hipertirecideos também
descreveram alteragdes significativas na densidade do esperma, acompanhadas de
uma redugao na mobilidade dos espermatozoides quando comparado a controles,
achados que podem comprometer a fertilidade (KRASSAS, 2003; KRASSAS, 2002).
Apos a restauracéo do eutireoidismo a mobilidade e densidade foram reconstituidas,
mas a morfologia dos espermatozoides permaneceu afetada (KRASSAS, 2002).

Estudos clinicos avaliaram 34 pacientes com hipertireoidismo e 14 com
hipotireoidismo, ambos de inicio na fase adulta, e demonstraram que 12,8% desses
homens apresentavam deterioracdo da fungdo sexual (CARANI, 2005). O sintoma
mais referido por pacientes hipertireoideos foi ejaculagdo precoce, enquanto os
pacientes hipotireoideos relatavam um maior numero de queixas clinicas como
disfungao erétil, atraso na ejaculagao, perda de libido e impoténcia. As alteragdes na
funcdo sexual foram corrigidas com a restauracédo da fungéo tireoidiana (CARANI,
2005).
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Modificagdes no status tireoidiano, quando ocorrem muito cedo no
desenvolvimento do animal, podem afetar o funcionamento testicular (JANNINI,
1999; MAIA, 1990; PALMERO, 1989). Foi demonstrado que ratos imaturos que
entravam em hipotireoidismo apresentavam um aumento relativo no peso do
testiculo e cauda do epididimo, sem apresentarem alteragcées dos niveis séricos de
testosterona e FSH (MAIA, 1990). Estudo mais recente confirma os achados
anteriores mostrando que ratos com hipotireoidismo desde o periodo pdés-natal
apresentam ndo somente um declinio na capacidade de locomocdo dos
espermatozdides, mas também anormalidades na maturacdo das células
germinativas no periodo da espermatogénese (WEISS, 1988). Essas alteragdes séo
corrigidas com a restaurac&o da funcéo tireoidiana (JANNINI, 1990).

Quanto maior o tempo de duracido do hipotireoidismo no periodo de
desenvolvimento, no qual as células testiculares mostram uma dependéncia maior
aos hormonios tireoidianos, maior parece ser o grau de dano testicular
(CHOWDHURY, 1984). Contudo, nenhuma alteragdo foi encontrada quando o
hipotireoidismo foi induzido em animais adultos, o que corrobora a idéia de que
possa existir uma janela especifica durante o periodo de desenvolvimento em que a
falta do hormdnio € mais nociva (MAIA, 1990; JANNINI, 1990).

Alguns estudos demonstram que o periodo gestacional e/ou o periodo de
aleitamento, em camundongos, é um periodo critico para as mudangas nutricionais e
hormonais da prole, uma relagdo que tem sido chamada de programagao. Muitos
desses estudos estabelecem que haja uma relagdo entre o tipo de dieta dada as
maes e as possiveis alteragdes, de diversas naturezas, ocorridas no recém-nascido
(LUCAS, 1994; MOURA; PASSOS, 2005).

Durante o periodo de desenvolvimento os hormébnios e seus receptores
exercem marcantes efeitos tecido-especifico e idade-especifico (DAUNCEY et al.,
2001). Como exemplo tem o efeito dos horménios tireoidianos que desempenham
importante papel em basicamente todas as fun¢des do organismo, tais como o
crescimento e desenvolvimento somatico e neural, a termogénese, o metabolismo
intermediario e a funcdo sexual (FISHER et al.,, 1977; BARRADAS et al., 2000;
MOURA et al., 2002).

Uma dieta com baixo teor protéico administrada a maes no periodo
gestacional provoca ma formagdo dos foliculos tireoidianos, retardo na area

glandular e diminuicdo do numero de foliculos da tiredide dos fetos e recém-
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nascidos (SHRADER et al., 1977), e foi detectado também reducao nos niveis de T3
fetal como consequéncia da inibicdo da estimulacao tireoidiana pelos baixos niveis
de TSH, em fetos ou recém-nascidos em fase de aleitamento (FRIEDMAN; ZEMAN,
1979).

O aumento dos niveis de T3 na circulacdo materna, decorrente da
desnutricdo, € transferido para o feto através da circulagdo placentaria. De fato, a
desnutricdo materna, eleva os niveis de T3 dos fetos, passando assim a ter também
um alto nivel desse horménio proveniente das maes (PASSOS et al., 2001).

A desnutricdo protéica, no periodo de aleitamento, estd associada com a
disfuncgao tireoidiana, analisados nos primeiros 60 dias (RAMOS et al., 1997) ou 180
dias de vida dos filhotes (PASSOS et al., 2002). Essas mudancgas, possivelmente,
sdao consequéncia de uma alta concentracdo de T3 na prole em amamentacao,
devido ao hipertireoidismo materno durante a desnutricado (RAMOS et al. , 2000;
LISBOA et al. , 2003). A alta concentracédo do T3 no soro materno é transmitida para
o leite materno, o qual é transferido para o filhote (PASSOS et al., 2001).

Animais desnutridos, durante a vida neonatal, apresentam um hipotireoidismo
na fase adulta. Diversas alteracbes sdo constatadas, em conseqléncia desse
hipotireoidismo, como a diminui¢ao na producédo dos horménio hipotalamicos (TRH)
e hipofisarios (TSH) (JOLIN; LAMAS, 1984) que consequentemente interfere no
metabolismo tireoidiano, alterando assim a producédo de T3 e T4 (MOURA et al.
,1987; HARRIS et al.,, 1978). Mudancas semelhantes foram constatadas em
humanos adultos (RASTOGI et al.,, 1974) e animais (ROSTOM DE MELLO et al.,
1989).

3.3 Morfologia testicular

A analise da morfofisiologia testicular, especialmente daqueles aspectos
relacionados com a atividade espermatogénica, € fundamental para propiciar uma
visdo dos efeitos de um determinado fator (substancia quimica, situagao nutricional,
extratos vegetais, atividade fisica, ambiente, entre outros) sobre a fungéo
reprodutiva da espécie. De acordo com Amann e Schanbacher (1983), a biometria
testicular deve ser parte integrante de qualquer exame androlégico ou de
experimentos que envolvam a funcao reprodutiva masculina, possibilitando, assim, a
verificacdo da normalidade dos testiculos e o estabelecimento do potencial de

produgcdo de espermatozdides, dentre outros parametros. Normalmente existe
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correlagdo positiva entre o diametro tubular e a atividade espermatogénica do
testiculo (FRANCA; RUSSELL, 1998). A obtencao da proporgcao volumétrica entre os
diversos componentes do testiculo e do epitélio seminifero, também fornece
importantes dados para se avaliar a funcdo testicular (RUSSELL et al., 1990b;
FRANCA, 1991).

