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RESUMO




INTRODUCAO: A cisplatina é uma droga amplamente utilizada no tratamento do cncer
e seu efeito antineopldsico deve-se a habilidade de inibir a sintese de 4cido
desoxirribonucléico (DNA). O grau de lesdo testicular induzido por este quimioterapico €
varidvel, podendo afetar tanto o epitélio seminifero como as estruturas do tecido
intertubular. Sabe-se ainda, que a cisplatina induz a queda dos niveis de antioxidantes
séricos, que pode resultar em faléncia do mecanismo de defesa contra a lesdo oxidativa
ocorrida. OBJETIVO: Verificar os efeitos da administracdo isolada da cisplatina ou
associada a superdoxido de dismutase (SOD) e catalase na quantificagdo da produgdo
espermatica através de contagens das células da linhagem espermatogénica e das reservas
espermaticas testicular e epididimdria, e nas propor¢cdes volumétricas dos componentes
testiculares de ratos adultos. MATERIAL E METODOS: Vinte e quatro ratos Wistar
adultos foram divididos casualmente em trés grupos: Grupo I - Controle: submetidos a
injecdo intraperitoneal (IP) de soro fisiologico (SF) a 0,9% e também, através da veia
femoral (n = 8); Grupo II: submetidos a injecao IP de cisplatina na dose de 4 mg/kg de peso
corporal e a SF 0,9%, através da veia femoral (n = 8) e Grupo III: submetidos a injecao IP
de cisplatina na mesma dose e a SOD + catalase, na dose de 2,5 mg/ml cada, através da
veia femoral (n = 8). Todos os animais foram sacrificados 13 dias apdés injecdo
intraperitoneal. RESULTADOS: O tratamento com cisplatina com ou sem uso de
antioxidantes ndo afetou os seguintes parametros: (1) pesos testicular, epididimério e das
glandulas anexas; (2) ndmero de células da linhagem espermatogénica assim como nas
razdes destas células com as células de Sertoli; (3) reservas espermdticas testicular e
epididimdria totais ou por grama de parénquima; e (4) didmetro nuclear/nucleolar médio
das espermatogOnias, espermatdcitos primarios em preleptoteno, em paquiteno e das células
de Sertoli. Entretanto, o tratamento afetou significativamente os seguintes parametros:
(1) peso corporal de ratos tratados com cisplatina e cisplatina + antioxidantes reduzidos;
(2) propor¢ao volumétrica que se mostrou diminuida no epitélio seminifero testicular nos
animais tratados com cisplatina sugestivo de possivel protecdo pelos antioxidantes;
(3) percentual da tdnica propria dos testiculos de ratos tratados com
cisplatina + antioxidantes que se mostrou aumentado em relacdo aos tratados com
cisplatina; (4) percentual do estroma testicular dos animais tratados com cisplatina

aumentado em relagdo aos tratados com cisplatina + antioxidantes; (5) percentual de
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nicleos das células de Leydig dos testiculos de ratos tratados com cisplatina e
cisplatina + antioxidantes que se evidenciou reduzido; e (6) didametro nuclear médio de
espermadtides arredondadas nos animais tratados com cisplatina e cisplatina + antioxidantes
que se mostrou reduzido. CONCLUSOES: a propor¢io volumétrica dos componentes
testiculares, principalmente o epitélio seminifero, foi o parametro mais afetado pela

cisplatina, sendo este efeito redutor minimizado pelo uso de antioxidantes.
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ABSTRACT




INTRODUCTION: Cisplatin is a common widely used antineoplasic drug with the ability
to inhibit DNA synthesis. The extent of testicular lesion induced by cisplatin is variable
affecting both the seminiferous epithelium and the structures of the intertubular spaces.
Cisplatin is also known to lead to a reduction of the serum levels of antioxidants which
could result in the failure of the defense mechanism against oxidative lesion.
OBJECTIVE: To evaluate the effects of the administration of cisplatin alone or in
association with superoxide dismutase (SOD) and catalase in the quantification of sperm
production through the analysis of germ cell counts, of testicular and epidydimal sperm
reserves as well as of the volumetric densities of the testicular components of adult rats.
MATERIAL AND METHODS: Twenty-four adults Wistar rats were randomly assigned
to either of three groups: Group I- Control: submitted to i.p. injection of 0,9% saline
solution as well as through the femoral vein (n=8); Group II: submitted to i.p. injection of
cisplatin (4mg/kg body weight) and 0,9% saline solution through the femoral vein (n=8)
and Group III: submitted to i.p. injection of cisplatin (4mg/kg body weight) and
SOD + catalase (2,5mg/ml each) injection through the femoral vein (n=8). All animals were
killed 13 days following i.p injection. RESULTS: Treatment with cisplatin or cisplatin plus
antioxidants did not affect the following parameters: (1) testicular, epidydimal and the
accessory complex glands; (2) number of germ cells as well as their ratios to the Sertoli
cells; (3)  testicular and epidydimal sperm reserves (total or per gram) and
(4) nuclear/nucleolar mean diameter of spermatogonia, primary spermatocytes at
preleptotene and pachytene stages and the Sertoli cells. However, the treatment
significantly affected the following parameters to a variable extent: (1) reduced body
weight of rats treated with cisplatin and cisplatin plus antioxidants; (2) reduced volume
density of testicular seminiferous epithelium in animals treated with cisplatin but protected
with antioxidants; (3) increased percentage of the testicular tunica propria of the rats treated
with cisplatin plus antioxidants in comparison with the cisplatin treated animals;
(4) increased percentage of testicular stroma in animals treated with cisplatin as compared
to the cisplatin plus antioxidants treated rats; (5) reduced percentage of the Leydig cell
nuclei of rats treated both with cisplatin and cisplatin plus antioxidants and (6) reduced

mean nuclear diameter of round spermatids of rats treated both with cisplatin and cisplatin
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plus antioxidants. CONCLUSION: volume density of the testicular components, mainly
that of the seminiferous epithelium, was the most important parameter affected by cisplatin,

its effect being ameliorated by the use of antioxidants.
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Os tumores de células germinativas (TCG) de testiculo sao as neoplasias sélidas
mais freqiientes em homens dos 20 aos 35 anos de idade na Europa e no Brasil,
estimulando, interesse de intmeros estudos na areca (BERGSTROM et al.,, 1996 e

Instituto Nacional do Cancer).

Essas neoplasias sdo classificadas em seminomatosas € ndo seminomatosas,
sendo a ultima subdividida em carcinoma embriondrio, coriocarcinoma, teratoma,

tumores do saco vitelino e combinadas (MOSTOFI et al., 1998).

O tratamento dos TCG consiste na realiza¢do de orquiectomia, associada ou nao
a radioterapia nos seminomas puros em estigio clinico inicial e, em alguns casos,
a linfadenectomia retroperitonial e em pacientes com doenca disseminada, no uso de

quimioterapia a base de cisplatina (EINHORN, 2002).

A mortalidade de pacientes com tumores de testiculo era maior que 50% antes
de 1970, tendo diminuido para menos que 5% no ano de 1997 (BOSL et al., 1997).
Essa melhora acentuada na sobrevida desses doentes deve-se ao aprimoramento da
terap€utica multimodal e multidisciplinar, por meio da efetiva combinacdo de novas
técnicas diagnésticas, marcadores tumorais, modificacdes de abordagens cirdrgicas e

regimes de multiplas drogas quimioterdpicas (EINHORN, 2002).

Com o aumento da sobrevida, grande interesse tem sido dedicado na redugdo da

morbidade decorrente dessa terapéutica multimodal.

A funcgdo sexual e a fertilidade constituem as principais preocupacdes na vida
da maioria dos individuos recuperados de tratamentos contra o cancer de testiculo

(BERTHELSEN, 1987).

Infelizmente a maioria dos pacientes tratados com agentes antineoplasicos é
afligida por periodos agudos ou cronicos de azoospermia, diminui¢do da libido e disfuncio
erétil (DeVITA, 1981; DRASGO et al., 1983; LANGE et al., 1983; FOSSA et al., 1985;
LEITNER et al., 1986; ROTH et al., 1988). O grau de lesdo testicular associado a cada
tratamento depende de algumas varidveis, tais como a classe do agente, a via de

administracdo, a dosagem, a freqiiéncia do tratamento e o uso de multiplas drogas.
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Agentes quimioterdpicos manifestam seus efeitos citotoxicos por meio da interrupgao
obrigatdria de processos celulares, tais como a sintese de dcido desoxiribonucléico e o
metabolismo de folato nas células malignas que estdo em rdpida divisdo. As elevadas taxas
de atividade mitdtica e meidtica das células germinativas tornam a gonada masculina
altamente susceptivel aos efeitos toxicos da quimioterapia, em comparacdo com outros

tecidos do corpo (BENNETT, 1991).

As lesOes testiculares provocadas por quimioterdpicos afetam tanto o epitélio
germinativo como, em menor grau, as células de Leydig, responsdveis pela
esteroidogénese. No epitélio germinativo, vérios agentes quimioterdpicos danificam tanto
as células espermatogénicas mais avancadas como também as suas células tronco.
Como conseqiiéncia, ocorre azoospermia logo apds o inicio do tratamento, seguida por um
periodo de recuperagdo varidvel, dependente do processo de regeneracdo a partir das
espermatogoOnias sobreviventes (THACHIL et al., 1981; KUHAJDA et al., 1982;
SELBY et al., 1990). Entretanto, a lesdo do sistema enddcrino-testicular deve-se aos efeitos
téxicos diretos da quimioterapia sobre as células de Leydig e, ou, a interrup¢do no eixo

hipotalamico-hipofisario-testicular (CHAPMAN et al., 1981; WAXMAN et al., 1982).

Os achados histopatologicos decorrentes da quimioterapia no testiculo variam
de leve hipo-espermatogénese até fibrose, com eliminacdo de células germinativas e de

Leydig (DeVITA, 1981; FOSSA et al., 1985; LEITNER et al., 1986).

Entre os agentes quimioterdpicos mais utilizados no tratamento de neoplasias,
destaca-se a cisplatina (cis-diamino-dicloroplatinum), o qual € um metal pesado complexo,
com um 4tomo central de platina cercado por dois dtomos de cloro e duas moléculas de
amoOnia na posicdo cis. A cisplatina tem apresentado seu maior €xito na terapé€utica de
tumores de células germinativas do testiculo, formando a base de quase todos os
tratamentos quimioterdpicos para o carcinoma testicular (LOEHERER e EINHORN, 1984).
Taxas de cura superiores a 90%, com o uso desse quimioterdpico, tém sido obtidas para
tumores ndo seminomatosos de células germinativas, mesmo em casos de doenca
disseminada. Entretanto, a maioria dos individuos tratados encontra-se em idade fértil e,
assim, a quimioterapia pode ter efeito significativo na funcdo reprodutiva

(KINKEAD et al., 1992).
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A utilizagdo de cisplatina proporciona queda dos niveis de antioxidantes
séricos, que podem refletir faléncia do mecanismo de defesa contra a lesdo oxidativa

induzida por drogas antineopldsicas (WEIJL et al.,1998)

Oxigénio, embora essencial, € substincia téxica em niveis excessivos,
podendo acarretar mudangas funcionais e estruturais em células normais e disfungdes
clinicas de o6rgaos (HALLIWELL, 1996). Os radicais livres, também denominados
espécies reativas toxicas de oxigénio (E. R.T. O.), sdo substincias com um ou mais elétrons

ndo pareados formados como conseqiiéncia de processo metabdlico, principalmente na

mitocondria. (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1993)

O corpo humano apresenta varias moléculas que podem protegé-lo da acdo
deletéria dos radicais livres e estas sdo divididas em trés grupos principais de antioxidantes:
enzimas celulares, quelantes de ions metédlicos e uma variedade de outras pequenas

moléculas (WEIJL et al., 1997).

Os radicais livres surgem de vdarias formas, incluindo radiagdes
eletromagnéticas, acidentes quimicos, como mecanismo de defesa a infec¢do ou para
regular as fungdes fisiologicas (FRIDOVICH, 1986; BABIOR e WOODMAN, 1990;
MONCADA e HIGGS, 1993).

A dieta pode prevenir ou diminuir o estresse oxidativo em alguma extensao,
com destaque ao tocoferol, principalmente da Vitamina E, 4cido ascorbico e licopeno

(D1 MASCTO et al., 1989).

Até o presente momento nio existem estudos experimentais visando analisar
parametros importantes da avaliacdo quantitativa da espermatogénese pela cisplatina,
ademais, ndo se tem conhecimento do emprego da associacdo de antioxidantes e desse
quimioterdpico nesse contexto sobre a espermatogénese. Por essas razdes e pelo grande

interesse despertado, decidiu-se estudar essas possiveis alteragdes.
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Avaliar, em ratos tratados com cisplatina com e sem antioxidantes,

0s seguintes parametros:
1- repercussdes ponderais corporais, testiculares, epididimérias e de glandulas anexas;
2- quantitativamente, a produ¢do espermatica;

3- proporg¢des volumétricas dos varios componentes dos testiculos.
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Em razdo dos multiplos assuntos a serem abordados neste estudo e dos
numerosos trabalhos a eles referentes, optou-se por dividir este capitulo conforme se segue:
radicais  livres, estresse oxidativo, peroxidacdo lipidica e  antioxidantes,
cisplatina: forma molecular, distribuicdo tecidual, complicacdes de seu uso;
cisplatina: associagdo com estresse oxidativo e antioxidantes; estrutura do testiculo e

espermatogénese; espermatogénese: estresse oxidativo e antioxidantes.

3.1- Radicais livres

Os radicais livres sdo definidos como qualquer espécie que em sua molécula ou
atomo contenham um ou mais elétrons desemparelhados (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1989; HALLIWELL, 1996 e MONTEIRO, 1996).

Os principais radicais livres formados no corpo humano sdo peréxido de
hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (OH") e o radical superéxido (02° ") (WEIJL et al.,
1997).

Essas moléculas reagem facilmente com  estruturas  bioldgicas,
em particular com membranas lipidicas polinsaturadas, acido desoxirribonucleico (DNA)
e aminodcidos. Essas reacdes resultam em desintegragdo das biomembranas, lesdes no
DNA e desativacdo de enzimas que freqiientemente acarretam lesdo celular ou apoptose

(KONG e LILLEHEI, 1998).

No campo da medicina preventiva, E.R.T.O. geradas apds exposi¢do a radiagcdo
ou drogas tém sido associadas a transformacdo e lesdo tecidual. Os antioxidantes que

decompdem os radicais livres sdo considerados agentes profilaticos.

A situagdo em que o elétron cria um campo magnético € considerada instavel
energicamente e com meia vida curta de potencial capaz de oxidar compostos inorganicos e
organicos, como: carboidratos, proteinas, lipidios, matérial genético, organelas
citoplasmaticas, e assim, induzindo sua destruicio (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000).

A estabilidade pode ser obtida através de remocdo de elétrons das moléculas adjacentes
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para produzir um par de elétrons. Entretanto, as moléculas atacadas possuem elétrons nao
pareados tornando-se um radical livre. Assim, a presenca de um tnico radical pode iniciar

uma seqiiéncia em cadeia de reacdes de transferéncia.