A espermatogénese € um complexo processo que ocorre nos tubulos
seminiferos e perdura por cerca de 40 a 60 dias nos mamiferos domésticos
(STANBENFELD; EDQVUIT, 1996; FRANCA; RUSSELL, 1998). Baseado em
consideragdes funcionais este processo pode ser dividido em trés fases (RUSSELL
et al.,, 1990a): 1) Fase proliferativa (espermatogbnias), na qual as células sofrem
rapidas e sucessivas divisbes mitoticas, formando varias geragdes celulares cujo
numero é especie-especifico; 2) Fase meidtica (espermatécitos), na qual o material
genético é duplicado, recombinado e segregado, sendo esta fase muito importante
para a diversidade biolégica entre membros da mesma espécie; 3) Fase
espermiogénica ou de diferenciagdo (espermatides), onde as espermatides se
transformam em células extremamente especializadas e estruturalmente equipadas
para alcancar e fertilizar os ovdcitos.

Nos tubulos seminiferos de animais sexualmente maduros, as células
espermatogénicas nao estao arranjadas ao acaso, mas sim organizadas numa seérie
bem definida de associacbes celulares ou estadios. Estes estadios se sucedem
numa determinada area do epitélio seminifero, com o decorrer do tempo. Esta
sequéncia, assim ordenada, constitui o processo denominado Ciclo do Epitélio
Seminifero (LEBLOND; CLERMONT, 1952; SWIERSTRA, 1968; ORTAVANT et al.,
1977; RUSSELL et al., 1990a; O'DONNEL et al, 2001). Em todos os mamiferos
domésticos investigados o arranjo dos estadios € segmentado e, usualmente, ocorre
somente um estadio por seccgao transversal de tubulo seminifero. Entre os métodos
utilizados para se estudar os estadios do ciclo do epitélio seminifero, o mais
empregado nos animais domésticos € aquele baseado na forma e na localizagéo
dos nucleos das espermatides e na presenga de figuras de divisbes meidticas
(ROOSEN-RUNGE; GIESEL Jr., 1950; COUROT et al.,, 1970; ORTAVANT et al.,
1977; GUERRA, 1983; FRANCA, 1991), método este designado como da morfologia
tubular por Berndtson (1977), que classifica 8 estadios do ciclo do epitélio
seminifero. Outro critério utilizado para a identificagdo dos estadios do ciclo baseia-

se nas caracteristicas morfolégicas das espermatides, em particular de seus nucleos
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e do desenvolvimento do sistema acrossObmico. Com este método, no qual os
estadios sdo arbitrariamente designados, o numero de estadios € relativamente
variado (RUSSELL et al., 1990a).

O desenvolvimento e a fungdo do epitélio germinativo estdo intimamente
relacionados com o desenvolvimento das células somaticas do testiculo
(HOCHEREAU et al., 1987). Assim, as células somaticas sao fundamentais para a
funcdo normal do sistema reprodutivo no macho (RUSSELL et al., 1994). Por
exemplo, as células de Leydig produzem testosterona e os receptores para este
horménio estao localizados nas proprias células de Leydig, células peritubulares e
células de Sertoli.

Nos testiculos normais de animais adultos as células de Sertoli sdo essenciais
para o desenvolvimento do processo espermatogénico (ORTH et al. 1988;
RUSSELL, 1993). Quando o desenvolvimento das células germinativas se completa,
as espermatides maduras sao liberadas pelas células de Sertoli dentro do lumen, e
passam por um sistema de duto coletor, conhecido como rede testicular antes de
entrarem no epididimo pelos ductos eferentes (O'DONNEL et al, 2001).

3.3.1 Células de Sertoli

Existe uma série de interagdes complexas locais entre as células de Sertoli e
de Leydig. Essas interagcdes servem para dois propdsitos: coordenar as fungdes dos
trés compartimentos testiculares (tubulos seminiferos, intersticios e vasos) e controle
de uma complexa, mas ordenada, sequéncia de eventos que constitui o ciclo
espermatogénico (SHARPEL, 1986).

A célula de Sertoli € importante para o controle das células germinativas,
tanto a respeito da fungao nutritiva como da reguladora (STANBENFELD; EDQVIST,
1996; JOHNSON, 1991). As células de Sertoli sdo grandes, tem nucléolos evidentes
e estdo situadas basalmente dentro do tubulo. Estas células tém longos processos
que contornam os espermatocitos e espermatides e provém uma estreita interagao
com as células germinativas durante todo o seu desenvolvimento (STANBENFELD;
EDQVIST, 1996; JOHNSON, 1996).

As células de Sertoli sdo interconectadas por "tight junctions” localizadas em
regides basais dos tubulos seminiferos, formando uma barreira hemato-testicular
funcional, delimitando assim dois compartimentos anatdbmicos e funcionais nos

tubulos seminiferos: um compartimento basal contendo espermatogbnias e
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espermatécitos no estagio de pré-leptéteno e um compartimento adluminal
preenchido por espermatdcitos primarios em estagios posteriores, espermatécitos
secundarios e espermatides arredondadas e alongadas (DADOUNE; DEMOULIN,
1993; AMANN, 1983). Durante o processo de maturacéo os espermatoécitos que se
originam das espermatogbnias no compartimento basal do tubulo, deslocam-se
através de “tight junctions” e terminam seu desenvolvimento no compartimento
adluminal do tabulo (STANBENFELD; EDQVIST, 1996; AMANN, 1983).

As células de Sertoli ttm como fungdo (RUSSELL et al., 1990a; SHARPE,
1994). controle da maturacdo e da migracdo das células germinativas; estédo
envolvidas na sintese de proteinas e esterdides (DADOUNE; DEMOULIN, 1993);
fagocitam células germinativas em degeneragdo (DADOUNE; DEMOULIN, 1993;
AMANN, 1983) bem como, corpos citoplasmaticos residuais deixados por
espermatides adultas quando na espermatogénese (JOHNSON, 1991; AMANN,
1983); estdo envolvidas no controle das secrecdes entre os compartimentos tubular
e intersticial (DADOUNE; DEMOULIN, 1993).

A atividade secretéria da célula de Sertoli € controlada pelo FSH. Os
receptores de membrana para FSH e os receptores nucleares e citoplasmaticos para
os andrégenos estao presentes nas células de Sertoli (STANBENFELD; EDQVIST,
1996). Uma vez que as células germinativas ndo possuem receptores para FSH e
testosterona, os sinais hormonais sao traduzidos pelas células de Sertoli e células
peritubulares (KRETSER et al., 1998). Ela converte a testosterona produzida pela
célula de Leydig em estrogénios. Os estrogénios vao tanto para dentro do
compartimento adluminal quando do compartimento basal dos testiculos. A partir
deste ultimo compartimento, os estrogenos podem ir para o sistema vascular
sanguineo (STANBENFELD; EDQVIST, 1996).

A célula de Sertoli converte a testosterona em desidrotestosterona, um
androgénio de maior poténcia bioldgica que a testosterona; a testosterona também
se desloca através da célula de Sertoli para o compartimento adluminal sem ser
transformada (STANBENFELD; EDQVIST, 1996). Apesar do FSH nao ser essencial
a espermatogénese, ele é essencial para uma espermatogénese normal quanto a
quantidade e fertilidade. Em termos da regulagcdo enddcrina da espermatogénese
por FSH, LH e andrégenos, sabe-se que o inicio e manutencéo da espermatogénese
quantitativamente normal, portanto para a fertilidade, existe um delicado balang¢o do

eixo hipotalamico-hipofisario-testicular (O'DONNEL et al., 2001).
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O numero de células de Sertoli no testiculo estabelece o limite superior de
producao espermatica porque cada célula de Sertoli suporta um numero
relativamente fixo de células germinativas (RUSSELL; PETERSON, 1984; SINHA-
HIKIM et al., 1989; HOLSBERGER et al., 2003; COOKE, 1991).

A regulagao da proliferagao de células de Sertoli e os fatores que controlam o
estabelecimento da populagdo no adulto sdo importantes (HOLSBERGER et al.,
2003; COOKE, 1991). Dentre estes fatores temos o gene SRY (MACKAY, 2000), o
horménio foliculo estimulante (FSH), os horménios tireoidianos (HOLSBERGER et
al., 2003; COOKE, 1991), entre outros.

Na gbnada indiferenciada, o gene SRY inicia a diferenciacdo das células
somaticas gonadais em célula de Sertoli. Estas células proliferam ativamente pelo
resto da vida fetal e por um periodo pds-natal. Quando cessa a proliferacao, a
populacdo de células de Sertoli da fase adulta esta estabelecida, e ndo ocorre mais
mitoses nestas células. As células de Sertoli de ratos iniciam sua proliferagao aos 16
dias pos-concepgao (ORTH, 1993), e em ratos e camundongos cessao sua divisdo
entre 10 e 16 dias de idade (MACKAY, 2000; SHARPE et al., 2000).

O numero de células de Sertoli propicia base para o estudo de alteracdes no
processo espermatogénico, em decorréncia de fatores patolégicos e terapéuticos
(ROWLEY; HELLER, 1971; RUSSELL; CLERMONT, 1977; KUMI-DIAKA et al.,
1983; SINHA-HIKIM et al., 1985; RUSSELL et al., 1990b), dentre outros.

Tendo o conhecimento que a desnutricdo desencadeia disturbios tireoideanos
e ainda que doencas na tiredide prejudiquem a fisiologia testicular, é propésito deste
trabalho averiguar o efeito da desnutrigdo de ratos na fase pds-natal sobre o seus

testiculos na fase adulta.
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4 METODOLOGIA

4.1 Grupos de animais

Ratas Wistar foram mantidas em biotério com temperatura estavel (23+1°C) e
ciclo diario de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, controlados. Aos 3 (trés)
meses de idade estes animais foram acasalados na proporgao de 2 (duas) fémeas
para 1 (um) macho, recebendo dieta padrao “labina” (Purina do Brasil), até o
nascimento dos filhotes, quando foram divididos em 2 grupos de estudo:

1- Controle (C): maes com livre acesso a agua e dieta padrao “Labina” (Purina
do Brasil), cuja composi¢cédo é demonstrada na tabela 1.

2- Desnutrido (D): maes com livre acesso a agua e dieta multicarencial (Dieta
Basica Regional — DBR), de acordo com Teoddsio et al., 1990 (Tabela 2).

A dieta multicarencial foi administrada as maes a partir do dia do nascimento
dos filhotes, quando a ninhada foi ajustada em numero de 6 filhotes por fémea. Este
numero de filhote foi escolhido porque, segundo Fishbeck e Rasmussen (1987),
parece ser este o numero de animais que confere o maior potencial lactotrofico. O
peso corporal dos lactantes foi aferido diariamente até a eutanasia dos mesmos.

Aos 21 dias de nascidos os filhotes foram desmamados e nutridos com dieta
padrao “labina” até os 94 dias de idade, quando foi realizado a eutanasia.

Para a manutencdo dos animais utilizou-se o biotério do Anexo do
Departamento de Anatomia, CCB — UFPE. Este protocolo foi submetido ao Comité
de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE, sob nimero 015701 / 2006 -
69 e foi aprovado em 14/12/2006 (Anexo 1).

4.2 Dieta Basica Regional (DBR)

A DBR foi preparada e cedida pelo Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco. Esta dieta tem a forma de um pellet
constituido de: feijao mulatinho (Phaseolus vulgaris), charque, batata doce (Iponea
batatas) e farinha de mandioca (Manihot esculenta). Este pellet apresenta um teor
deficitario de proteinas, calorias, gorduras, vitaminas e sais minerais (TEODOSIO et

al., 1990), especificado na tabela 2.
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Tabela 1. Composicao da dieta padréo “Labina” (Purina do Brasil), utilizada na alimentagéo
do grupo controle(C).

ENRIQUECIMENTO (Kg de ragéo) . NIVEIS DE GARANTIA
Vitamina A 20000 Ul Umidade (Max.) 13%
Vitamina D3 6000 Ul Proteina (min.) 23%
Vitamina E 30 UI Extrato Etéreo (min.) 2,5%
Vitamina K 6 mg Matéria Fibrosa (Max.) 9,0%
Vitamina B, 10 g Matéria Mineral (Max.) 8,0%
Vitamina B, 8 mg Calcio (max.) 1,8%
Pantotenato de Calcio 24 mg Fésforo (min.) 0,0%
Niacina 95 mg
Tiamina 4 mg
Colina 2000 mg
Piridoxina 6 mg
Biotina 0,1 mg
Acido Félico 0,5 mg
Manganés 50 mg
lodo 2mg
Ferro 65 mg
Zinco 35 mg
Cobre 26 mg
Antioxidante 100 mg

COMPOSICAO BASICA: Milho, farelo de trigo, farelo de soja, farinha de carne, farelo de arroz cru, carboneto de
célcio, fosfato bicalcico, sal, pré-mix. ). Segundo Purina do Brasil.

Tabela 2. Composicéo centesimal da Dieta Basica Regional (DBR).

Composicdo Centesimal

Ingredientes G% Proteinas Carboidrato  Lipidios Cinzas Fibras Koc/:al
0
Feijdo cozido e seco 18,34 3,99 10,66 0,24 0,57 1,09 60,67
Farinha de mandioca 198,8
64,81 0,84 48,59 0,12 0,43 5,64 0
Carne seca salgada 3,74 2,74 - 0,06 0,06 - 11,50
Gordura da carne seca 0.35 i i 0.35 i ) 3,15
salgada
Batata doce 12,76 0,30 9,99 0,03 0,20 0,48 41,43
TOTAL 100,00 7,78 69,24 0,80 1,26 7,21 3145’6

Teodosio et al., 1990.