O oxigénio é a principal substincia atuante na formacgao de radicais livres,
de rapida reacdo de oxireducdo, também denominados de E.R.T.O. (BAST et al., 1991;
GATE et al., 1999 e HALLIWELLL e GUTTERIDGE, 2000).

A reducdo completa da molécula de trifosfato de O, (oxigénio) através da
fosforilagdo oxidativa e conseqiiente producdo de adenosina, que ocorre no interior da
mitocondria, necessita de quebra de quatro elétrons, acarretando a formacdo de 4gua como
produto final (reducdo tetravalente) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000).
Esta ocorre em aproximadamente 95% das moléculas de O,. A desativacdo deste sistema
induz a reducdo inadequada do O,, o qual receberia menos de quatro elétrons, formando
conjuntos intermedidrios com destaque ao O," e ao HyO,, que sdo deletérios ao préprio

organismo.

3.2- Estresse oxidativo

FRIDOVICH (1975) e BAST et al. (1991) descreveram estresse oxidativo

como alteragdes na estrutura e funcao celular, que induzem ao sofrimento e, ou, a apoptose.

Estresse oxidativo ocorre usualmente devido a desnutricao ou dieta inadequada
de antioxidantes tais como: alfa tocoferol, dacido ascdrbico e aminoacidos
(GOLDEN, 1994); ou a producdo excessiva de O," e de H,O, através da exposi¢do a
toxinas ou drogas que sdao metabolizadas e produzem radicais livres
(HALLIWELL, 1997). IQBAL et al. (1989), estudando o sistema de defesa e sintese de
antioxidantes, observavam que as células toleram situacdes de estresse oxidativo leve
através de regulagdes do equilibrio. Entretanto, de acordo com HALLIWELL e
GUTTERIDGE (1989), HALLIWELL e GUTTERIDGE (1992) e ORRENIUS et al.
(1989), o estresse oxidativo severo induz a lesdes no DNA, aumento do ferro e calcio livres
intracelulares, alteracOes protéicas, peroxidacdo lipidica e conseqiiente lesdo e morte

celular.
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Diversas linhas de pesquisa a respeito da formagdo de radicais livres e seus
efeitos na fisiopatologia das lesdes celulares foram e continuam sendo conduzidas na
tentativa de identificar as modificagcdes ocorridas e evitd-las. Nesse contexto, sobressai o
trabalho de PRILLAMAN e TURNER (1997). Esses autores observaram que a utilizacdo
de substancias antioxidantes do tipo superéxido de dismutase e catalase induz a

significante recuperacdo da fungao testicular apds a tor¢do aguda experimental.

3.3- Peroxidacao lipidica e antioxidantes

Os principais constituintes das membranas bioldgicas (celulares e de organelas)
sdo lipides e proteinas, sendo que a quantidade de proteinas aumenta com o nimero de fungdes

que a membrana realiza (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1993).

O 4cido graxo insaturado presente na dupla camada lipidica da membrana
celular € alvo predileto dos radicais livres. Essa reacdo em cadeia junto a estrutura da
membrana denomina-se peroxidagdo lipidica, sendo deletéria ao organismo
(ARUOMA, 1994). Um dos indicadores mais utilizados para a avaliacdo do estresse
oxidativo é a reacdo de peroxidacdo lipidica (GUTTERIDGE e HALLIWELL,1990;

HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1993; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000).

HALLIWELL e GUTTERIDGE (1993) relataram que antioxidantes sao
substancias presentes em concentracdes baixas comparadas ao substrato oxiddvel e que
retardam significativamente, ou inibem, a oxidacao deste substrato. Assim, no que se refere
a peroxidacdo lipidica, os antioxidantes podem agir por:diminuicdo da concentragdo
localizada de O,, prevenindo a iniciagdo de reacdes em cadeia, unindo ions metdlicos,

decompondo perdxidos e quebrando cadeias (HALLIWELL, 1997).

Dentro de cada grupo de antioxidantes encontram-se: aqueles que previnem a
participacdo de ions metélicos de transicdo, os decompositores de radicais livres e enzimas

que catalisam a quebra de radicais livres.
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3.3.1- Antioxidantes preventivos que seqiiestram ions metalicos

Ions metélicos de transi¢do, tais como cobre e ferro, cont€m elétrons nao
pareados e participam rapidamente em reacdes de radicais livres, agindo como uma placa

para a formagao do radical hidroxila altamente destrutivo (MAXWELL, 1995).

STOCKER e FREI (1991), descreveram que os fons metdlicos de transi¢cao
usualmente encontram-se ligados a proteinas, mas quando livres, durante a morte celular ou
durante a transformacgdo (turn-over), sdo rapidamente seqiiestrados para prevenir atividade
de reducdo. Observaram, ainda, que esta situacdo pode ser obtida através de proteinas
ligadas ao ferro, como a transferrina, lactoferrina e deferoxamina; ou ligadas no cobre

como a ceruloplasmina.

3.3.2- Antioxidantes decompositores

Agem preferencialmente com radicais livres antes que mais estruturas vitais
sejam atacadas, sendo eles mesmos sacrificados (oxidados) (HALLIWELL, 1990).
Estas moléculas de antioxidantes de “quebra de cadeia” sdo oxidadas a produtos com

reatividade insuficientes para propagar reacdes em cadeia.

PACKER et al. (1979) verificaram que essas moléculas de “quebra de cadeia”
sdo freqlientemente divididas em hidrosoliveis, que incluem uratos e ascorbatos e as
liposoluveis, tais como carotendides e tocoferois. Estas agdes ndo sdo mutuamente
exclusivas, pois o ascorbato pode regenerar o tocoferol de sua forma oxidada e,

indiretamente contribuir para a defesa antioxidante lipidica.

3.3.3- Enzimas antioxidantes

Superdxido de dismutase, catalase e glutationa peroxidase catalisam a reducao
primdria de oxidantes no meio intracelular (GREENWALD, 1990). A suplementacdo de
selénio pode aumentar a atividade de glutationa peroxidase (TAKAHASHI, 1986 e
HALLIWELL, 1997).
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GROOTVELD et al. (1987) observaram que inibidores da xantina oxidase, tais
como alopurinol e oxipurinol, t€m sido utilizados com sucesso em modelos de lesdes de

reperfusdo. No entanto, dividas ainda existem sobre a relevancia da xantina oxidase no

miocardio humano (JONG et al., 1990).

Catalase € uma enzima tetramérica presente em todos os tipos de células de
mamiferos,e € localizada em organelas subcelulares, tais como os peroxisomas ou
microcorpos (DE DUVE, 1973; DE DUVE e BAULDHUIN, 1966; NOVIKOFF et al.,
1973). O principal mecanismo de acdo dessa enzima consiste na decomposi¢ao de peréxido
de hidrogénio em 4gua (SCHONBAUM e CHANCE, 1979; Di GIULIO, 1991 e
FRIDOVICH, 1986).

O anion superdxido de dismutase apresenta-se amplamente distribuido e,
diferentemente da catalase, existe de varias formas, dependendo do metal do centro catalitico
(FRIDOVICH, 1986), podendo ser do tipo Zn.Cu - SOD citosdlica; Mn - SOD mitocondrial e
a Ec - Sod extracelular (CHANCE et al;, 1979 e MARKLUND, 1984).

FRIDOVICH (1986) descreveu que a SOD apresenta como ac¢do enzimatica a
dismutacdo do 4nion superdxido, formando H,O e O, (perdéxido de hidrogénio).
Assim, SOD e catalase compartilham caminhos seqiienciais em que duas moléculas de
substratos idénticos dismutam para estados de oxidacdo superiores e inferiores

(CHANCE et al., 1979).

3.3.4- Cisplatina: forma molecular, distribui¢do tecidual e complicagdes de seu uso

Em 1844, REISET e PEYRONE (1845), descreveram inicialmente dois sais de
platinum-clérico. O mecanismo de acao destes compostos (Fig.1) foi amplamente estudado
e caracterizado como sendo as bases de purina e pirimidina do DNA que servem como alvo
para a agdo intracelular da platina (REISET e PEYRONE, 1845 apud ZWELLING e
KHON, 1979). Esses autores propuseram que a explicacdo para toxicidades diferentes de
células normais em relacdo a tumorais deve-se a proliferagao mais rapida e maior sintese de
DNA destas. Assim, a inibicdo da sintese de DNA por cisplatina seria mais téxica as

células tumorais em divisao.
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Cisplatina

Figura 1- Molécula da cisplatina acoplada ao DNA.

Em 1965, ROSENBERG e VANCAMP, descreveram inicialmente a atividade
de inibicdio da divisdo celular pela platina em cepas de Escherichia coli.
De maneira semelhante, esta acao foi confirmada experimentalmente em ratos, e com dose

letal de 12mg/kg (KOCIBA e SLEIGHT, 1971).

A associacdo da cisplatina afetava principalmente tecidos com alto indice de
multiplicacdo celular como intestinos, medula Ossea, tecidos linféides e testiculos,
assim como aqueles com agdo principalmente de excre¢do como os rins € intestinos

(SCHAEPPI et al., 1973).

EINHORN e DONOHUE (1977) descreveram, pela primeira vez,
estudo clinico da agdo da cisplatina associada a vinblastina e bleomicina no cancer de

testiculo metastatico.

Anos depois de sua utilizacdo, a comunidade médica tomou consciéncia das
complicacdes advindas da cisplatina, dentre elas, destacam-se, neurotoxicidade,
lesdes intestinais, da medula &ssea, renais e, de maior releviancia e interesse nosso,

o aparecimento de alteracdes na fungdo reprodutiva.
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A infertilidade ap6s o tratamento do cancer de testiculo pode ser secunddrio a
perda da erecdo, diminuicdo da ejaculagdo ou emissdo do sémen, assim como
espermatogénese inadequada. A criopreservacdo do s€émen apds orquiectomia unilateral,
antes de outras terapias para o cancer de testiculo, foi considerada inttil no tratamento da
infertilidade apds o tratamento dessa neoplasia (BRACKEN and SMITH, 1980).
No ano seguinte, TACHIL et al. (1981), em ampla revisao sobre a fertilidade relacionada
ao cancer de testiculo e terapia deste, verificaram que o cancer por si sO apresenta efeito

adverso na fertilidade, antes de qualquer forma de tratamento.

Numerosos sdo os trabalhos experimentais referentes aos efeitos deletérios de
drogas quimioterdpicas nos testiculos. Uma das investigacdes pioneiras nas lesdes
testiculares foi a de MEISTRICH et al. (1982), em que estudando camundongos submetidos
a administracdo de 14 drogas quimioterdpicas diferentes, constataram que, dentre todas,

a cisplatina foi a tinica a destruir espermaétides.

DRASGO et al. (1983) observaram pacientes portadores de cancer de testiculo
disseminado, tratados com quimioterapia combinada, apresentaram efeitos substanciais na
funcdo gonadal, entretanto, com recuperagdo satisfatéria da espermatogénese,
ap6s 2 a 3 anos do inicio do tratamento. Resultados semelhantes foram constatados em

pacientes com cancer de testiculo ndo seminomatosos por LANGE et al. (1983).

No que concerne a acdo intraperitoneal da cisplatina e tentativas de diminuir
sua nefrotoxicidade, HOWELL et al. (1983) verificaram, em pacientes portadores de ascite
neoplésica, que essa via de administracdo apresentava boa farmaco cinética e que a

utilizacdo de tiosulfato de s6dio diminuia a toxicidade renal.

Em investigacdo clinica de neoplasia germinativa de testiculo, constatou-se que
a contagem de espermatozdides eram baixas e os niveis séricos de hormonio foliculo
estimulante (FSH) eram elevados apds orquiectomia unilateral e imediatamente antes e
ap6s radio e quimioterapia. Em 1 a 5 anos de tratamento, os niveis de esperma e FSH

permaneciam alterados (BERTHELSEN, 1984).

LOEHRER e EINHORN (1984), em seus trabalhos de revisao sobre o uso de
cisplatina, salientaram a importancia da posi¢ao “cis” ao invés da “trans” dos grupos de

amonia e cloridrico que permitem a a¢do rdpida e bifuncional no DNA, além da significante
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capacidade sinergistica com outros agentes neopldsicos. Enfatizaram ainda que efeitos
téxicos rapidos como nduseas, vomitos podem ser aliviados com novos antieméticos e
nefrotoxicidade com histamina. No entanto, efeitos tardios, tais como a neuropatia
periférica e esterelidade se tornariam reversiveis apds anos de descontinuamento do

tratamento.

Em 1985, FOSSA et al. relataram que 50% a 60% dos pacientes submetidos a
tratamento multimodal para cancer de testiculo em 1 a 3 anos apresentam algum grau de
espermatogénese. Ainda no mesmo ano, GUAZZIERI et al. (1985) descreveram que a
grande presenca de anticorpos antiespermatozéides, em pacientes com neoplasia de

testiculo com oligo e azoospermia e padrdes inférteis poderia sugerir hipétese autoimune.

MAINES e MAYER (1985) verificaram que o tratamento com cisplatina em
ratos induz a diminuicdo de 70% a 80% do citocromo P-450 microssomal no testiculo,
assim como reduc¢do na atividade esterdide de 17 alfa hidroxilase e niveis de testosterona,
entretanto, o tratamento com gonadotrofina corionica humana restaurou essas alteracoes
parcialmente. Sugeriram que a cisplatina ocasiona uma disfun¢do na associacdo do heme
com apoproteinas, as quais, através de citocromo P-450 se conjugam com hormdnios

pituitarios.

A associacdo de disfun¢do gonadal em pacientes com tumores de células
germinativas, prévia a qualquer tratamento e de que a quimioterapia induziria lesdes
adicionais tanto nas células de Leydig como no epitélio germinativo foi encontrado por

LEITNER et al. (1986).

VAWDA e DAVIES (1986) observaram reducdo significativa de
espermatdcitos primdrios em 3 a 6 dias apds inje¢do intraperitoneal de dose unica de
cisplatina em camundongos e, sugeriram que, como ndo houve lesdo de espermatogdnia,

nao haveria esterelidade permanente.

BERTHELSEN (1987), em revisao de pacientes portadores de cancer de
testiculo, salienta os altos indices de cura com cirurgia, quimioterapia e radioterapia e,
conseqiiente preocupacdo com a fertilidade. Sugere a criopreservacdo do s€émen antes de

qualquer tratamento com eventual fertilizagdo in vitro.
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Em outra revisao de complicagdes a longo prazo por quimioterapia a base de
cisplatina, em pacientes com cancer de testiculo, ROTH et al. (1988), ressaltam a
infertilidade e disfuncdo das células de Leydig que se recuperam parcialmente em

12 a 24 meses apds o tratamento.

CARREAU et al. (1988) observaram, apds inje¢do unica de cisplatina em ratos,
diminui¢do do peso corporal e testicular e, com significante alteracio da produgdo de

testosterona pelas células de Leydig.

RATNASOORIYA e SHARPE (1989) constataram que ratos tratados com altas
doses de acido pentoxiacético apresentaram deplecdo no estigio VII do ciclo
espermatogénico, isto €, perda especifica de paquiteno e espermatdcitos, no entanto,
a espermatogénese restante € mantida mesmo com diminui¢do do volume do sémem

ejaculado.

Um estudo efetuado em ratos submetidos a injecdo intraperitoneal de cisplatina,
constatou que tanto alteragcdes morfoldgicas como bioquimicas ocorrem, sejam na

espermatogénese ou por lesdes na barreira hemato-testicular ( POGACH et al., 1989b).

POGACH et al. (1989a) em estudo utilizando cisplatina e acetato de zinco e
sulfato de cobre concomitantemente, concluiram que houve melhora da funcdo de células

de Sertoli com a primeira droga.

Outra investigagdo conduzida por POGACH et al. (1989b) em ratos submetidos a
administracdo de cisplatina intraperitoneal em dose tnica ou didrias, avaliou as alteragdes na
células de Sertoli. Os resultados por eles obtidos demonstraram que a degeneracdo de células
espermatogénicas ocorrem em até cinco dias apés o término da tultima administracdo e a

recuperacdo parcial ap0ds 40 dias.

HUANG et al. (1990) observaram modificaces a curto e longo prazo,
de injecdes didrias de cisplatina intraperitoneal em testiculos de ratos. Constataram redugao
importante da fungdo das células de Sertoli e de Leydig, e sugeriram que essas alteracdes
do epitélio germinativo eram progressivas, mas reversiveis. A funcdo gonadal normal
prévia ao tratamento por neoplasia de testiculo, diminuiria o risco de toxicidade permanente
apo6s a terapéutica padrao. AASS et al. (1991) encontraram menor média de contagem de

espermatozdide em conseqiiéncia de radioterapia infradiafragmatica.
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Uma pesquisa que se destaca no uso de cisplatina € a de KINKEAD et al.
(1992), em que detectou alteracdes precoces no peso do 6rgdo reprodutivo, contagem e

motilidade espermdtica, fertilidade e niveis hormonais de ratos submetidos a exposi¢ao

dessa droga.

De acordo com ARALI et al. (1997), em estudo de andlise de qualidade de vida,
a disfuncdo sexual e a infertilidade, constituem os principais efeitos adversos apds o
tratamento moderno para o cancer de testiculo. Nesse mesmo ano, LAMPE et al. (1997),
pesquisando contagem de espermatozdides pré quimioterapia em neoplasia germinativa de
testiculo, encontraram situagdes que podem predizer a recuperacdo da espermatogénese
apés terapéutica. Ressaltaram, ainda, que esquemas com carboplatina apresentavam

reduc¢do na toxicidade, mas aparentemente eram menos efetivos.

Um estudo transversal da funcdo gonadal de pacientes portadores de cancer de
testiculo, submetidos a quimioterapia a base de cisplatina, evidenciou que alteracdes

germinativas eram mais severas do que as enddcrinas (BRENNEMANN et al., 1997).

MONSEES et al. (2000), examinando resposta in vitro de células de Sertoli
imaturas, de ratos a varios poluentes, constataram que a secre¢do de inibina encontrava-se

fortemente reduzida por metais pesados como o mercurio e platinum.

SCHRADER et al, (2002) e HOWELL e SHALET (2001), em seus trabalhos de
revisdo clinica sobre fun¢do testicular apds quimioterapia, salientaram a presenga de lesdes
de células germinativas e de células de Leydig, sendo que os indices de recuperagdo se
aproximavam de 80% em 5 anos. A protecao hormonal através de agonistas de liberacdo de
gonadotrofinas foi verificado apenas em estudos experimentais. Reconheceram que a
criopreservacdo de células germinativas testiculares deve ser recomendada e,

em alguns casos, extracao testicular de espermatozoide.

Estudo experimental, utilizando a cisplatina para introduzir apoptose em
células germinativas, foi conduzido por ZHANG et al. (2001). Segundo eles, a apoptose foi
observada em espermatogonia, espermatocitos e espermatides, sendo que, quanto maior a

dose de cisplatina, mais tardiamente ocorreria morte celular.
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Em se tratando dos efeitos da terapia antineopldsica no eixo testiculo pituitério,
HOWELL e SHALET (2002) enfatizaram que tratamento a base de cisplatina para tumores
de células germinativas induzem a azoospermia tempordria e, que a melhora da
espermatogénese ocorre em 50%, em 2 anos e, em 80% apds 5 anos. Descreveram ainda a
alta sensibilidade das células germinativas (0,1 gy) em relacdo as de Leydig (20 gy)

a radioterapia.

WOZNIAK e BLASIAK (2002), constataram que o mecanismo de agdo da
cisplatina deve-se a provavel ligacio ao DNA, originando os adutos de DNA
(DNA-ADDUCTS). Estes ultimos, reconhecidos por proteinas nucleares podem se tornar
parte do sistema de reparaciio celular. No ano seguinte, MASTERS e KOBERLE (2003),
revisaram acdo da cisplatina nas células germinativas e, constataram que a sensibilidade a
droga deve-se a reduzida capacidade de reparar a lesdo no DNA, causada pela cisplatina e a

tendéncia a apoptose.

SEAMAN et al. (2003) utilizaram-se de camundongos para estudo de apoptose
induzida por cisplatina nas células germinativas. Observaram rdpida morte
predominantemente no espermatdcito, seguida de elevada taxa apoptotica, refletindo lesdo a

longo prazo ou permanente nos tubulos seminiferos.

Estudo clinico relacionado a hormonios gonadais a longo prazo apds tratamento
de cancer de testiculo foi conduzido por NORD et al. (2003). Segundo eles, esses pacientes
ttm maior risco de desenvolver disfuncdo das células de Leydig pré-maturas e
hipogonadismo, assim, ficariam sob maior risco de desenvolver sindrome da deficiéncia

androgénica de homens (ADAM).

GAFFAN et al. (2003), TAKSEY et al. (2003) e CHAUDHARI e
HALDAS (2003) em seus trabalhos de revisdo a longo prazo, apds quimioterapia para
tumores de células germinativas, salientaram que a infertilidade ocorrida é melhor tratada
com criopreservacdo prévio a orquiectomia e posterior fertilizacdo in vitro.
Niao houve concordancia entre os autores se a infertilidade deve-se a dose cumulativa de
cisplatina. Aproximadamente 70% dos pacientes diagnosticados com tumores de células

germinativas de testiculo apresentam desejo de obter filhos (FOSSA, 2004).
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Enfatiza, ainda, que a paternidade pode ser obtida em 50% dos doentes submetidos a

quimioterapia e linfadenectomia retroperitonial.

Em se tratando da avaliacdo da integridade do DNA em esperma de pacientes
tratados com tumores de células germinativas de testiculo, STAHL et al. (2004) observaram
ndo haver diferenca nas fracdes de esperma com indice de fragmentacdo de DNA entre

controles e doentes.

Virios estudos relacionados a criopreservagdao do s€émen prévia ao tratamento
de cancer foram realizados. COLPI et al. (2004) e CHUNG et al. (2004) ressaltam esse
método como a melhor protecdo contra a infertilidade atual e, que menos de 5% dos

pacientes utilizaram-na.

Diversas linhas de pesquisa com novas drogas derivadas da cisplatina, tais como a
carboplatina e oxaliplatina foram e continuam sendo conduzidas em casos de chemoresistencia
por cisplatina. Nesse contexto KOLLMANNSBERGER et al. (2004) observaram atividade

antitumoral e toxicidade aceitiveis com oxaliplatina associado a gemcitabina, no entanto,

efeitos sobre a fertilidade ainda ndo estdo disponiveis.

3.3.5- Cisplatina: associa¢ao com estresse oxidativo e antioxidantes

Ap6s varios anos de uso, a comunidade médica constatou graves complicagdes
que se seguiam a cisplatina. Assim, inumeros foram os trabalhos na tentativa de minimizar

ou evitar os efeitos adversos a essa.

MCcGINNESS et al. (1978) utilizando cisplatina intraperitoneal e orgoteina
(superoxido de dismutase) subcutaneo em ratos, observaram reducao da perda de peso e da

nefrotoxicidade em relacdo ao controle.

BORCH e PLEASANTS (1979) constataram que apds inje¢do intraperitoneal
de cisplatina e dietilditiocarbamato (disulfiram) houve reducdo da perda de peso,
toxicidade renal e gastrointestinal em ratos. No ano seguinte, autores desse servigo

demonstraram a mesma inibi¢do da toxicidade renal por cisplatina com dietilcarbamato sem
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alterar a acdo antineopldsica em ratos inoculados com tumores mamarios
(BORCH et al., 1980). De maneira semelhante, KHANDEKAR (1983) descreveu a
protecdo da nefrotoxicidade por cisplatina em ratos que receberam ditiocarbamato,
assim como aumento da dose letal (LD50). Para ele, o mecanismo de acdo ainda era

desconhecido, sugeriu acdo decompositora de radicais livres em tecidos neurais.

Em sete pacientes portadores de ascite de origem carcinomatosa,
HOWELL et al. (1983) encontraram vantagens da via intraperitoneal em relacdo a
intravenosa de cisplatina. De acordo com esses pesquisadores, o uso concomitante de

tiosulfato reduziu a toxicidade renal.

NAGANUMA et al. (1984) relataram que em camundongos, o uso de selénio
minimizou os efeitos da nefrotoxicidade, diarréia e inibiu o crescimento de células tumorais

cooperativamente com a cisplatina.

A protecdo seletiva por dietilditiocarbamato contra a toxicidade induzida pela
cisplatina foi estudada por BODENNER et al. (1986). Estes autores verificaram ndo haver

inibi¢do da resposta tumoral em ratos e camundongos e reducdo do efeito emético em caes.

SUGIHARA e GEMBA (1986) observaram que a administracdo de
decompositores de radicais livres como a tocoferol e fenilenediamine a ratos em uso de
cisplatina, reduziu a perda de peso e niveis de wuréia plasmdtica desses.

Sugeriram a participa¢do de radicais livres nas lesdes celulares induzidas pela cisplatina.

OHKAWA et al. (1988) verificaram que a co-administracdo de selénio e
cisplatina em camundongos, diminuiu a toxicidade da ultima e ndo interferiu na atividade

tumoral.

Em estudo de cultura de células renais expostas ao acido ascorbico e cisplatina,
GEMBA e FUKUISHI (1991) observaram que essa aumenta a perda de enzimas celulares e
o nivel de peroxidade lipidica. De acordo com esses pesquisadores, o antioxidante

minimizou esses efeitos.

SPITZ et al. (1993) observaram que o estresse oxidativo associa-se a resisténcia
celular a cisplatina. Sugeriram que a atividade total de glutationa peroxidase e ndo catalase

estaria aumentada.
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De maneira semelhante, HIDAKA et al. (1995) descreveram atividade reduzida
de glutationa, superéxido de dismutase e catalase e aumento da peroxidagdo lipidica em
ratos que receberam cisplatina. Para eles, o uso de ditiocarbamato minimiza os efeitos

deletérios dessa droga.

KIM et al. (1997) relataram que a lesdo celular em coelhos que a cisplatina
induzia era por peroxidacdo lipidica e dependente de ferro. Esses autores defendem a idéia

de que o uso de decompositores de radicais hidroxila preveniria essa reagao.

WEIJL et al. (1997) e KONG e LILLEHEI (1998) em seus trabalhos de revisao
clinica sobre radicais livres e antioxidantes apos terapéutica quimioterdpica, enfatizaram as
evidéncias de que a lesdo renal tem origem do estresse oxidativo e peroxidacao lipidica
ferro dependente. Salientaram que os antioxidantes tém papel preventivo nas lesdes renais

por metais pesados, existindo dividas em relacdo ao seu mecanismo de acao.

Estudo clinico, avaliando os niveis de antioxidantes em pacientes utilizando
cisplatina, foi conduzido por WEIJL et al. (1998). Segundo esses autores, ocorre queda nos

niveis plasmaticos de antioxidantes por provavel estresse oxidativo.

TOKUNAGA et al. (1998) utilizaram-se de ratos Wistar e observaram aumento
na peroxidacdo lipidica, diminuicdo dos niveis de glutationa e catalase apds o uso de

cisplatina e que a administra¢do de betamipron minimiza a nefrotoxicidade dessa.

No que concerne a interacdo de antioxidantes e terapéutica antineopldsica,
LAMSON e BRIGNALL (1999) e CONKLIN (2000), em revisdes clinicas,
encontraram evidéncias de melhora terapéutica, reducdo de efeitos adversos quando

antioxidantes eram administrados.

Em estudo experimental utilizando camundongos, SENER et al. (2000)
verificaram que a melatonina inibia a peroxidacdo lipidica, restaurava os niveis de

glutationa renal e diminuia a nefrotoxicidade por cisplatina.

A administracdo de superéxido de dismutase catidnica, que acumula
rapidamente nas células dos tibulos contorcidos proximais permitiu o uso de altas doses de

cisplatina e minima les@o renal (NISHIKAWA et al., 2001).
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No Brasil, MARTINIS e BIANCHI (2001) constataram possivel papel

oxidativo em lesdes de DNA na nefrotoxicidade induzida por cisplatina em ratos.

O uso de alimentacdo granulada, do tipo antioxidante, minimizou os efeitos
deletérios da cisplatina em ratos (MINAMIYAMA et al.,, 2002). Estes pesquisadores

sugeriram acoes benéficas de alimentos que contenham biofatores antioxidantes.

CHOUDHURY e JAGDALE (2002) observaram em estudo de toxicidade
citogenética de cisplatina e interagdo com vitamina E que, em pequenas doses diminuia e

em dose maior aumentaria lesdes de espermatogdnia a espermatdcitos em camundongos.

LEONETTI et al. (2003) evidenciaram que o uso de a-tocoferol combinado a

cisplatina diminuia os efeitos téxicos dessa ultima sem alterar o efeito antitumoral.

Estudo experimental em que se utilizaram de é4cido acetil salicilico (AAS) como
decompositor de radicais livres produzidos por cisplatina foram efetuados por
ULUBAS et al. (2003). Eles verificaram que AAS diminui os niveis de uréia e creatinina, reduz
a necrose tubular, assim como aumenta as atividades de enzimas antioxidantes.
No mesmo ano, BAEK et al. (2003) constataram que necrose induzida por cisplatina estava
associada ao H,O, e pode ser evitada por decompositores de perdxido de hidrogénio.

No entanto, a apoptose estaria relacionada a formagao de radicais hidroxila.

A peroxidagdo lipidica e nefrotoxicidade induzida por cisplatina ndo foram
previniveis com desferrioxamine em ratos. No que concerne a efeitos antioxidantes,
KADIKOYLU et al. (2004) observaram maior atividade com vitamina C e E nesses

animais.

O valor do estudo da administracdo oral de substiancias com propriedades
antioxidantes foi evidenciado por PREMKUMAR et al. (2004). Eles encontraram atividade
antimutagénica e antioxidante enzimdtica e ndo enzimdtica em camundongos ministrados

com spirulina fusiformes e cisplatina.
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3.3.6- Estrutura do testiculo e espermatogénese

O testiculo é um 6rgdo de forma ovalada com fungdes exdcrina e enddcrina e
usualmente envolvido pela tinica albuginea (Fig. 2). Esta é continua com trabéculas de
tecido conjuntivo, denominados septos que sd@o convergentes para o interior do mediastino
testicular (FRANCA e RUSSELL, 1998). Apresenta dois compartimentos: o intertubular ou
intertiscial e os tdbulos seminiferos. No intertubular localizam-se vasos sangiiineos e
linfaticos, nervos, células do tipo macréfagos, fibroblastos, mastdcitos e células de Leydig
(RUSSELL et al., 1990). Usualmente a célula de Leydig €, quanto a propor¢do volumétrica,
o tipo celular mais abundante neste compartimento (GODINHO, 1999).