4.3 Colheita dos testiculos

Aos 94 dias de idade, os animais dos grupos controle (n=6) e desnutrido (n=6)
foram pesados e anestesiados, via subcutidnea, com uma associacdo de duas
substancias anestésico-sedativas: 0,5ml de cloridrato de xilazina (2,3g/100ml) e
1,75ml de cloridrato de ketamina (50,0 mg/1ml), por quilo de peso corporal. Apos a
anestesia os ratos foram afixados em decubito dorsal em mesa cirurgica, € uma
incisdo longitudinal mediana no escroto foi realizada para a orquiectomia (remogao
cirargica do testiculo). Apds este procedimento, cada testiculo foi pesado, fixado por
imersdo em solugéo de paraformaldeido a 4% em tampéao fosfato (0,05M — pH 7,4),

e direcionado para processamento histolégico.
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4.4 Calculo do indice gonadossomatico (IGS)

Com a obtengdo dos pesos corporal e testicular no dia do sacrificio,
calculamos o IGS, o qual corresponde a relagao percentual entre a massa testicular

e 0 peso corporal para todos os ratos dos dois grupos experimentais.

4.5 Processamento histolégico

Para as analises microscépicas os fragmentos colhidos dos testiculos fixados,
foram desidratados em série crescentes de alcool etilico (70% a 100%) e incluidos
em parafina, segundo técnica rotineira. Posteriormente, foram seccionados em
microtomo, para obtengao de cortes histolégicos com 4um de espessura, 0s quais
foram corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE). Apds coloragéo, os cortes
foram montados e analisados em microscopio de campo claro, com aumentos de
100x a 1000x. As andlises histolégicas e morfométricas foram feitas de acordo com
Franca (1991) e Neves (2001), e realizadas nos Laboratérios do Anexo do
Departamento de Anatomia, CCB-UFPE.

4.6 Analise histoldgica dos testiculos

Ao microscopio de campo claro, foi analisado o aspecto morfolégico do
parénquima testicular dos ratos dos grupos controle e desnutrido para identificagcao
das regides de tubulos seminiferos (tunica propria, epitélio seminifero e lume tubular)
e intertubulo, e ainda os seus constituintes celulares: 1) células da linhagem

germinativa: 2) células de Sertoli: e 3) células de Leydig.

4.7 Analise morfométrica do testiculo

4.7.1 Proporgdes volumétricas (%)

As proporgbes volumétricas entre os diferentes componentes do
parénquima testicular (tunica proépria, epitélio seminifero, células de Leydig,
células e fibras do tecido conjuntivo, vasos sanglineos e espaco linfaticos) foram
estimadas utilizando-se um reticulo com 441 intersecgdes (pontos) associado a
ocular, em aumento de 400x. Para cada animal foram analisados 15 campos,

escolhidos ao acaso, perfazendo um total de 6615 pontos.
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O didmetro do tubulo seminifero (DT) e a altura do epitélio seminifero (AE)
foram medidos através do perfil transversal de 30 tubulos diferentes, escolhidos
aleatoriamente, sendo completamente circulares, ou os mais circulares possiveis. As
30 seccdes obtidas foram capturadas pelo sistema de captura de imagem
constituido por microscépio (OLYMPUS BX50), acoplado a uma microcamera
SANSUNG (Modelo SHC 410 NAD HL), conectado a um computador (PENTIUM I
DE 2000Mhz) contendo placa de captura de imagem e software para morfometria
(Power VCR 1l). Com o programa Scion Image for Windows, Beta 4.0.2, foram
realizadas as medi¢gdes de DT e AE, sendo cada medida resultante da média obtida
de 2 medidas diametralmente opostas. Os valores medidos para DT e AE foram
corrigidos para o valor de retragao de 15% decorrente do processamento histolégico
em parafina (FRANCA, 1991).

4.7.3 Comprimento dos tubulos seminiferos (CTS)

O comprimento total dos tubulos seminiferos (CTS) por testiculo, expresso em
metros, foi obtido pela divisdo do volume do tubulo seminifero (VTS) pelo resultado
da multiplicagdo do quadrado do raio do tubulo seminifero e o valor de T(ATTAL;
COUROT, 1963; DORST; SAJONSKI, 1974). O VTS (mL) para os grupos controle e
desnutrido foram estimado a partir do conhecimento do percentual ocupado pelo
tubulo seminifero no testiculo e do conhecimento do volume liquido do testiculo.
Como a densidade do testiculo € igual a 1,04g/mL (densidade = massa/volume)
(FRANCA, 1991), o peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume.

O comprimento de tubulo seminifero por grama de testiculo corresponde a

razao entre o comprimento tubular total e o peso liquido do testiculo.

4.7.4 Namero de células de Sertoli por testiculo

Os numeros de células de Sertoli obtidos por animal e por grupo foram corrigidos
para o didmetro nucleolar e espessura do corte histolégico, para isso, foram
contadas somente células de Sertoli com nucléolos visiveis, esta corre¢cao foi
realizada utilizando-se a formula de Abercrombie (1946), modificada por Amann

(1962), conforme segue:
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N° corrigido = contagem obtida x Espessura do corte

Espessura do corte + \/(DN/2)2 - (DN/4)?

O diametro nucleolar médio (DN) representa a média das medidas dos
diametros de 10 nucléolos de células de Sertoli para cada animal dos grupos
experimentais (controle e desnutrido).

Os 10 nucléolos de células de Sertoli obtidos foram capturadas pelo sistema
de captura de imagem constituido por microscopio (OLYMPUS BX50), acoplado a
uma microcamera SANSUNG (Modelo SHC 410 NAD HL), conectado a um
computador (PENTIUM Il DE 2000Mhz) contendo placa de captura de imagem e
software para morfometria (Power VCR 1l). Com o programa Scion Image for
Windows, Beta 4.0.2, foram realizadas as medicbes desses diametros nucleolares
nas imagens capturadas. Os valores medidos para diametro nucleolar de célula de
Sertoli foram corrigidos para o valor de retracdo de 15% decorrente do

processamento histologico em parafina (FRANCA, 1991).

4.8 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados com auxilio do programa “Excel for
Windows”, tendo sido estimadas as médias, desvios padrdes e erros padrdes da
média (EPM). Os dados foram representados em média + erro padr&o. O teste t de
Student foi aplicado usando o programa SIGMASTAT do Windows versao 2.0. Os
valores de p<00,5 foram considerados significantes (SAMPAIO, 1998).
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5 RESULTADOS
5.1 Curva ponderal

A curva ponderal ilustrada na figura 1 demonstra que a partir do 15° dia de
vida, iniciou-se um aumento diferenciado do peso corporal de ambos os grupos, de
tal forma que os valores para o grupo desnutrido permaneceram significativamente
(p<0,05) inferiores até o 74° dia de vida, quando pesavam aproximadamente, 280
gramas. Ja o controle aos 74° dias de vida pesava, aproximadamente, 300 gramas.
A partir dos 74 dias de idade os ratos dos dois grupos experimentais apresentaram

0s pesos corporais semelhantes até o 94° dia de vida quando foram sacrificados.

Nascimento Desmame Sacrificio
o 0
1 21 94 dias
| Labina - Purina | -~ - - Desnutrido
[ Nutrizes - Labina | Labina - Purina [ Controle

350 4

300 4

250 -

200 -

150 -

Peso corporal (g)

100 -

50 4

Idade (dias)

Figura 1. Curva ponderal comparando os pesos corporais dos grupos controle e
desnutrido de ratos Wistar, do nascimento ao sacrificio (94° dia). Ratas Wistar foram
acasaladas e receberam ragdo comercial (Labina-Purina) até o nascimento dos filhotes,
quando foram divididos em dois grupos: controle (n = 6) cuja mée continuou recebendo a
mesma ragao comercial até o desmame (21° dia) e desnutrido (n = 6) cuja mae passou a
receber DBR até o 21° dia, quando também foram desmamados. As proles dos grupos
desnutrido e controle, apdés o desmame, foram submetidos a ingestdo de Labina-Purina.
Resultados expressos com médiaterro padrao. Significancia estatistica (testes t). *p<0,05.

5.2 Pesos corporais, testiculares e indice gonadossomatico (IGS)

Os pesos corporal (PC) e testicular (PT) do grupo controle (324+t6g;
1,67+0,059) ndo diferiram dos pesos corporal e testicular do grupo desnutrido

(303+10g; 1,67+0,03g). Ja o indice gonadossomatico (IGS) do grupo desnutrido
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(1,11%) foi significativamente maior (p=0,021) do que o IGS do grupo controle

(1,04%) (Figura 2).

1000 -
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Figura 2. Pesos corporais (PC), testiculares (PT) e indices gonadossomaticos (IGS) de ratos
adultos (94 dias) submetidos a desnutricao pds-natal com DBR, e ratos controle. Ratas Wistar foram
acasaladas e receberam ragdo comercial (Labina-Purina) até o nascimento dos filhotes, quando
foram divididos em dois grupos: controle (n = 6) cuja mae continuou recebendo a mesma ragao
comercial até o desmame (21° dia) e desnutrido (n = 6) cuja mae passou a receber DBR até o 21°
dia, quando também foram desmamados. As proles dos grupos desnutrido e controle, apos o
desmame, foram submetidos a ingestdo de Labina-Purina. Resultados expressos como média +
erro padrdo. Significancia estatistica (teste t) * p<0,05.

5.3 Identificacdo dos compartimentos testiculares

Foi observado nos 2 (dois) grupos de estudo, controle e desnutrido, que o
testiculo encontrava-se envolvido por uma capsula fibrosa, e exibia 2 (dois)
compartimentos maiores, o compartimento intertubular ou intersticial e o
compartimento de tubulos seminiferos, como descrito na literatura (RUSSELL et al.,
1990a; NEVES, 2001). O compartimento intersticial contendo vasos sanguineos e
espacos linfaticos, células de Leydig como o tipo celular mais frequente, além de

células e fibras do conjuntivo (Figura 3A e 3B).
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Figura 3. Fotomicrografia da seccao transversal dos testiculos
de ratos controle (A) e desnutrido (B), com regido tubular
(Epitélio seminifero — ES), lume tubular(L), tunica prépria (=) e
regido intertubular (I) bem diferenciada. Hematoxilina - Eosina,
barra = 54 pm.

5.4 Morfologia das células da linhagem espermatogénica e das células de

Sertoli

Nos grupos controle e desnutrido foram encontrados, no interior do tubulo

seminifero, o epitélio seminifero e o lume tubular, circunscrito pela tunica prépria
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(Figura 3). No epitélio seminifero observamos células da linhagem germinativa, as
células espermatogénicas, e células somaticas, as células de Sertoli. As células
espermatogénicas s&o as espermatogbnias, espermatécitos primarios e
secundarios, e as espermatides arredondadas e alongadas (Figura 4). As
espermatogbnias residem no compartimento basal, geralmente com uma superficie
aplainada ao longo da membrana limitante e outra superficie arredondada. Os
espermatdécitos primarios sado os tipos celulares mais observados no epitélio
seminifero, por ser uma fase celular excepcionalmente demorada, apresentando
uma grande variagdo no volume nuclear. Os espermatécitos secundarios s6 sao
observados nos tubulos seminiferos na fase meidtica, e tem seu nucleo com
morfologia muito proxima das espermatides arredondadas em fase inicial, sé
diferindo porque esta ultima tem menor tamanho. As espermatides alongadas
apresentam seu nucleo com o formato alongado, estando localizadas nas criptas
das células de Sertoli (indo de criptas profundas a criptas apicais). As
espermatogbnias, espermatocitos e esparmatides arredondadas sédo observadas
sucessivamente, indo da base em direcdo ao lume tubular. As espermatides
alongando e alongadas ocupam as criptas das células de Sertoli, e por isso parece
estar entre os outros tipos de células espermatogénicas. As células de Sertoli
estendem-se da base do tubulo seminifero ao seu lume, estando em contato com

todos os tipos de células espermatogénicas.

Figura 4. Fotomicrografia da secgédo transversal de tubulo
seminifero com células espermatogénicas (espermatogbnias
(A), espermatécitos primarios (E), e as espermatides
arredondadas (Ar) e alongadas (Al)) e células de Sertoli (CS).
Hematoxilina - Eosina, barra = 26 pm.
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5.5 Dados morfométricos do tibulo seminifero

O diametro tubular e a altura do epitélio seminifero podem variar em
decorréncia de uma série de fatores. Desta forma, os mesmos sado parametros
classicamente utilizados como indicadores de atividade espermatogénica em
investigacdes envolvendo funcéao testicular (NEVES, 2001; HESS et al., 1993). O
didmetro tubular (DT) do grupo controle (295+2um) foi muito semelhante ao grupo
desnutrido (300£3um), da mesma forma o comprimento do tubulo seminifero por
testiculo (CTS) do grupo controle (18+1,7m) foi muito préximo do CTS do grupo
desnutrido (16,9£0,7m), ou seja, ndo houve diferenga estatistica significativa
(p>0,05). Entretanto a altura do epitélio seminifero (AES) do grupo desnutrido
(74x2um) foi estatisticamente menor (p<0,05) do que a AES do grupo controle
(82+3um) (Figura 5). Os valores medidos para DT e AES foram corrigidos pelo fator
de retracdo linear de 15%, em decorréncia da contragao tecidual do testiculo devido

ao processamento histolégico para inclusdo em parafina (FRANCA, 1991).
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Figura 5. Didmetro do tubulo seminifero (DTS - ym), altura do epitélio seminifero (AES - um) e
comprimento total do tubulo seminifero (CTS - m) de ratos adultos (94 dias) submetidos a
desnutricao pés-natal, com DBR e ratos controle. Ratas Wistar foram acasaladas e receberam racao
comercial (Labina-Purina) até o nascimento dos filhotes, quando foram divididos em dois grupos:
controle (n = 6) cuja mae continuou recebendo a mesma ragéo comercial até o desmame (21° dia) e
desnutrido (n = 6) cuja mae passou a receber DBR até o 21° dia, quando também foram
desmamados. As proles dos grupos desnutrido e controle, apés o desmame, foram submetidos a
ingestdo de Labina-Purina. Resultados expressos como médiaterro padrao. Significancia estatistica
(teste t) * p<0,05.
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5.6 Proporcéo volumétrica dos componentes testiculares

A proporc¢éao de tubulos seminiferos foi significativamente menor (p<0,05) nos
animais do grupo desnutrido (84,0%) em relagao ao grupo controle (81,7%) (Figura
6). Neste compartimento apenas o lume tubular teve sua proporgdo reduzida
significativamente (p<0,05) no grupo desnutrido (18,6%), comparado ao grupo
controle (21,1%), sem, entretanto, haver alteracao significativa nas propor¢des de
epitélio seminifero (C=58,4%; D=57,5%) e tunica propria (C=4,6%; D=5,6%) nestes
grupos (Figura 7).