A maior parte do testiculo é constituida pelo compartimento dos tibulos
seminiferos. Estes se dividem em trés partes: tdbulo contorcido, sendo intermedidria e
muito desenvolvida; e duas periféricas menores e retas, as quais, conectam-se a rede
testicular. Esta rede continua-se com os ductulos eferentes que desembocam no ducto

epididimdrio (ILIO e HESS, 1994).

Cabego do

epididimo Tibwilos eferentes

fibuio seminifern
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epididimo

Figura 2- Desenho esquematico dos compartimentos testiculares: tubular e intertubular.
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No rato e camundongo, aproximadamente 20-30 tibulos seminiferos estdo
presentes em cada testiculo e usualmente entre 10 e 15 metros desses tubulos estdo

presentes por grama de testiculo (FRANCA e RUSSELL, 1998).

No que tange ao didmetro tubular de mamiferos, estes variam de 180 a 350 um.
De maneira geral, os tibulos seminiferos sdo constituidos de tunica propria, epitélio
seminifero e lume, ndo apresentando vascularizacdo ou inervacao. Externamente, o epitélio €
revestido pela tdnica prépria constituida por células midides ou peritubulares e elementos
celulares (fibras coldgenas e membrana basal), formando uma membrana limitante do tibulo

seminifero (RUSSELL et al., 1990).

KARL e CAPEL (1998), em seus trabalhos, enfatizaram a contratilidade das
células midides, consideradas responsaveis pela movimentacdo de fluidos e propulsdao dos

espermatozoéides através do lume.

Dois tipos celulares de origem embrioldgicas diferentes constituem o epitélio
seminifero: as de Sertoli oriundas do epitélio celomdtico e as germinativas, procedentes do

epiblasto adjacente a0 mesoderma extra-embriondrio (CAPEL, 2000).

As células de Sertoli, associadas as midides, sintetizam a membrana basal que
serve de suporte estrutural para as células germinativas e as proprias células de Sertoli,
que se localizam no compartimento basal dos tdbulos seminiferos (DYM, 1994).
Os animais sexualmente maduros apresentam, em seu lume tubular, os espermatozdides e

fluidos secretados pelas células de Sertoli (SETCHELL, 1991).

3.3.7- Espermatogénese

Trata-se de processo ciclico organizado que ocorre nos tibulos seminiferos,
onde espermatogéOnias dipldides diferenciam-se no espermatozoéides, células haploides
maduras.

-

E composto por associagdes celulares diferentes, denominadas estagios,
sendo considerado um dos mais produtivos sistemas de auto-renovagdo, com duracdo

aproximada de 30 a 80 dias em mamiferos (RUSSELL et al., 1990).
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Utilizando consideragdes morfofuncionais, a espermatogénese pode ser dividida
em trés fases: proliferativa ou espermatogonial, em que as espermatogdnias passam por
rapidas e sucessivas divisOes mitdticas; fase espermatocitogénica ou meidtica, ocorrendo a
duplicacdo, recombinacdo e segregacdo do material genético dos espermatdcitos;
fase de diferenciacdo ou espermiogéncia, em que células hapldides (espermadtides), se
transformam em células altamente especializadas e estruturalmente adequadas para atingir e

fertilizar os odcitos (RUSSELL et al., 1990) (Fig.3).
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Figura 3- Desenho esquematico das fases da espermatogénese.
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As células germinativas estdo organizadas em associacdes celulares distintas
denominadas estagios. A seqiiéncia que ocorre entre o desaparecimento de uma
determinada associacdo celular até seu reaparecimento constitui o ciclo do epitélio
seminifero (LEBLOND e CLERMONT, 1952). Usualmente, para que 0 processo
espermatogénico se complete, sdo necessdrios aproximadamente 4,5 ciclos desde a
espermatogbénia do tipo A até a liberacio das espermdtides no lume tubular

(FRANCA e RUSSELL, 1998).

Existem dois métodos bdsicos para a classificacdo dos estdgios do ciclo do
epitélio seminifero, métodos esses denominados de morfologia tubular e do sistema
acrossomico por BERNDSTON (1977). Através do primeiro método, oito estadgios do ciclo
sdo sempre obtidos para todas as espécies. O segundo método amplamente empregado na
classificacdo dos estagios e ainda um pouco mais refinado do que o anterior € o do sistema
acrossOmico que se baseia no desenvolvimento do acrossoma e na morfologia das
espermdtides. Por esse método, no rato sdo identificados 16 estdgios. O estdgio mais
comumente utilizado para contagens celulares pelo método acrossomico é o VII;
este caracteriza-se pela predominancia das seguintes células no epitélio: células de Sertoli,
espermatogonias do tipo A, espermatdcitos primdrios nas fases de preleptoteno/leptéteno,
espermatdcitos primdrios em fase de paquiteno, espermdtides arredondadas e espermaétides
alongadas proximas a borda do lume. O angulo delimitado pelo acrossoma no ntcleo da
espermitide arredondada varia de 120 no inicio a 140° no final deste estdgio, ou seja,

0 acrossoma ocupa cerca de um quarto a metade do nucleo da espermatide.

De grande importancia é a necessidade da interacdo das células germinativas
com componentes somaticos testiculares, em especial, as células de Sertoli, Leydig e
midides para que o processo da espermatogénese ocorra de maneira eficiente e normal

(FRANCA e RUSSELL, 1998).

3.3.8- Espermatogénese: estresse oxidativo e antioxidantes
A divisdo do processo continuo da espermatogénese de ratos foi descrita
inicialmente por LEBLOND e CLERMONT (1952). Estes autores descreveram
19 estdgios diferentes, sendo que os primeiros 14 corresponderiam a extensdo de um ciclo

no epitélio seminifero.
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SHARPE et al. (1988) constataram que apds a destruicdo das células de Leydig
com etano dimetano sulfonato em ratos e posterior reposi¢do hormonal com testosterona,
a espermatogénese e fertilidade eram mantidas. Esses resultados sugerem que outros
produtos celulares produzidos pelas células de Leydig que ndo a testosterona,

nao sdo essenciais a fertilidade e a espermatogénese.

A deplecdo de células germinativas em ratos com dcido metoxiacético induziu a
perda de paquiteno e espermatdcitos (RATNASOORIYA e SHARPE, 1989), entretanto,

a maior fonte da espermatogénese € mantida.

Em se tratando da participacdo de antioxidantes na motilidade espermadtica,
WU et al. (1973) constataram em ratos submetidos a privacdo de selénio que apenas esse
preveniu a disfuncdo da motilidade espermdtica, ndo sendo observado com outros

antioxidantes.

Niveis elevados da relacdo do superéxido de dismutase e catalase mais
glutationaperoxidase no testiculo em relagdo ao figado de ratos foram verificados por
PELTOLA et al. (1992). Esses autores sugeriram por esse motivo, a maior vulnerabilidade

dos efeitos de espécies reativas toxicas de oxigénio do testiculo em relag¢do ao figado.

Estudo experimental utilizando hibridizacdo no desenvolvimento testicular foi
conduzido por JOW et al. (1993). Segundo estes, o acimulo de RNA de superéxido de
dismutase no tdbulo seminifero € importante e especifico de cada estigio da

espermatogénese.

Diversos estudos demonstraram agdes enzimdticas antioxidantes em
espermatozdides por superéxido de dismutase e glutationa peroxidase. No entanto, a atividade da
catalase foi mais atuante no plasma seminal. Segundo ALKAN et al. (1997), observaram em
pacientes com infertilidade idiopética diminui¢@o da atividade antioxidante plasmatica e aumento

da producao de espécies reativas toxicas de oxigénio.

KOLETTIS et al. (1999) observaram aumento do estresse oxidativo seminal em
pacientes submetidos a reversdo de vasectomia. Esses autores propuseram que o escore da
capacidade total de antioxidantes associado a E.R.T.O. poderia predizer a infertilidade apds

reversao.
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A criopreservacao de espermatozéide prévio ao tratamento permanece o padrao para
a manuten¢do da fertilidade em pacientes com cancer. No entanto, aproximadamente 50% dos
pacientes tratados com cisplatina em doses cumulativas altas encontra-se azoospérmicos.
A extracao de esperma testicular apdés (CHAN et al., 2001) e prévio a poliquimioterapia t€ém

obtido bons resultados (SCHRADER et al., 2002).

AITKEN e SAWYER (2004) em seu trabalho de revisdo sobre a diminui¢cdo da
espermatogénese em humanos, salientaram o papel do estresse oxidativo, oriundo da
excessiva produgcdo de E.R.T.O. e alteragdes dos mecanismos de defesa antioxidante.
Esses autores atribuem a perda da funcdo espermdtica devido peroxidacdo lipidica de

membranas plasmaticas.

GHOSH et al. (2002), em trabalho utilizando ciclofosfamida em ratos,
constataram através da quantificacdo da espermatogénese e avaliacdo do estresse oxidativo
que a administracdo de gonadotrofina coridnica protege o testiculo desse estresse e da
atividade esterdide, assim como a espermatogénese no estdgio VII aos niveis do grupo

Controle.

MRUK et al. (2002), em seus trabalhos de revisao clinica sobre a fertilidade,
salientaram o papel dos antioxidantes e a necessidade de estudos futuros, inclusive com

dosagens de E.R.T.O.

Diversas linhas de pesquisa a respeito da tor¢do testicular e sua associagdo com
estresse oxidativo, foram e continuam sendo conduzidas na tentativa de elucidar as
modificagdes ocorridas. Nesse contexto, sobressai o trabalho de OZKAN et al. (2004).
Estes verificaram que a terapéutica prévia com aspartato de zinco reduzia as lesdes

induzidas por tor¢do, através de suas acdes antioxidantes.

Virios estudos experimentais tém sido realizados na tentativa de elucidar os
mecanismos do estresse oxidativo e espermatogénese. Segundo SONMEZ et al. (2005),
a suplementacdo com dcido ascérbico melhora os padrdes reprodutivos em ratos e

associa-se a altas taxas de fertilidade.
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Outra pesquisa inovadora e de grande repercussao é a de ATESSAHIM et al.
(2005) que, utilizando cisplatina e licopeno em ratos, observaram efeito protetor na
espermiotoxicidade da primeira, principalmente quando o antioxidante foi administrado

posterior ao uso do quimioterapico.

Importante passo no que concerne as investigacdes de estresse oxidativo € a
fertilizacdo assistida, foi o trabalho de GRECO et al. (2005), em que utilizou vitaminas E e C
em pacientes submetidos a I.C.S.1. (intracitoplasmatic Sperm Injection) e verificaram melhores

resultados naqueles com lesdes de DNA espermaético.

Revisdo bem elaborada sobre lesdes e recuperacdes da espermatogénese apos
terapéutica oncoldgica foi publicada por HOWELL e SHALET (2005).
Esses autores enfatizam que quimioterapia a base de cisplatina para cancer testicular induz
a azoospermia tempordria na maioria, com recuperacdo da espermatogénese em

aproximadamente 50% dos casos apds 2 anos € 80% em 5 anos.
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4- MATERIAL E METODOS
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4.1- Animais de experimentacao

Na realizacdo deste estudo obedeceu-se as orientagdes do Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal e a Lei Federal 6.638".

Foram utilizados 24 ratos machos adultos da raca Wistar (Rattus norgegivus
berkenhout), obtidos do Biotério da Universidade Estadual de Campinas, com 20 semanas
de idade e peso corporal médio de 370,5 g, variando de 320 a 430 g. Os ratos foram
transportados com 15 semanas de vida ao Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (Centro de Estudos da Espermatogénese em
Veterindria), onde foram aclimatados nas semanas seguintes e mantidos em gaiolas,
quatro a quatro, recebendo racao balanceada e dgua ad libitum. Os animais foram mantidos

a temperatura e luz ambientes, obedecendo ao ciclo diurno-noturno.

4.2- Realizacido do experimento
4.2.1- Preparo Anestésico

O procedimento anestésico constou de duas fases: Na primeira fase,
ministrou-se tiopental sodico por via intraperitoneal, na dose de 4 mg para cada 100 g de
massa corporal, como preconizado por WHITE e FIELD (1987). Na segunda fase, ja
hipnotizados, apds o posicionamento do animal, ministrou-se lidocaina a 2% sob a pele e

tecido subcutaneo da regido inguinal.

4.2.2- Posicionamento do Animal

Os animais foram posicionados em decubito dorsal sobre mesa de madeira, na
qual fitas elasticas fixavam-nos pelos membros. A tricotomia da regido inguinal direita foi
realizada por depilacdo dos pelos regionais. A antisepsia foi feita pela aplicacao de polivinil

pirrolidona-iodo a 10% e colocagdo de campo fenestrado estéril sobre a regido inguinal.

*Anexo.
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4.2.3- Tratamento e Procedimento Cirdrgico

Um total de 24 ratos foram tratados e operados, e divididos aleatoriamente em
trés grupos, cada um composto por 8 animais. Todos os ratos foram pesados antes do

tratamento e ato cirtrgico.

O instrumental cirdrgico estéril utilizado foi o empregado habitualmente em
microcirurgia e constou de: porta agulha, tesoura, tesoura de Iris e pingas. Uma lupa com
magnitude de trés vezes e, por vezes, microscOpio serviram como instrumento auxiliar na

disseccao da veia femoral.

Os ratos de todos os grupos foram submetidos, uma hora antes do tratamento,
a injecdo intraperitoneal de 20 ml de solugdo salina a 0,9% no sentido de hidratar os
animais devido a nduseas e vOmitos induzidos pela cisplatina (HUANG et al., 1990;

POGACH et al., 1989).

Os animais do Grupo I (Controle) foram submetidos a abertura da regido inguinal
direita, por incisdo obliqua. Efetuou-se a abertura por planos: pele, subcutanea, divulsdo dos
tecidos da regido femoral. A seguir, realizou-se a identificacdo e disseccdo dos vasos
femorais com isolamento da veia femoral; puncionou-se a veia femoral direita com agulha
de 20 x 6,25 gauge e injetou-se, por meio de seringa de 3 ml, 2 ml de SF a 0,9%,
ap6s a qual a pele foi fechada com fio de algoddao 000 intradérmico, com agulha cortante,
em sutura separada (Fig. 4). A estes ratos injetou-se, por seringa de 3 ml e

agulha 25x7,22 gauge, 3 ml de solucdo salina a 0,9% intraperitoneal.

Os animais do Grupo II foram submetidos a abordagem da regido inguinal,
a semelhanca do realizado no Grupo 1. A seguir, injetou-se, intraperitonealmente, por seringa
e agulha semelhante a utilizada no Grupo I, cisplatina na dose unica de 4 mg/kg de peso
corporal, diluido em solug@o salina a 0,9%. (FREIREICH et al., 1966; KOCIBA et al.,
1971 e KINKEAD et al., 1992)

Os animais do Grupo IIl foram submetidos a abordagem da regido inguinal,
a semelhanca do realizado nos Grupos I e II, entretanto, injetou-se, por meio de seringa de

3 ml, 1 ml de superéxido de dismutase (2,5 mg/ml) e 1 ml de catalase (2,5 mg/ml) diluidos
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em solucdo salina , de modo que a dose fosse constante (PRILLAMAN et al., 1997).
Posteriormente, semelhante ao procedimento utilizado no Grupo II, injetou-se,
intraperitonealmente, cisplatina na dose de 4 mg/kg de peso corporal, diluida em solucdo

salina a 0,9%, totalizando 3 ml.