Nao foi observada diferenga significativa na proporgdo do compartimento
intertubular, ao comparar-se o grupo desnutrido e o grupo controle (Figura 6).
Entretanto neste compartimento houve um aumento significativo (p<0,05) na
proporgao do espaco linfatico e de células e fibras do conjuntivo no grupo desnutrido
(2,9%; 4,0%) em relagcéo ao grupo controle (1,5%; 2,3%) (Figura 8). A proporc¢ao de
células de Leydig no espaco intertubular ndo apresentou diferengca decorrente da

desnutricdo durante o periodo de aleitamento (C = 9,9%; D = 8,9%).
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Figura 6. Proporgao volumétrica de tubulo seminifero (TS) e regido intertubular (IT) de ratos adultos
(94 dias) submetidos a desnutrigdo pos-natal com DBR, e ratos controle. Ratas Wistar foram
acasaladas e receberam ragaq comercial (Labina-Purina) até o nascimento dos filhotes, quando
foram divididos em dois grupos: controle (n = 6) cuja mae continuou recebendo a mesma ragao
comercial até o desmame (21° dia) e desnutrido (n = 6) cuja mae passou a receber DBR até o 21°
dia, quando também foram desmamados. As proles dos grupos desnutrido e controle, apds o
desmame, foram submetidos a ingestdo de Labina-Purina. Resultados expressos como média terro
padréo. Significancia estatistica (teste t). * p<0,05.
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Figura 7. Proporgao volumétrica dos constituintes do tabulo seminifero de ratos adultos (94 dias)
submetidos a desnutricdo pds-natal com DBR e ratos controle. Ratas Wistar foram acasaladas e
receberam ragao comercial (Labina-Purina) até o nascimento dos filhotes, quando foram divididos
em dois grupos: controle (n = 6) cuja mae continuou recebendo a mesma ragdo comercial até o
desmame (21° dia) e desnutrido (n = 6) cuja mée passou a receber DBR até o 21° dia, quando
também foram desmamados. As proles dos grupos desnutrido e controle, apdés o desmame, foram
submetidos a ingestédo de Labina-Purina. Epitélio seminifero — ES; lume tubular — LT; tunica prépria
— TP. Resultados expressos como médiazerro padrido. Significancia estatistica (teste t) * p<0,05.
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Figura 8. Proporgao volumétrica dos constituintes da regido intertubular de ratos adultos (94 dias)
submetidos a desnutrigdo pds-natal e ratos controle. Ratas Wistar foram acasaladas e receberam
ragdo comercial (Labina-Purina) até o nascimento dos filhotes, quando foram divididos em dois
grupos: controle (n = 6) cuja mae continuou recebendo a mesma ragao comercial até o desmame
(21° dia) e desnutrido (n = 6) cuja mée passou a receber DBR até o 21° dia, quando também foram
desmamados. As proles dos grupos desnutrido e controle, apés o desmame, foram submetidos a
ingestdo de Labina-Purina. Vaso sanguineo — VS; espago linfatico — EL; Células de Leydig — CL;
células e fibras do conjuntivo — CC. Resultados expressos como média * erro padrdo. Significancia
estatistica (teste t) * p<0,05.
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5.7 Niumero de células de Sertoli por testiculo

Os dados referentes a morfometria das células de Sertoli encontram-se na
Figura 9. Observando esta figura 9 podemos notar que: 1) o numero obtido de
células de Sertoli por secgao de 4um (CS-NO) apresentou-se 50,9% menor no grupo
desnutrido (5,6+0,5), quando comparado ao grupo controle (11,410,7) (p<0,05);
2) o didmetro nucleolar da célula de Sertoli (CS-DN) ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos desnutrido (1,0£0,1um) e controle (1,3x0,1um);
3) o numero corrigido de células de Sertoli por secgédo de 4um (CS-NC) no grupo
desnutrido (5,0+0,4) foi 50,5% menor do que no grupo controle (10,1+0,7) (p<0,05);
4) o numero de células de Sertoli por testiculo (CS/T (x107)) no grupo desnutrido
(2,1+0,3 x10") foi 48,8% menor do que no grupo controle (4,1+0,8 x107) (p<0,05). O
numero de células de Sertoli por testiculo foi obtido a partir do numero corrigido de
nucléolos de células de Sertoli por seccéo transversal de tubulos seminiferos e do
comprimento tubular por testiculo. Os valores medidos do didmetro nucleolar da
célula de Sertoli foram corrigidos pelo fator de retragdo linear de 15%, em
decorréncia da contragao tecidual do testiculo devido ao processamento histolégico
para inclusdo em parafina (FRANCA, 1991).
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FIGURA 9. Morfometria e niumero de células de Sertoli de ratos Wistar adultos (94 dias) submetidos
a desnutricao pods-natal e ratos controle. Ratas Wistar foram acasaladas e receberam racao
comercial (Labina-Purina) até o nascimento dos filhotes, quando foram divididos em dois grupos:
controle (n = 6) cuja mae continuou recebendo a mesma ragéo comercial até o desmame (21° dia) e
desnutrido (n = 6) cuja mae passou a receber DBR até o 21° dia, quando também foram
desmamados. As proles dos grupos desnutrido e controle, apdés o desmame, foram submetidos a
ingestdo de Labina-Purina. Numero obtido de células de Sertoli por secgdo de 4um — CS-NO;
Diametro nucleolar de célula de Sertoli — DN (um); Numero corrigido de células de Sertoli por
secgdo de 4um — CS-NC; Numero de célula de Sertoli por testiculo — CS/T(x10"). Resultados
expressos como (média * erro padrao). Significancia estatistica (teste t) * p<0,05.
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6 DISCUSSAO
6.1 Curva ponderal

De acordo com os resultados apresentados, podemos constatar que a partir
do 15° dia de vida, apesar de ambos aumentarem o peso, 0s animais desnutridos
apresentaram pesos significativamente inferiores (p<0,05), em relagdo aos animais
controles. Essa reducdo da massa corpoérea indica que a DBR foi eficaz em induzir o
estado de desnutricdo nos animais do grupo desnutrido.