Efetuou-se a limpeza da ferida operatéria com polivinil pirrolidona-iodo a 10% e
os animais foram colocados, em decuibito dorsal e proclive, em suas gaiolas, até plena

recuperacio anestésica. Racdo e dgua foram fornecidas logo apds o tratamento.

Figura 4- Abordagem da regido inguinal com dissec¢do, identifica¢do e injecdo de SF a

0,9% através da veia femoral.

4.3- Duracao do experimento

Com base no trabalho de CLERMONT (1972) e nas observacdes de POGACH
et al. (1989), HUANG et al. (1990) e KINKEAD et al. (1992), foi determinado o periodo de
13 dias, ou seja, um ciclo da espermatogénese, para o sacrificio dos animais apds inje¢ao
intraperitoneal de soro fisiolégico ou de cisplatina. Periodo este considerado adequado em

estudo de toxicologia testicular.
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4.4- Sacrificio dos animais

Os animais foram pesados e sacrificados entre 8:00 e 10:00h, utilizando-se
tiopental na dose de 4 mg/kg de peso corporal como hipnético. Em seguida, abriu-se o abdome
e o térax pela laparotomia mediana anterior ampliada e toracotomia mediana (esternal),

observando-se cuidadosamente todas as visceras.

Em todos os animais de cada grupo realizou-se a cateterizacdo do ventriculo
com cateter intravenoso numero 22 gauge e efetuou-se a perfusdo com 100-120 ml de
solucdo salina a 0,9% (NaCl 0,9%), contendo 1% de nitrato sédico e heparina sddica na
dose de 140 ui/Kg de peso, seguido de fixacdo com 20-30 ml de glutaraldeido a 2,5%;
0,2 M de tampao fosfato em pH 7,4, e posterior exerese dos testiculos

(FAWCETT et al., 1970 e RUSSELL et al., 1990) (Fig. 5 € 6).

Figura 5- Posicionamento do animal apds o sacrificio sob magnificacdo submetido a

toracolaparotomia.
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Figura 6- Apods dissec¢do do ventriculo esquerdo, realiza-se a cateterizacdo deste para a

perfusdo.

4.5- Preparo do material coletado

Dos testiculos, congelou-se alternadamente um, a menos 18 °C, para posterior
processamento e estimativa da reserva espermadtica testicular e, no outro, realizou-se

processamento histolégico (Fig. 7).

Figura7- Orquiectomia unilateral prévia a perfusdo para posterior estimativa da reserva

testicular e epididimaria.
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Os testiculos e epididimos foram dissecados e pesados em balanga eletronica,
utilizando-se o valor da média dos Orgdos direito e esquerdo para cada animal.

Posteriormente, obteve-se o indice gonadossomadtico utilizando a férmula seguinte

(RUSSELL et al; 1990):

Indice gonadossomatico (%) = testiculo direito + esquerdo (g) x 100

Peso corporal (g)

4.6- Processamento histologico
Amostras de parénquima testicular foram colhidas de vdrias regides do
testiculo. Os fragmentos foram fixados por imersdo em glutaraldeido a 4% e lavados em
solucdo tampao fosfato a 0,2 M, a 4 °C. Subseqiientemente, efetuou-se a desidratacdo em
concentragdes crescentes de etanol, infiltracdo e inclusdo em glicol metacrilato (Tecnovit),
de acordo com POGACH et al. (1989) e RUSSELL et al. (1990). Ap6s a inclusdo dos
blocos foram obtidas seccoes de 3 um de espessura, montadas em laminas histoldgicas e

coradas pelo dcido periddico de Schiff e hematoxilina e eosina, conforme técnica de rotina

(Figs. 8,9, 10, 11 e 12).
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Figura 8- Imagens de testiculo, epididimo e glandulas anexas ap6s a perfusdo, disseccao e

secc¢ao testicular.
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Figura 9- Aspecto histoldgico de testiculo de animal do Grupo Illal (PAS, 27x).
Enfase aos tdbulos seminiferos. Observa-se setas: A- Epitélio germinativo e

B- Lume com espermatides alongadas.

Figura 10- Corte histologico do testiculo de animal do Grupo I1a6 (PAS, 27x). Observa-se
setas: A- Espaco intertubular; B- Lume do tdbulo seminifero e

C- Epitélio germinativo.
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Figura 11- Aspecto histolégico de tibulos seminiferos de testiculo de animal do Grupo
Illa4 (PAS, 108x). Constata-se setas: A- Células de Sertoli;
B- Espermatécito primdrio em paquiteno; C- Espermdtide arredondada e

D- Espermatide alongada.

Figura 12- 1- Corte histolégico com énfase no espaco intertubular do testiculo de animal
do Grupo IIal (PAS, 108x). Observa-se setas: A- Tunica prépria,
B- Vaso e C- Nicleos de células Leydig.

2- Corte histolégico do testiculo de animal do Grupo Illal (PAS, 108x).
Observa-se setas: A- Espermatdcito em paquiteno, B- Célula midide e

C- Célula de Sertoli.
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4.7- Analise histologica quantitativa dos testiculos
4.7.1- Proporcdes volumétricas dos componentes do parénquima testicular

Utilizou-se o volume percentual de cada elemento presente no parénquima do
testiculo, determinadas pelo método estereométrico (morfométrico), segundo ELIAS et al.
(1971). Para isto, empregou-se ocular integradora Zeiss Kpl-8x, com graticula de
410 pontos eqiiidistantes, acoplada a objetiva de 40 e 100x. Foram computados, para cada
testiculo, 15 campos, totalizando 6.615 pontos. Estimou-se o volume percentual dos
seguintes elementos: (a) estroma, compreendendo células e fibras do conjuntivo (b) niicleos
células de Leydig; (c) tinica propria dos tibulos seminiferos; (d) epitélio seminifero

(ntcleos e citoplasma de células espermatogénicas) e (e) lume tubular (Fig. 13).
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Figura 13- Esquematizacdo da morfometria testicular com reticulo de pontos para

estimativa da propor¢do volumétrica.
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4.7.2- Diametro dos tubulos seminiferos:

Mediu-se esse diametro por meio de 100 seccOes transversais de tubulo,
escolhidas ao acaso e apresentando contorno o mais circular possivel, em cada testiculo.
Considerou-se sempre, em cada seccdo transversal, seu menor didmetro,
conforme recomendado por BERNDTSON et al. (1989). As medidas foram feitas com

auxilio de ocular micrométrica Olympus WF 10x e objetiva de 40x (Fig. 14).

Diametro Tubular
- Seccoes aleatorias
- mais circulares possivel

Figura 14- Esquematizacdo da mensura¢do do didmetro do tibulo seminifero em corte

transversal.

4.7.3- Diametro nuclear e nucleolar das células do epitélio do tibulo seminifero

Este foi estimado pela contagem de nucleos de células em 10 sec¢des transversais de
tibulo no estagio VII do ciclo do epitélio seminifero, de acordo com LEBLOND e CLERMONT
(1952), RUSSEL e CLERMONT (1977). O didmetro nuclear médio (DM) representa a média
das medidas dos diametros de 10 nucleos no estagio VII (baseado no sistema acrossomico) do
ciclo do epitélio seminifero, por testiculo. Foram mensurados os seguintes tipos celulares:

espermatogonias A, espermatdcitos primarios jovens em préleptoteno, espermatdcitos primarios
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velhos em paquiteno, espermatides arredondadas e, células de Sertoli. Nas células de Sertoli,
devido a conformacio irregular de seu nucleo, a correc@o foi feita utilizando-se o didmetro

nucleolar.

Esses didmetros foram medidos com auxilio de régua micrométrica Olympus,
adaptada a uma das oculares de 10X e acoplada a objetiva de 100X, propiciando aumento

final de 1000X.

4.7.4- Populagdo celular dos tibulos seminiferos

Esta populagdo foi estimada pela contagem de nicleos de células em 10 sec¢des
transversais de tibulo no estdgio VII do ciclo do epitélio seminifero para cada animal, de
acordo com LEBLOND e CLERMONT (1952) e RUSSELL e CLERMONT (1977).
Foram contados os seguintes tipos celulares: espermatogdnias A, espermatdcitos primarios
jovens em préleptdteno, espermatdcitos primdrios em paquiteno, espermatides
arredondadas, células de Sertoli. Estas contagens brutas representam nucleos inteiros ou
fragmentos de nucleos sendo o nimero real de nicleos inflacionados pela presenca destes
fragmentos. Assim, com a finalidade de corrigir essas distor¢des devidas a variagdo no
diametro nuclear, estas contagens foram corrigidas para contagens reais utilizando-se a

seguinte formula de Abercrombie (1946) modificada por AMANN et al. (1962):

Niimero corrigido = contagem obtida x__espessura do corte

espessura do corte + DM |*-({ DM | ?
2 4

Esta formula € aplicdvel apenas a estruturas esféricas ou ovais,
onde “DM” significa didmetro nuclear ou nucleolar médio. Como os nicleos das células de
Sertoli possuem conformacdo irregular, a correcdo foi feita utilizando-se o didmetro

nucleolar que € ovdide.

As contagens obtidas foram realizadas em aumento de 1000X.

Material e Métodos
91



4.7.5- Razdes entre células germinativas e células de Sertoli (Indices de células de

Sertoli (ICS)

Com o objetivo de se estimar a eficiéncia do processo espermatogénico e da
célula de Sertoli, foi calculada a razdo entre os ndmeros corrigidos de espermatides
arredondadas, espermatdcitos primdrios em paquiteno e em preleptéteno/leptoteno,
espermatogonias com o nimero de células de Sertoli (RUSSELL et al., 1990; FRANCA e
RUSSELL, 1998). Estes indices de células de Sertoli se baseiam em dois principios:
(a) o ndmero de células de Sertoli mantém-se estavel no animal adulto e (b) as células de
Sertoli sdo extremamente resistentes a tratamentos drasticos afetando os testiculos.
As vantagens desses indices icluem a eliminacdo da retracdo tecidual como um agente de
interferéncia no computo dos numeros celulares e também a correcdo de possiveis

alteragdes nas proprias dimensdes tubulares, sejam naturais ou induzidas pelo tratamento.

4.8- Estimativa das reservas espermatica testicular e epididiméaria

Estimou-se pela contagem de espermdtides alongadas e espermatozdides em
homogeneizados diluidos do parénquima testicular e epididimario, conforme ROBB et al.
(1978) e CASTRO e CARDOSO (2001). Realizou-se a homogeneizacio em liqiiidificador
comercial, utilizando-se como diluidor a solucdo S.T.M. (Salina + Triton X-100 +

Mertiolate) e a contagem foi efetuada em camaras hemocitométricas do tipo Neubauer.

4.9- Leitura das laminas

As laminas foram analisadas globalmente por dois professores do
Departamento de Morfologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
de Minas Gerais (Antonio Carlos S. Castro e Jane M. Q. Alves). A leitura foi concomitante
e houve concordancia diagndstica entre os dois que desconheciam o grupo do material

estudado.

A anélise morfométrica foi realizada com a utilizacdo de microscépio Olympus

BX-40, com aumentos finais de 100, 400 e 1000 vezes.
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4.10- Analise estatistica

Todos os parametros abordados foram analisados pelo pacote estatistico
SigmaStat (Jandel Scientific, 1995, CA, USA), com énfase em andlise de varidncia e teste
multiplo de Kruskal-Wallis. Em todos os testes, fixou-se em 0,05 ou 5% (alfa menor ou
igual a 0,05) o nivel para rejeicdo da hipétese de nulidade, assinalando-se os valores de

significancia estatistica.
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5- RESULTADOS
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No que se refere a andlise dos pesos, observou-se reducao significante nos

animais do Grupo II e III em relacdo aos do Grupo I (p < 0,05) (Tabela 1).

A média dos pesos testiculares (média + desvio padrio [X+ dp]) dos animais
utilizados na andlise histologica foi menor nos Grupos III e II em relacio ao Controle,

no entanto, sem diferenca estatistica em relacdo ao Grupo I (Tabela 1).

Tabela 1- Peso corporal, testicular e indice gonadossomatico dos animais sacrificados

(x£dp)
Parametro Grupo 1 Grupo 11 Grupo 111
Peso Corporal (g) 398,8 + 36,2a 351,8 +£32,8b 346,1 +25,2b
Peso Testicular (g) (p/ Histologia) 1,58 £0,11 1,49 £ 0,15 1,39 + 0,18
Indice gonadossomatico (D + E) (%) 0,84 + 0,09 0,86 0,05 0,84 £ 0,10

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca entre grupos (P<0,05)

Em relacdo ao indice gonadossomatico, ndo se verificaram diferengas entre os

grupos avaliados (Tabela 1).

Nao se constataram alteracdes nas médias ponderais no complexo da prostata
ventral, da vesicula seminal e glandula coaguladora dos animais entre os grupos estudados

(Tabela 2).
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Tabela 2- Pesos* do complexo prdstata ventral (PV), vesicula seminal e glandula
coaguladora (VSGC) de ratos Wistar adultos controle (Gl), tratados com

cisplatina (G2) e com cisplatina mais antioxidantes (G3). (X+ dp)

Animal Grupo I Grupo 11 Grupo III
PV VSGC PV VSGC PV VSGC
Al 0,32 0,96 0,35 1,89 0,33 0,94
A2 0,32 0,93 0,38 1,36 0,44 1,13
A3 0,42 0,90 0,33 0,91 0,46 1,20
A4 0,40 0,96 0,50 1,47 0,52 1,34
AS 0,27 0,87 0,37 1,33 0,51 1,05
A6 0,38 0,87 0,34 1,06 0,51 1,77
A7 0,56 1,31 0,35 1,41 0,30 0,78
A8 0,58 1,40 0,54 1,03 0,22 0,91

X +dp 0,41£0,11  1,03x0,21 0,39+0,08 1,31£0,31 0,41+0,12  1,14+0,31

* Valores em gramas

Em relacio aos componentes testiculares, ndo foram detectadas alteragdes no lume

dos tibulos seminiferos entre os grupos de estudo (Tabela 3).

Tabela 3- Propor¢do volumétrica (%) do lume dos tiibulos seminiferos dos testiculos de
ratos Wistar adultos* controle (Gl), tratados com cisplatina (G2) e com

cisplatina mais antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo 11 Grupo 111
Al 5.5 9,1 13,6
A2 9,2 9,5 12,8
A3 8,5 9.8 9,2
A4 8,6 9.4 11,5
AS 8,0 12,2 10,0
A6 10,7 11,1 8,8
A7 114 13,5 9,2
A8 12,3 11,0 10,9

X +dp 92+2,1 10,7+ 1,5 10,8 £1,8

* Valores referentes a X = dp
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A proporc¢ao volumétrica do epitélio seminifero foi menor no Grupo II em
relagdo ao Grupo I (p < 0,05). No entanto, o estudo estatistico ndo detectou diferencas

significantes entre os Grupos I e III (Tabela 4).