De acordo com Passos et al. (2000), maes submetidas a dieta hipoprotéica
(8% de proteina) durante a lactagdo da prole influenciam o peso corporal dos
filhotes, mesmo que ao término da lactagcdo seja realizada a reposigdo alimentar
desta prole com dieta normoprotéica (22% de proteina). Neste experimento de
Passos, o peso corporal da prole desnutrida, aferido do nascimento até os 180 dias
de idade, apresentou-se mais baixo do que no grupo controle (normoprotéico)
(PASSOS et al., 2000), semelhante ao resultado observado no nosso protocolo,
embora no nosso experimento, o peso corporal tenha sido aferido, apenas até o 94°
dia de idade.

O baixo peso corporal em ratos submetidos a restricdo protéica é fenbmeno
amplamente estudado na literatura (PAIXAO et al., 2001; AGUILA; MANDARIM-DE-
LACERDA, 2003b; SKILTON, 2006; SANTHIAGO et al., 2006; ARAUJO, 2008) e
tem sido associado a alteragdes funcionais e morfologicas (SANTHIAGO et al,
2006).

O elevado ganho de peso observado em animais desnutridos, foi observado
por Santhiago et al. (2006) e sugere que a recuperagdo nutricional dos ratos
previamente desnutridos foi parcial, uma vez que o ganho de peso foi maior no
grupo desnutrido, porém o peso corporeo final foi menor em relagdo ao seu controle.
Isso pode ter ocorrido devido ao aumento da ingesta alimentar no grupo desnutrido.
Varios estudos anteriores tém mostrado a elevada ingestdo alimentar de ratos
mantidos com dieta multicarencial (PAPOTI et al., 2003; SANTHIAGO et al., 2006).

Esses resultados sugerem que o estado nutricional na fase de gestacéo e
aleitamento parece interferir na composigao corporal do individuo adulto. Muitos sao
0S mecanismos que associam baixo peso ao nascer com doencgas cardiovasculares.
Bebés que sdo magros ao nascer tém caréncia de musculo, uma deficiéncia que

pode persistir porque o periodo critico para o crescimento muscular é entre a 302
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semana de vida uterina e até alguns dias apdés o nascimento. Neste periodo ha
pouca replicacado celular. Por isso, se eles ganham peso rapidamente na infancia,
estardo dispostos a ganhar muito mais gordura do que musculo, isto ira provocar
uma desproporcionalidade elevada de massa de gordura na vida adulta (ADAIR,
2002). Isso explicaria o fato desses individuos apresentarem obesidade na vida
adulta e consequentemente, todos os problemas a ela relacionada, como diabetes,
hipertensédo arterial sisttmica e doengas cardiovasculares (AGUILA; MANDARIM-
DE-LACERDA, 2003).

Neves (1993) sugere que quanto mais precocemente inicia-se a desnutrigao,
maior a probabilidade de 6bitos em camundongos, devido provavelmente ao fato
destes animais estarem em fase de crescimento e desenvolvimento, por conseguinte
atividade metabdlica intensa, necessitando portanto de nutrientes essenciais a
constituicdo organica. Dunn et al. (1947) também relatam que a precocidade da
desnutricdo apresenta maior repercussdao na massa corpérea e dos 6rgaos, pois o
acentuado metabolismo desta fase é atributo essencial para levar ao crescimento e
desenvolvimento.

Modificagdes drasticas na dieta, ocasionando baixa ingestdo calérica ou de
baixo valor bioldégico nos primeiros anos de vida, proporcionarao alteragdes no
desenvolvimento do organismo desnutrido (GOBATTO, 1993). Tém sido relatadas
adaptacdes metabdlicas ocorridas em fungdo da desnutricdo e suas implicacoes
sobre diversas situagdes (BIOEVELL, 1985).

6.2 Analise testicular: morfologia e morfometria

N&o observamos diferengas no que diz respeito a organizagao do testiculo, e
organizagcdo celular nos compartimentos testiculares nos animais do grupo
desnutrido em relagao aos controles. Nos tubulos seminiferos foram observados
todos os tipos celulares caracteristicos da linhagem espermatogénica
(espermatogbnias, espermatécitos primarios e secundarios, espermatides
arredondadas e alongadas) e células de Sertoli. No intersticio foram observados
células de Leydig, outras células do conjuntivo, bem como vasos sanguineos e
espacos linfaticos.

Com estes resultados podemos deduzir que o protocolo de desnutricao
empregado neste trabalho ndo afetou a estrutura testicular, bem como as células

componentes do testiculo, de forma qualitativa. Entretanto Said et al. (1976)
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observaram, através de exame histologico de testiculo de ratos, que a
espermatogénese foi interrompida no estagio de espermatogbnia em ratos nutridos
com dieta sem proteinas, e no estagio de espermatdcitos primarios e secundarios
em ratos com dieta hipoprotéica. Estes autores concluiram que desnutricdo protéica
afeta adversamente a fungao testicular, e ainda que a natureza e a severidade
desses efeitos dependem da duracédo do estado de deficiéncia nutricional (SAID et
al., 1976).

Embora ndo tenhamos observado diferenga significativa nos pesos
testiculares médios absolutos entre os grupos desnutrido e controle, podemos
observar através do peso relativo, representado pelo indice gonadossomatico (IGS),
que a desnutricdo durante a lactagdo aumentou o IGS do grupo desnutrido em
relagdo ao controle. Este resultado revela que o peso testicular em relacdo ao peso
corporal no grupo desnutrido é relativamente maior que no grupo controle. Segundo
Baarends e Grootegoed (1999) o tamanho final do testiculo de camundongos é
também determinado por fatores genéticos, o que explicaria os resultados obtidos
neste trabalho com relagdo a ndo diferenga no peso testicular absoluto dos grupos
desnutrido e controle. Esta conclusdo de Baarends e Grootegoed (1999) também
explicaria a nao alteragdo no diametro tubular e comprimento total de tubulo
seminifero observado no testiculo de ambos os grupos, controle e desnutrido.

No tubulo seminifero observamos ainda que a altura do epitélio seminifero
estava significativamente menor no grupo desnutrido quando comparado ao grupo
controle. Estes dados sdo explicados quando Stanbenfeld e Edqvist (1996) e
Johnson (1991) relatam que a célula de Sertoli € importante para o controle das
células germinativas, tanto a respeito da fungao nutritiva como da reguladora, e nos
sugere concluir que o numero de células de Sertoli significativamente reduzido no
grupo desnutrido levou a uma redugado na altura do epitélio seminifero, visto que
este é constituido pelas células de Sertoli associados a um numero relativamente
fixo de células germinativas.

Com relagao as analises morfométricas, os resultados apresentados sugerem
que a desnutricado pos-natal seguida de restabelecimento alimentar do rato macho
até a fase adulta (94 dias de idade) promoveu modificagbes significativas em
parametros testiculares, o que pode levar a alteragées no processo espermatogénico

e na producgao espermatica, provavelmente de forma quantitativa.
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Ramos et al. (2006) relataram que testiculo de ratos (21 dias de idade), cujas
maes foram submetidas a uma dieta hipoprotéica e hipocaldrica durante o periodo
de amamentacédo, apresentou peso reduzido, bem como redug¢do da area do tubulo
seminifero e altura do epitélio seminifero, concluindo que a desnutricao maternal
durante a lactacdo leva a mudancga estrutural no testiculo do filhote, o qual seria

responsavel por alteragdes na fisiologia do érgao no individuo adulto.