Tabela 4- Proporcao volumétrica (%) do epitélio seminifero dos testiculos de ratos Wistar
adultos* controle (G1), tratados com cisplatina (G2) e com cisplatina mais

antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo II Grupo III
Al 73,3 72,1 69,7
A2 72,6 68,0 71,4
A3 72,2 67,8 69,7
Ad 74,2 68,8 70,9
AS 71,3 69,7 70,2
A6 70,5 68,8 66,9
A7 72,0 65,7 75,1
A8 71,2 69,9 72,4

X +dp 72,1 £ 1,2a 68,8 +1,8a 70,7 +2,3

*Valores referentes 2 X * dp; a, na mesma linha indica diferenca entre os grupos G1 e G2
(p <0,05)

Na Tabela 5 sdo apresentadas os valores das proporcdes volumétricas da
tdnica propria. Nao houve diferenca entre o Grupo Controle (GI) e os Grupos II e III.
Entretanto, verificou-se menor (p<0,05) propor¢io no Grupo Il em relagdo ao

Grupo I1I1.
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Tabela 5- Propor¢dao volumétrica (%) da tinica prépria dos testiculos de ratos Wistar
adultos* controle (G1), tratados com cisplatina (G2) e com cisplatina mais

antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo 11 Grupo III
Al 4,3 5,2 4,7
A2 4,0 3,3 4,7
A3 4,2 4.4 5.3
A4 4,9 3,9 4,9
AS 5,0 3,3 5.4
A6 4,3 4,4 5.4
A7 4,8 4,0 4,6
A8 4,2 4,8 4.4
X +dp 4403 4,1%0,6" 4,9 +03a
*Valores referentes 2 X % dp; a, na mesma linha indica diferenca entre os grupos G2 e G3
(P<0,05)

Nos animais do Grupo II, o estroma foi maior quando comparados os animais

do Grupo I e III (p < 0,05) (Tabela 6).

Tabela 6- Proporcao volumétrica (%) do estroma* dos testiculos de ratos Wistar adultos

controle (G1), tratados com cisplatina (G2) e com cisplatina mais antioxidantes

(G3)

Animal Grupo I Grupo 1T Grupo I1I
Al 16,1 13,1 11,7
A2 13,7 18,9 10,7
A3 14,6 17,7 15,4
A4 11,6 17,5 12,3
AS 15,2 14,3 14,1
A6 14,0 15,3 18,5
A7 11,3 16,4 10,9
A8 11,9 14,0 12,1

X £dp 13,5+ 1,7b 159+2,0% 13,2 +2,6a

*Estroma inclui vasos e conjuntivo; a, na mesma linha indica diferenca entre os grupos G2 e

G3 (p <0,05); b, na mesma linha indica diferenga entre grupos G1 e G2 (p < 0,05).
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Observou-se nos animais do Grupo I nitidamente maiores (p < 0,05) propor¢des
de nucleos de células de Leydig, quando comparados aos animais do Grupo II e III

(Tabela 7).

Tabela 7- Propor¢ao volumétrica (%) dos nucleos das células de Leydig dos testiculos de
ratos Wistar adultos™ controle (G1), tratados com cisplatina (G2) e com

cisplatina mais antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo II Grupo III

Al 0,8 0,5 0,3

A2 0,5 0,3 0,4

A3 0,5 0,3 0,4

A4 0,7 0,4 0,4

A5 0,5 0,5 0,3

A6 0,5 0,4 0,4

A7 0,5 0,4 0,2

A8 0,4 0,3 0,2
xtdp 0,55 £0,13ab 0,38 +£0,08a 0,32 £ 0,08b

*Valores referentes & X + dp; a, na mesma linha indica diferenca entre os grupos G1 e G2

(p < 0,05); b, na mesma linha indica diferenga entre grupos G1 e G3 (p < 0,05).

Na Tabela 8 encontram-se as médias de peso testicular e epididimario utilizadas
na estimativa das reservas destes respectivos Orgdaos. Nao houve diferenca (p>0,05)

entre 0s grupos para estes parametros.
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Tabela 8- Pesos* (X = dp) testicular (T) e epididimério (E) utilizados nos calculos das
respectivas reservas em ratos Wistar adultos controle (G1), tratados com

cisplatina (G2) e com cisplatina mais antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo IT Grupo I1I
T E T E T E
Al 1,35 0,70 1,65 1,25 1,50 1,15
A2 1,65 0,95 1,60 1,55 1,50 1,05
A3 1,70 1,05 1,50 1,35 1,50 1,00
A4 1,80 1,05 1,65 1,10 1,60 1,40
AS 1,70 1,00 1,60 1,00 1,30 1,05
A6 1,45 1,40 1,60 1,10 1,50 1,15
A7 1,70 1,20 1,70 1,20 1,70 1,00
A8 1,60 1,25 1,65 1,40 1,45 1,60

iidp 1,62+0,15 1,08+0,21 1,62+0,06 1,24+0,18 1,51 +£0,12 1,18 0,21

*Valores em gramas

Os valores das reservas espermadticas testicular total (RG total) e por grama (RG/g)

de parénquima foram semelhantes (p>0,05) entre os trés grupos analisados (Tabela 9).

Tabela 9- Reserva (X =* dp) total e por grama de parénquima testicular de ratos Wistar
adultos controle (Gl), tratados com cisplatina (G2) e com cisplatina mais

antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo II Grupo IIT

RG total RG/g RG total RG/g RG total RG/g
(x 10%) (x 10°%) (x 10%) (x 10%) (x 10%) (x 10%)

Al 153,9 171,0 136,5 96,1 201,5 148,2
A2 121,7 86,9 166,4 125,1 206,7 156,6
A3 102,3 81,2 218,4 173,3 187,7 150,2
A4 154,2 107,8 183,5 127,4 186,7 127,8
A5 121,2 87,8 211,9 152,4 156,0 138,1
A6 134,7 117,1 197,1 129,6 365,3 278.,8
A7 197,1 132,3 175,5 111,1 165,9 114,5
A8 198,9 141,1 208,8 145,0 144,3 106,8

X+ dp 148,0 £35,4 115,7+31,3 1873+275 1325+24,2 201,8+69,6 152,6+539

Os valores das reservas espermaticas epididimarias total ou por grama ndo apresentaram diferengas (p>0,05)

entre os grupos (Tabela 10).
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Tabela 10- Reserva (X * dp) total (RE) e por grama (RE/g) de epididimo de ratos Wistar
adultos controle (G1), tratados com cisplatina (G2) e com cisplatina mais

antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo II Grupo III
RE RE/g RE total RE/g RE total RE/g
(x 10% (x 10% (x 10% (x 10% (x 10%) (x 10%
Al 2054 6224 3614 657,1 301,6 5484
A2 2470 4940 305,5 535,9 176,8 3274
A3 178,1 539,7 250,9 512,0 219,7 4225
A4 284,7 632.,6 2782 618,2 173,7 321,6
A5 140,1 326,5 2054 456,4 262,6 709,7
A6 22,3 570,0 227,5 413.,6 230,1 403,7
A7 154,7 309,4 98,8 197,6 197,6 387,5
A8 336,7 647,5 400,4 800,8 191,1 398,1
X+dp 1961£9695 5178+1335 2660+943 5240+ 1800 2192+446 439,9+1295

No que se refere ao didmetro médio dos tibulos seminiferos, ndo houve

diferenca (p>0,05) entre os trés grupos (Tabela 11).

Tabela 11- Diametro médio (um) de sec¢Oes transversais em tibulos seminiferos de ratos

controle (G1), tratados com cisplatina (G2) e com cisplatina mais antioxidantes

(G3)

Animal Grupo I Grupo II Grupo III
Al 372,4 +13,0 385,9+5,6 388,8 £6,3
A2 400,7 £ 12,2 385,6 +7,6 389,7+9.,5
A3 3872+ 11,2 378,1 £5,6 374,7+5,6
A4 398,9 £ 10,7 382,6 +9.0 377,4 +£6,0
A5 3903+ 11,4 386,4+74 371,3+5,3
A6 402,9 + 12,8 364,7+4,5 367,7+6,5
A7 3769 + 11,1 383,3+10,6 379,4 £ 8,0
A8 384,5+94 371,0 £ 6,3 389,6 +7.7

X+dp 3892+ 11,2 379,7 + 8,0 379.8 +8,7
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Com relacdio ao diametro nuclear médio de espermatogdnias, ndo foram

observadas diferencas (p>0,05) nos animais dos trés grupos (Tabela 12).

Tabela 12- Didmetro (um) nuclear médio (X £ dp) de espermatogbnias em secc¢des
transversais de tibulos seminiferos de ratos controle (G1), tratados com

cisplatina (G2) e com cisplatina mais antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo II Grupo 111
Al 10,5+ 1,1 9,3+£0,6 8,9+0,6
A2 10,1 £0,8 9,0+£0,3 9,3+£0,7
A3 9,8+1,0 9,1+£0,9 9,2+0,7
A4 93+1,1 93+1,1 94+04
AS 92+1,1 9,3+£0,9 9,4+£0,6
A6 99+1,1 8,6 +0,5 9,6 £0,7
A7 8,5+0,8 9.8 +1,7 9,7£0,5
A8 9,2+0,9 8,6 £0,7 99+04

xtdp 9,6 £0,6 9,1+£04 94+0,3

A média dos diametros nucleares de espermatdcitos primdrios em
preleptéteno/leptéteno (Tabela 13) e em paquiteno (Tabela 14) foi também semelhante

(p>0,05) entre os grupos.
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Tabela 13- Didmetro (um) nuclear médio (X + dp) de espermatdcitos primarios em
preleptétenos em secgdes transversais de tibulos seminiferos de ratos controle

(G1), tratados com cisplatina (G2) e com cisplatina mais antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo II Grupo I1I
Al 7,8 +0,4 6,7 +0,2 6,5+0,3
A2 6,8 +0,3 7,1+0,2 9.9+0,1
A3 7,3+0,2 7,1+0,2 6,7+0,2
A4 7,7+0,3 7,0+0,2 6,7+0,2
AS 74+0,2 7,2+0,3 7,0+0,3
A6 7,2+0,2 7,1+£0,3 6,7+0,3
A7 7,2+0,3 6,6 +0,2 73+0,3
A8 6.9 +0,2 6,9 +0,3 7,0+0,3

X+ dp 7,3 +£0,35 7,0£0,21 72+1,11

Tabela 14- Didmetro (um) nuclear médio ( X+ dp) de espermatécitos primérios em
paquitenos em secgdes transversais de tibulos seminiferos de ratos controle

(G1), tratados com cisplatina (G2) e com cisplatina mais antioxidantes (G3)

Animal Grupo 1 Grupo II Grupo I1I
Al 11,2+0,5 10,0+ 0,3 9,6 £0,2
A2 11,3+0,3 9,8 +0,3 11,3+0,5
A3 10,9 +0,4 9,3+0,3 10,1 £0,3
A4 12,8 £0,4 9,604 10,0£0,4
AS 11,2+0,4 11,6 +0,4 11,2+0,3
A6 11,0+0,3 10,5+ 0,4 10,4 +0,4
A7 10,2 +0,3 10,3+0,3 10,5+0,3
A8 10,3 +£0,3 10,6 £0,4 10,8 £0,3

X+ dp 11,1 £0,8 10,2 £ 0,7 10,5+0,6
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A média do didmetro nuclear de espermdtides arredondadas (Tabela 15)
apresentou reducdo significativa (p<0,05) nos animais dos Grupos II e III em relagdo ao

Grupo [.

Tabela 15- Didmetro (um) nuclear médio ( X+ dp) de espermatides arredondadas em
seccOes transversais de tibulos seminiferos de ratos controle (G1), tratados

com cisplatina (G2) e com cisplatina mais antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo II Grupo I1I
Al 8,3+0,3 7,5+0,3 74+0,3
A2 8,1 +0,3 74+0,3 7,9+0,2
A3 8,0+0,3 7,7+0,3 74+0,2
A4 8,7+0,3 7,8 +£0,2 8,1+0,2
A5 84+0,3 8,6+0,3 8,1+0,3
A6 8,6+0,3 7,8 +0,3 75+0,3
A7 7,5+0,3 7,3+0,3 79 +0,2
A8 8,2+0,2 7,6 £0,3 8,1+0,2

X dp 8,2a+0,4 7,76 £ 0,4 7,8b+0,3

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca entre os grupos (p < 0,05)
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No que tange ao diametro médio nucleolar das células de Sertoli, ndo houve

diferenca (p>0,05) entre os grupos estudados (Tabela 16).

Tabela 16- Didmetro (um) nucleolar médio ( x + dp) de células de Sertoli em seccdes
transversais de tdbulos seminiferos de ratos controle (Gl), tratados com

cisplatina (G2) e com cisplatina mais antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo II Grupo III
Al 3,1+£0,2 3,0+0,2 3,2+0,1
A2 3,1+£0,1 3,0+0,2 3,1+£0,2
A3 3,0+0,2 3,0+0,2 3,1+£0,2
A4 3,2+0,2 3,0+0,2 3,1+£0,2
A5 3,0+0,2 3,1+£0,2 3,1+£0,2
A6 3,1+£0,2 32+0,2 3,0+0,2
A7 3,1+£0,2 3,0+0,2 3,1+£0,2
A8 3,0+0,2 3,0+0,2 3,1+£0,2

X+ dp 3,1+0,1 3,0+0,1 3,1+0,1

Tabela 17- Ndimero* de espermatogonias ( X = dp) em secgOes transversais de tdbulos
seminiferos no estdgio VII do ciclo do epitélio seminifero de ratos Wistar
adultos controle (G1), tratados com cisplatina (G2) e com cisplatina mais

antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo II Grupo I1I
Al 0,90 + 0,44 0,64 + 0,35 0,96 + 0,23
A2 1,06 £ 0,39 0,83 £0,22 0,94 +£0,30
A3 0,79 £0,50 0,82 +£0,27 0,86 + 0,22
A4 0,85 £0,45 0,90 £ 0,29 0,81 +£0,22
A5 1,03 £ 0,46 0,77 £ 0,22 0,89 + 0,22
A6 0,95 £0,55 0,80 £ 0,28 0,84 + 0,21
A7 1,02 + 0,64 0,67 £ 0,22 0,93 £0,22
A8 0,60 + 0,33 0,94 £ 0,41 0,78 +£0,21

X + dp 0,90 £0,15 0,80 +£0,10 0,88 +£0,07

*Nudmero corrigido segundo férmula de ABERCROMBIE (1946), modificada por AMANN (1962).
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No que se refere a populagdo celular nos tibulos seminiferos no estdgio VII do
ciclo do epitélio seminifero, os nimeros corrigidos de espermatogbnias, espermatocitos
primdrios em leptéteno, espermatdcitos primdrios em paquiteno, espermatides arredondadas
e de células de Sertoli ndo apresentaram diferencas (p>0,05) entre os trés grupos analisados

(Tabelas 17, 18, 19, 20 e 21, respectivamente).

Tabela 18- Numero* de espermatdcitos primarios em pré-leptéteno ( x + dp) em secgdes
transversais de tibulos seminiferos no estigio VII do ciclo do epitélio
seminifero de ratos Wistar adultos controle (G1), tratados com cisplatina (G2)

e com cisplatina mais antioxidantes (G3).

Animal Grupo I Grupo II Grupo 111
Al 23,00 £2,23 27,96 £ 12,37 27,19 £3,49
A2 26,82 +4,22 24,56 £4,23 19,20 £2,78
A3 26,25 £4,75 23,05 £2,90 26,10+ 5,08
A4 26,53 £4,36 29,20 £4,62 28,94 +£3.,31
AS 27,88 £ 3,65 22,69 £2,94 24,25+ 2,46
A6 24,63 +3,11 24,42 + 2,63 26,46 + 3,00
A7 23,85 +2,75 28,15 +2,57 24,20+ 3,71
A8 26,23 £ 3,62 25,84 + 5,37 24,76 £ 2,72

X = dp 25,65 + 1,65 25,73 £2,46 25,14 £2,89

*Numero corrigido segundo férmula de ABERCROMBIE (1946), modificada por AMANN (1962).

Resultados

108



Tabela 19- Nimero* de espermatdcitos primérios em paquiteno ( X+ dp) em seccdes
transversais de tibulos seminiferos no estdgio VII do ciclo do epitélio

seminifero de ratos Wistar adultos controle (G1), tratados com cisplatina (G2)

e com cisplatina mais antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo 11 Grupo III
Al 2235+2,12 30,40 £ 4,93 28,71 £3,51
A2 29,65 £ 4,25 28,25 £ 5,25 25,18 £ 3,00
A3 28,66 + 2,67 29,93 +3,15 25,84 + 3,50
A4 24,87 £ 3,35 35,25 + 4,87 31,03 £3,93
A5 27,81 +4,03 24,38 + 3,87 26,39 + 3,22
A6 26,17 £3,47 24,96 + 2,83 26,37+ 3,70
A7 25,05 + 3,07 27,65 +2,98 27,73 £2,52
A8 29,86 + 4,08 25,61 3,41 25,98 + 2,85

x+dp 26,80 + 2,64 28,30 + 3,58 27,15+ 1,93

*Numero corrigido segundo férmula de ABERCROMBIE (1946), modificada por AMANN (1962).

Tabela 20- Nimero* de espermétides arredondadas (x + dp) em secc¢des transversais de
tibulos seminiferos no estdgio VII do ciclo do epitélio seminifero de ratos

Wistar adultos controle (G1), tratados com cisplatina (G2) e com cisplatina

mais antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo 11 Grupo III
Al 70,78 £9,58 94,6 + 7,74 95,74 + 16,35
A2 87,87 +£11,33 84,52 £ 10,53 86,71 £5,90
A3 91,98 + 10,94 76,54 + 6,60 90,18 £ 17,91
A4 80,44 + 8,91 109,41 £ 11,90 94,46 + 9,46
A5 82,28 £ 15,21 77,86 9,00 87,13 £ 10,05
A6 73,62 + 10,08 82,23 +7,81 95,56 + 13,54
A7 85,48 + 8,54 89,11 £ 11,48 93,60+ 11,79
A8 85,16 + 8,87 92,13 +12,33 85,56 6,97

X £dp 82,20+ 7,12 88,30 £ 10,68 91,12 £ 4,23

*Numero corrigido segundo férmula de ABERCROMBIE (1946), modificada por AMANN (1962).

Resultados

109



Tabela 21- Nimero* de células de Sertoli ( X + dp) em sec¢des transversais de tibulos
seminiferos no estdgio VII do ciclo do epitélio seminifero de ratos Wistar
adultos controle (G1), tratados com cisplatina (G2) e com cisplatina mais

antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo 11 Grupo III
Al 7,83 + 1,50 9,12+ 1,74 8,31 £ 1,50
A2 8,14 + 1,70 7,48 + 2,36 8,26 + 1,81
A3 8,42 + 1,30 7,36 £ 1,11 8,77 £ 0,95
A4 8,00 = 1,50 10,51 + 1,93 8,53 + 1,85
A5 8,70 £2,10 8,68 +£1,77 8,50 + 2,32
A6 7,57 £1,70 8,50+ 1,03 8,11 +£0,94
A7 7,95 £ 1,40 8,13+2,71 10,02 £ 1,10
A8 8,54 £ 1,60 8,57 £ 1,31 8,05 1,77

x = dp 8,14 £ 0,38 8,54 £0,99 8,57 +0,63

*Numero corrigido segundo férmula de ABERCROMBIE (1946), modificada por AMANN (1962).

Com relacdo as razdes das células germinativas com as células de Sertoli ou
indices de células de Sertoli, estas (espermatides arredondadas, espermatdcitos primarios
em paquiteno, espermatdcitos primdrios em pré-leptdteno e espermatogonias) ndo diferiram

(p>0,05) entre os trés grupos analisados (Tabelas 22, 23, 24 e 25, respectivamente).
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Tabela 22- Razdo* de espermatides arredondadas por células de Sertoli em seccodes
transversais de tibulos seminiferos no estigio VII do ciclo do epitélio
seminifero de ratos Wistar adultos controle (G1), tratados com cisplatina (G2)

e com cisplatina mais antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo II Grupo 111
Al 9,04 10,37 11,52
A2 10,79 11,30 10,50
A3 10,92 10,40 10,28
A4 10,06 10,41 11,07
AS 9,46 8,97 10,25
A6 9,72 9,67 11,78
A7 10,75 10,96 9,34
A8 9,97 10,75 10,63

X dp 10,09 £+ 0,69 10,36 £ 0,74 10,67 £ 0,78

*Numero corrigido segundo férmula de ABERCROMBIE (1946), modificada por AMANN (1962).

Tabela 23- Razdo* de espermatdcitos primdrios em paquiteno por células de Sertoli em
secgoOes transversais de tibulos seminiferos no estdgio VII do ciclo do epitélio
seminifero de ratos Wistar adultos controle (G1), tratados com cisplatina (G2)

e com cisplatina mais antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo II Grupo 111
Al 2,85 3,33 3,45
A2 3,64 3,78 3,05
A3 3,40 4,07 2,95
A4 3,11 3,35 3,64
A5 3,20 2,81 3,10
A6 3,46 2,94 2,08
A7 3,15 3,40 3,25
A8 3,50 2,99 3,23

X+ dp 3,30 £ 0,26 3,33+£0,43 3,18 £0,28

*Numero corrigido segundo férmula de ABERCROMBIE (1946), modificada por AMANN (1962).
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Tabela 24- Razao* de espermatdcitos primarios em pré-leptteno por células de Sertoli em
secgOes transversais de tubulos seminiferos no estagio VII do ciclo do epitélio
seminifero de ratos Wistar adultos controle (G1), tratados com cisplatina (G2) e

com cisplatina mais antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo II Grupo 111
Al 2,94 3,07 3,27
A2 3,29 3,28 2,32
A3 3,12 3,13 2,98
A4 3,32 2,78 3,39
A5 3,20 2,61 2,85
A6 3,25 2,87 3,26
A7 3,00 3,46 2,42
A8 3,07 3,02 3,08

X+ dp 3,15+£0,14 3,03 £0,27 2,95 £ 0,40

*Numero corrigido segundo férmula de ABERCROMBIE (1946), modificada por AMANN (1962).

Tabela 25- Razdo* de espermatog6nias em por células de Sertoli em sec¢des transversais
de tibulos seminiferos no estdgio VII do ciclo do epitélio seminifero de ratos
Wistar adultos controle (G1), tratados com cisplatina (G2) e com cisplatina

mais antioxidantes (G3)

Animal Grupo I Grupo II Grupo 111
Al 0,11 0,07 0,11
A2 0,13 0,11 0,11
A3 0,09 0,11 0,10
A4 0,11 0,09 0,09
AS 0,12 0,09 0,10
A6 0,13 0,09 0,10
A7 0,13 0,08 0,09
A8 0,07 0,11 0,10

xxdp 0,11 £ 0,02 0,09 + 0,01 0,10 £0,01

*Numero corrigido segundo férmula de ABERCROMBIE (1946), modificada por AMANN (1962).
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6- DISCUSSAO
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A utilizacdo de quimioterapia a base de cisplatina, cirurgia e radioterapia
aumentou as chances de cura de cincer de testiculo para aproximadamente 80% ou mais
dos pacientes, assim grande énfase tem sido dada as complicagdes oriundas desse
tratamento. O impacto real da quimioterapia sobre a infertilidade nos homens ainda
permanece incerto. Outro problema deve-se ao fato de que apenas um terco desses
pacientes tentam a paternidade apds tratamento (HOWELL e SHALET, 2005).
Ademais, fatores de esterilidade feminina nao sao considerados, bem como a influéncia do

cancer por si sobre a infertilidade.

Os resultados do presente estudo revelaram modifica¢des significantes no peso
corporal dos animais tratados em relacdo ao controle. Tais achados sdo compativeis aos
encontrados por POGACH et al. (1989), que verificaram redugdo significativa do peso
corporal de ratos adultos que receberam cisplatina. A utilizacdo de acetato ou sulfato de

cobre por esses autores ndo preveniu essa perda corporal.

Nao constatamos alteracdes ponderais no testiculo, indice gonadossomatico,
complexo da prostata ventral, vesicula seminal e glandula coaguladora. Acreditamos que,
embora haja forte relagdo entre peso testicular e producdo espermdtica, hd evidéncia de que
substancias toxicas diminuem a espermiogénese antes de acometer o peso testicular.
Achados semelhantes foram observados por KINKEAD et al. (1992), com relacdo ao peso
testicular, entretanto, esses autores constataram diferenca significante no peso da vesicula
seminal e da préstata, nos animais tratados com cisplatina, com doses iguais e periodo de
observacao semelhante ao do presente estudo. Talvez essas diferencas devam-se ao fato da
raca de ratos utilizada e a idade dos mesmos. Vale ressaltar que o aumento da dose de
cisplatina, utilizando modelo experimental semelhante ao presente experimento,
induziu a perda ponderal testicular, das vesiculas seminais e epididimo (HUANG et al.,

1990; POGACH et al., 1989 e ATESSAHIN et al., 2005).

A maioria dos autores utilizou ratos da raga Sprague-Dawley (POGACH et al.,
1989; HUANG et al., 1990; KINKEAD et al., 1992 e ATESSAHIN et al., 2005). A escolha
de ratos da raca Wistar foi feita pela maior facilidade de aquisi¢cdo, pela suscetibilidade de
padronizacdo quanto a idade, raga, peso e sexo da mesma linhagem, assim como permitir

maior nimero de observagdes ao acaso.
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As estimativas percentuais morfométricas no lume do tdbulo seminifero,
conservou-se semelhante entre os grupos. Esses resultados provavelmente devem-se a
fatores tais como a localizacdo mais profunda desse em relacdo aos outros componentes

testiculares.

No componente testicular que representa a maior propor¢cdo volumétrica do
testiculo, o epitélio seminifero, o qual inclui as células de linhagem espermatogénica,
observou-se efeito negativo significante da cisplatina (Grupo II) em relacdo ao controle
(Grupo I). Vale ressaltar que os animais submetidos a associacdo cisplatina e
SOD + catalase apresentaram diminuicao volumétrica, sem no entanto, diferenca estatistica.

Acreditamos ter ocorrido possivel efeito protetor dos antioxidantes nesse epitélio.

Houve significativa reducdo da tdnica prdpria dos animais do Grupo II,
em relacdo aos do Grupo 1, e, principalmente, aos do Grupo III. Esses resultados sugerem lesao

da cisplatina na ttinica prépria e papel protetor do SOD+ catalase nessa.

Dos componentes intertisciais do testiculo, a propor¢ao de nucleos das células de
Leydig foi inferior nos grupos tratados com cisplatina (Grupos II e III) em relacdo ao
Grupo Controle. Apesar das propor¢des volumétricas dos grupos II e III corresponderem,
respectivamente, a cerca de 69,1 e 58,2% do grupo 1 controle (0,58, 0,38 e 0,32%),
acreditamos que o nivel de testosterona ndo esteja comprometido nos grupos tratados devido
ao peso das glandulas anexas hormdnio-dependentes ndo ter sido alterado. Ademais em ratos,
sabe-se que sdo necessarios apenas 25-45% dos niveis totais intratesticulares de testosterona

para a manutenc¢do da espermatogénese (SHARPE et al. 1988a).

A ocorréncia de lesdes do epitélio germinativo induzindo oligo ou azoospermia
definitiva ou transitoria como conseqii€éncia do uso da cisplatina € reconhecida, assim como
disfun¢do das células de Leydig. Existem evidéncias de que lesdes no epitélio germinativo
podem afetar indiretamente, ou a cisplatina pode lesar diretamente a funcio das células de
Leydig (HUANG et al., 1990). Sabidamente a cisplatina pode, a curto ou longo prazo,
afetar a produgdo de testosterona no testiculo ou, em doses mais elevadas e prolongadas,
no plasma sangiiineo (POGACH et al., 1989; HUANG et al., 1990 e KINKEAD et al.,
1992).
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Apesar de nenhuma explicacdo aparente, a propor¢do do estroma apresentou-se
maior no Grupo II, quando comparados aos Grupos I e IIl. A variacdo encontrada nesse
pardmetro pode sugerir que o volume do seio linfatico seja um artefato decorrente da

pressdo de perfusdo.

A homogeneizacdo ou medida das reservas espermdticas € um dos
procedimentos mais comumente usados para se detectarem alteracdes absolutas e relativas
na producdo espermatica (CASTRO e CARDOSO, 2001). As médias de pesos testicular e
epididimério, ndo foram significativamente diferente entre os grupos. O principio da
técnica baseia-se no fato de que em alguma etapa da espermiogénese os nucleos das
espermatides em desenvolvimento e em alongamento tornam-se resistentes a destrui¢io
fisica, ndo ocorrendo com nucleos de outros tipos celulares. As histonas nucleares das
espermdtides alongadas ou em alongamento tornam-se mais bdsicas aumentando seu
conteddo de arginina, indicando assim, aumento na ligacdo da proteina nuclear a molécula
de DNA, sendo a ocorréncia desta ligagao atipica e mais forte, uma possivel explicacao

para a resisténcia dos nucleos das espermdtides maduras a técnica de homogeneizacio

(CASTRO e CARDOSO, 2001).

No presente estudo nenhuma alteracdo significativa na estimativa das reservas
testiculares entre os grupos foi observada, tanto na reserva total como naquela por grama de
parénquina testicular, apesar das mesmas, aparentemente estarem mais elevadas nos
Grupos II (cisplatina) e III (cisplatina + antioxidantes) em relagdo ao Controle.
A reserva espermatica testicular por grama de parénquima € uma medida um pouco mais
eficiente do que a reserva total, pois elimina o fator peso testicular que pode contribuir
para uma variacio ainda maior. E nossa hipétese de que a cisplatina por ser uma droga que
altera a conformacdo do DNA das células, possa tornar a ligacdo da protéina nuclear a
molécula de DNA ainda mais intensa, permitindo assim, que um nimero maior de
espermatides seja detectado em homogeneizados testiculares. Dessa forma, acreditamos
que esse método ndo deva ser utilizado rotineiramente para avaliar toxicidade por cisplatina
ou por qualquer outra droga que venha a interferir na conformag¢do do DNA das células.
Com relagdo a reserva epididimdria total ou por grama, de maneira semelhante a reserva

testicular, nao houve diferenca significativa entre os grupos. Os valores das reservas
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epididimdrias sdo mais elevados do que aqueles das testiculares, pois os epididimos sao
capazes de armazenar o equivalente a alguns dias de produgdo espermatica dos testiculos.
Além disso, na andlise da reserva epididimaria, deve-se levar em consideracdo algumas
varidveis envolvidas como masturbacdo, repouso sexual e eventuais perdas de

espermatozdides na urina.