6.3 Numero de células de Sertoli

A desnutricdo durante amamentagao da prole, seguido da reposi¢cao alimentar
pelos filhotes, desencadeou uma reducdo no numero de células de Sertoli no
testiculo, quando comparado ao grupo controle.

A célula de Sertoli, presente no interior do tubulo seminifero, e tendo como
funcdo primordial o suporte do processo espermatogénico até a liberagdo do
espermatozoide no lume, apresenta um processo regulatério muito complexo. Esta
regulacdo engloba: 1. Diferenciacdo das células somaticas gonadais primordiais
(embriologia) em células de Sertoli primordiais; 2. Divisdo meittica das células de
Sertoli, que ocorrem no periodo embrionario até, aproximadamente, os 16 dias de
idade em ratos e camundongos (HOLSBERG; COOKE, 2005), e em outras espécies
pode continuar por mais alguns anos pés-natal (SHARPE et al., 2000; HOLSBERG;
COOKE, 2005%5); 3. Controle do funcionamento da célula de Sertoli no desempenho
de suas fungdes como célula suporte da espermatogénese (RUSSELL, 1993).

O estabelecimento da populacédo de células de Sertoli no testiculo ocorre na
fase de divisdo mitética. Nesta fase varios fatores podem interferir nesta divisdo, tais
como: hormdnios tireoidianos, desnutricdo, entre outros.

Holsberg e Cooke (2005) em artigo de revisdo afirmam que numerosos
laboratérios tém demonstrado que a triiodotironina (T3), € a chave para ativagao do
desenvolvimento das células de Sertoli e, finalmente, para estabilizar o efeito da
populagao de células de Sertoli e da magnitude da produc¢do espermatica no adulto.
Afirma ainda que o T3 tem efeito inibitério direto sobre a proliferacdo das células de
Sertoli, e concomitantemente, efeito estimulatério sobre a diferenciagdo das mesmas
células e formagéo da barreira de célula de Sertoli (tight junctions). Outros artigos
corroboram com esta informacado afirmando que o hipotireoidismo transitério em
roedores neonatais prolonga o periodo de proliferagcdo das células de Sertoli,

levando a um aumento significativo do numero destas células, da produgao
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espermatica diaria e do peso testicular (COOKE, et al., 1991; VAN HAASTER, et al.,
1992; JOYCE, et al., 1993).

Holsberger et al. (2005) informam que a indu¢do do hipertireoidismo através
de injecdo exdgena de ftriiodotironina (T3), resulta na cessagdo prematura das
mitoses das células de Sertoli e na canalizagao precoce dos tubulos seminiferos.

Conforme Mackay (2000) e Sharpe et al. (2000) as células de Sertoli em ratos
e camundongos proliferam até aproximadamente o 16° dia pds-natal. Gondos e
Berndston (1993) afirmam que durante o periodo pos-natal as células de Sertoli
sofrem extensas mudancas tanto na estrutura quanto na funcdo. Estas mudancas
sao criticas para o estabelecimento da espermatogénese e desenvolvimento do
padrao adulto da fungéo testicular.

Ramos et al. (1997) informam que mudancgas na secrecéo da glandula tiredide
e no metabolismo sdo observadas em animais alimentados com dieta deficiente em
proteinas. Estas mudangas sao observadas em homens e animais. Quando esta
restricdo protéica ocorre em maes lactantes provoca um aumento de sua producao
de T3 e um aumento na conversao de T4 a T3 (LISBOA et al., 2003). Esta alteracao é
refletida no leite materno que terd em sua composigdo um aumento significativo
destes horménios tireoidianos, os quais serao transferidos para sua prole através da
amamentacao (PASSOS et al., 2001). Este fato desencadeia um aumento nos niveis
de horménios tireoidianos no filhote lactante desencadeando alteracado metabdlica
dos mesmos. Esta mudanca no metabolismo do lactante desencadeia processos
que podem ser expressos nesta fase de desenvolvimento, ou em idades
subsequentes, inclusive na fase adultas, “marcando” o individuo metabolicamente,
conduzindo, portanto a uma “programagao” metabdlica.

O nosso protocolo de desnutricdo com DBR realizada nos primeiros 21 dias
de vida foi determinante para “programar” os animais para um processo
espermatogénico deficiente porque o desenvolvimento embrionario do testiculo do
rato inicia-se aos 13,5 dias pds-concepcéao e estende-se até o 10-16 dias de idade e
células de Sertoli de ratos iniciam sua proliferacdo aos 16 dias pds-concepcao e
cessam sua divisao entre 10 e 16 dias de idade (ORTH, 1993). Como a célula de
Sertoli é importante para o controle das células germinativas, tanto a respeito da
funcdo nutritiva como da reguladora (STANBENFELD; EDQVIST. 1996; JOHNSON,
1991) e o numero de células de Sertoli no testiculo estabelece o limite superior de

producao espermatica porque cada célula de Sertoli suporta um numero
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relativamente fixo de células germinativas (RUSSELL; PETERSON, 1984; SINHA-
HIKIM et al., 1989; HOLSBERGER; COOKE, 2005) os animais do grupo desnutrido
tiveram sua produgdo espermatica seriamente comprometida em consequéncia da

ingestao de DBR.
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, os dados inéditos obtidos no desenvolvimento do presente
trabalho propiciam avaliar que a desnutricdo pds-natal, com DBR, durante a fase de
amamentacado, seguida de restabelecimento alimentar com dieta normoproteica até
a fase adulta (94 dias), promoveram uma “programacao” na populagao de células de
Sertoli no rato adulto. O impacto da desnutricdo no periodo pds-natal (nos primeiros
21 dias de vida) foi tdo importante, em nosso protocolo experimental que nem a
reposi¢ao alimentar a partir do 22° dia de vida até o sacrificio (no 94° dia) permitiu
que os animais desnutridos recuperassem o numero normal de células de Sertoli, o
gue nos leva a hipotetizar redugéo no potencial espermatogénico, ja que o0 mesmo

depende diretamente do numero de células de Sertoli.
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8 PERSPECTIVAS

A determinagao do numero de células de Sertoli foi o primeiro passo de nosso
experimento. As células de Sertoli iniciam o processo espermatogénico, portanto, o
fato de ter havido uma reducdo em torno de 50% no numero de células de Sertoli,
nos animais submetidos a uma desnutricdo pds-natal, mesmo com reposicao
alimentar na fase adulta, nos leva a estabelecer as seguintes perspectivas:

4.1 Determinar a produg¢ao espermatica, dos animais desnutrido, baseado no
numero de células de Sertoli, por animal.

4.2 Pesquisar os fatores que levaram a uma redugao no numero de espagos

linfaticos (EL) e células e fibras do conjuntivo (CC), nos animais controle.
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Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagio experimental dos animais
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