O modelo deste experimento demonstrou ser eficaz para o objetivo do trabalho,
na medida em que proporcionou condi¢des anatOmicas e cirdrgicas semelhantes a situagdes
clinicas de quimioterapia. Entretanto, deve ser ressaltado que esse modelo difere da
situacdo real, pois efetua-se o tratamento antineoplasico em dose tnica e usualmente existe

doenca maligna associada.

Avaliou-se resultados de um ciclo da espermatogénese. Periodos de
observagdes semelhantes ao do presente estudo foram efetuados por POGACH et al.
(1989), HUANG et al. (1990), KINKEAD et al. (1992) e ATESSAHIN et al. (2005).
No presente experimento e nesses estudos, nos amparamos nos trabalhos de
CLERMONT (1972), sobre cinética da espermatogénese, o qual define um ciclo do epitélio
seminifero em ratos Wistar 12,8 a 13 dias. A duragdo desse ciclo € constante para mesmas
espécies e raramente sofre influéncias externas. Assim, o processo da espermatogénese
compreende 4 a 4,5 ciclos do epitélio seminifero, podendo apresentar inicio definido com a
mitose espermatogonial e final aproximado com a liberacao do espermatozdéide do epitélio
ao lume. Em ratos da raca Wistar, a espermatogénese tem duracdo estimada em 52 dias

(CLERMONT, 1972).

O mecanismo real da acdo da cisplatina, ainda que em alguns pontos obscuros
sugere ser multifatorial; em relacdo a chemosensibilidade unica em tumores de células
germinativas. A inabilidade de detoxificar a cisplatina, reparo de DNA lesado, a deficiéncia
no sistema celular de bombas de exportacdo e uma cascata apoptdtica intacta sdo as

atividades potenciais (MAYER et al., 2003).

Alteragdes enddcrinas testiculares através da disfun¢do a longo prazo das
células de Leydig no testiculo contralateral podem ocorrer proporcionando hipogonadismo

dose dependente a cisplatina em até 27% dos pacientes (FOSSA et al., 2004).
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Felizmente, a diminuicdo da producdo de testosterona € usualmente compensada pelo

aumento da secrecdo pituitdria de LH e permanece subclinica na maioria dos casos

(NORD et al., 2003).

Grande preocupagcdo € a ocorréncia de disfuncdo exdcrina testicular apds
quimioterapia a base de cisplatina. A constatacdo de oligo ou azoospermia € freqiiente e
preocupante. A probabilidade de recuperacdo a uma contagem espermadtica dentro dos
padrdes de referéncia sdo maiores para pacientes com contagens pré tratamento normais,
naqueles que receberam quimioterapia a base de carboplatina ao invés de cisplatina e
submetidos a menos de cinco ciclos de quimioterapia (< 400 mg/m2 dose total) a
recuperacdo da espermatogénese continua por mais de dois anos com chances calculadas de
48% e em cinco anos de 80% (LAMPE et al., 1997, CHAUDARY e SHALET, 2003;
FOSSA, 2004; HOWELL e SHALET, 2005). Um fator preditivo adicional desfavoravel a

recuperagdo espermdtica € a idade maior ou igual a 35 anos (AASS et al., 1991).

A criopreservagdo do s€émen tornou-se terapéutica padrdo e deve ser oferecida a
todos os pacientes que serdo submetidos a tratamento potencialmente esterilizante

(HOWELL et al., 2001; HOWELL e SHALET, 2005).

O desenvolvimento e evolucdo nas técnicas utilizadas no armazenamento do
sémen e avancos na reproducio assistida com I.C.S.I., aumentaram as chances de gravidez
utilizando espermatozdide criopreservado. Entretanto, existem algumas limitagdes desse
método, como em pacientes pré puberais. Ademais, a fun¢do testicular em homens com
doenca maligna encontra-se usualmente deprimida antes do tratamento, resultando em
baixa qualidade ou dificuldade em prover s€émem adequado para armazenamento
(CHAPMAN et al.,, 1981; HOWELL e SHALET, 2001 e TAKSEY et al., 2003).
Além disso, o processo de congelamento e posterior descongelamento do sémem reduz a
qualidade espermadtica e conseqiiente chance de fertilizacao. Assim, métodos para proteger
ou melhorar a recuperacdo da espermatogé€nese normal apds terapéutica gonadotdxica tém

sido perseguidos (HOWELL e SHALET, 2001 e GRECO et al., 2005).

O conhecimento, através de estudos experimentais, de que lesdes renais e
cromossOmiais por cisplatina e outros metais pesados podem ser prevenidos por

suplementac¢do de altas doses de antioxidantes, estimulou intimeros estudos pertinentes.
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A comprovacgdo de que a quimioterapia a base de cisplatina induz a queda dos
niveis plasmaticos de antioxidantes por provdvel consumo desses oriundos de estresse
oxidativo, assim como a perda renal de moléculas antioxidantes de baixo peso molecular,

foi inicialmente demonstrada em pacientes com cancer por WEIJL et al. (1997).

No entanto, duvidas ainda persistem referentes a utilizacdo de enzimas
decompositoras de radicais livres como a SOD + catalase ndo interferem na acgdo

antitumoral de drogas antineopldsicas (KONG e LILLEHEI, 1998).

No presente estudo, utilizou-se a dose de cisplatina de 4 mg/kg de peso corporal
intraperitoneal. Acreditamos que essa seja suficiente para induzir estresse oxidativo,
pois aproxima-se a utilizada e comprovada por CHOUDHURY e JAGDALE (2002)
e MINAMIYAMA et al. (2002).

Com referéncia ao momento da administragdo do antioxidante em relacdo a
cisplatina, CHOUDHURY e JAGDALE (2002) fizeram-no prévio com vitamina E,
MINAMIYAMA et al. (2002) usaram biofatores em graos com propriedades antioxidantes
a base de a tocoferol e vitamina C durante todo experimento. J4 ATESSAHIN et al. (2005)
forneceram licopeno antes e ap6s 0 quimioterdpico e sugeriram melhores resultados apds a

administracao de cisplatina.

No estudo atual, optou-se por aplicar o superéxido de dismutase e catalase no
mesmo ato endovenoso, para que ndao houvesse dividas quanto a possiveis distirbios

absortivos, a semelhanca de PRILLAMAN et al. (1997).

A mensura¢do do didmetro médio dos tibulos seminiferos dos animais tratados
em relacdo ao controle ndo resultou (p>0,05) em nenhuma diferenca significativa entre os
grupos. Essas medidas ndo levaram em consideracdo o estidgio do ciclo do epitélio
seminifero. Resultados semelhantes foram encontrados por ATESSAHIN st al.(2005) em
que ndo observaram diferenca no didmetro nos tibulos seminiferos de ratos tratados com

cisplatina e licopeno pré e p6s administragao desse quimioterapico.

A medida em secgdes transversais dos tibulos seminiferos dos diametros
nucleares médios de espermatogdnias, espermatdcitos primdrios em préleptotenos,

espermatdcitos primdrios em paquiteno, de espermdtides arredondadas e diametro
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nucleolar das células de Sertoli € um pré-requisito para o cdlculo da contagem dessas
células em seccOes transversais no estagio VII do ciclo do epitélio seminifero
(sistema acrossomico). Com excecao das espermatides arredondadas, nao houve diferenca
(p>0,05) no didmetro nuclear e/ou nucleolar dessas células entre os grupos tratados
(GIT e GIII) e o controle (GI). As espermdtides arredondadas dos grupos tratados
(GII e GIII) apresentaram uma pequena redugdo (p<0,05) em seu didmetro nuclear em
relagdo ao controle, cerca de 5 a 6%, o que como serd mostrado mais adiante, ndo interferiu
no numero dessas células no testiculo. Diferenca no volume nuclear de espermatides
arredondadas foi relatada por FRANCA et al. (1995) em ratos Sprague-Dawley entre
estagios do ciclo do epitélio seminifero pelo método acrossémico. Ademais, ratos Wistar
expostos a um regime constante de luz durante os primeiros 25 dias de idade apresentaram
reducdo significativa no diametro das espermatides arredondadas no estdgio VII do ciclo do

epitélio seminifero (ROCHA et. al., 1999).

Os ndmeros corrigidos de espermatogbnias nos animais tratados
(Grupos II e III) foram semelhantes (p>0,05) aqueles dos animais do Grupo L
Resultados semelhantes foram encontrados por KINKEAD et al. (1992),
que ndo constataram diferenca estatistica nas espermatogdnias entre os grupos em doses de
cisplatina inferiores, iguais e superiores aos do presente estudo. Segundo
BERNDTSON et al. (1989), como o nimero de espermatogdnias por seccao transversal é
muito baixo, o coeficiente de variabilidade desse parametro € muito elevado, o que dificulta

a deteccao de diferencas entre grupos quando a diferenga entre os mesmos é pequena.

Os numeros corrigidos de espermatdcitos primarios em pré-leptéteno nao
diferiram entre os grupos de animais. Resultados diferentes do presente experimento foram
observados por KINKEAD et al. (1992), os quais verificaram reducdo significante nesses
em doses semelhantes ao do nosso trabalho. Contudo, parte da metodologia utilizada por
esses autores foi diferente daquela empregada no presente experimento, pois utilizaram-se
de andlise de imagem computadorizada para medir didametros nucleares. Vale ressaltar que
VAWDA e DAVIES (1986) observaram reducdo de espermatdcitos primdrios em
préleptéteno, porém, usaram camundongos e cisplatina na dose de 8 mg/kg de peso

corporal.
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Semelhante aos dados de pré-leptéteno, também nao houve diferenca (p>0,05)
no nudmero de espermatdcitos primdrios em paquitenos entre 0S  grupos.
VAWDA e DAVIES (1986) encontraram resultados semelhantes ao nosso em relacdo a
essas células. No entanto, KINKEAD et al. (1992) e HUANG et al. (1990) verificaram
redugdo significante dessas em relacdio ao controle, sendo que os ultimos autores
utilizaram-se de cinco injecdes didrias de cisplatina de 2 mg/kg de peso corporal.
E importante salientar que, em condi¢des normais (grupo controle), espera-se que o nimero
de espermatdcitos primdrios em preleptotenos seja semelhante aquele de paquitenos,
pois apesar do didmetro entre estas serem diferentes (paquiteno maior que preleptéteno),
a razdo de um para o outro deve ser de aproximadamente 1,0, pois ndo ha divisdo de
pré-leptéteno em paquiteno. No presente experimento, essa razdo ficou proxima de 1,06,

o que denota boa precisdo nas contagens dessas células.

Por se tratar de experimento com caracteristicas impares, os dados dos trabalhos

comparativos geralmente diferem em algum modo do presente estudo.

Os resultados constatados dos nudmeros corrigidos de espermatides
arredondadas nos tdbulos seminiferos ndo demonstraram diferencas (p>0,05) entre os
Grupos II e III em relacdo aos do Grupo I, observagdes estas semelhantes aquelas de
VAWDA e DAVIES (1986) em camundongos. Outros achados, no entanto, com redugao
significativa dessas células foram verificadas por KINKEAD et al. (1992). De todas as
células da linhagem espermatogénicas, normalmente as primeiras células a serem
comprometidas quando hd um efeito de uma droga ou agente sdo as espermdtides
arredondadas ou alongadas, por serem estas as células mais diferenciadas dos tibulos

seminiferos.

z

A espermatogénese € regulada e mantida pelas células de Sertoli. Uma das
principais funcdes dessas células é a de formar barreiras hemato-testiculares, que propiciam
ambientes estdveis intratubulares para a diferenciacdo das células germinativas

(SETCHELL, 1991).

O ndmero corrigido de células de Sertoli nos tibulos seminiferos no estdgio VII
do ciclo do epitélio seminifero ndo foi diferente (p>0,05) nos animais tratados

(Grupos II e III) em relacdo aos do grupo controle. Em nosso conhecimento,
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ndo existem informacdes na literatura sobre o nimero de células de Sertoli por seccdes
transversais de tubulos seminiferos em animais tratados com cisplatina. As células de
Sertoli s@o também as mais resistentes aos mais variados tipos de tratamentos,
mantendo-se funcionais quando as demais células do tdbulo seminifero apresentam-se
acometidas. Dessa forma, elas servem como um marcador (indice) de eficiéncia da
espermatogénese (BERNDTSON, 1977). Caso houvesse algum tipo de comprometimento
dessas células no presente experimento, haveria de se esperar uma desestruturacdo
completa ou parcial do epitélio seminifero, uma provavel ruptura da barreira de célula de

Sertoli, o que ndo ficou constatado.

Com o objetivo de constatar quaisquer alteracdes nas contagens das células da
linhagem espermatogénica que pudessem ocorrer em virtude de alteracdes causadas pela
retracdo tecidual decorrente do processamento histolégico ou pelo tratamento, avaliou-se as
razdes das células espermatogénicas em relagdo as células de Sertoli (indice de célula de
Sertoli). Em relacdo aos indices de células de Sertoli, que sdo os melhores indicativos da
eficiéncia das células de Sertoli e, por conseqiiéncia, da eficiéncia espermatogénica
(RUSSELL et al, 1990; FRANCA e RUSSELL, 1998), os valores encontrados no presente
estudo ndo apresentaram diferencas (p>0,05) nos animais tratados (Grupos II e III) em

relagcdo aos do Grupo 1.

Os resultados obtidos pelas razdes celulares (espermdtides arredondadas,
espermatdcitos primdrios em pré-leptéteno e em paquiteno e espermatogdnias) com as
células de Sertoli véem corroborar com a principal constatacdo deste experimento, de que a
cisplatina na dosagem unica 1.p. de 4mg/kg de peso corporal ndo alterou o numero de
nenhuma dessas células avaliadas. Como ndo houve alteracdo nesses parametros,
o uso de antioxidantes no presente estudo, demonstrou-se de pouca valia neste contexto.
E de extrema importancia salientar, que at¢ o momento, em nenhum dos estudos
envolvendo o uso de cisplatina no testiculo foram utilizados os indices de células de Sertoli

para comprovacao da eficiéncia da espermatogénese.

Estudos de multiplos grupos com variagdes na doses, tanto do agente toxico,
como do antioxidante, assim como o momento de administracdo deste, devem ser

exercitados para obtencao de novas informacdes na compreensdo dos dados aqui discutidos.
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Acredita-se que essa linha de pesquisa sobre cinética e quantificacdo da
espermatogénese, toxicologia de drogas e, principalmente, a participacdo do estresse
oxidativo com quantificacdo deste, tanto sérico como tecidual, através de marcadores de
danos oxidativos ao DNA, deve continuar sendo investigada para aquisicdo de mais

subsidios no que se refere ao entendimento dos fendmenos citados.

Ressalta-se o papel da criopreservacdo de esperma prévio a terapéutica
neopldsica com drogas, cirurgia ou radioterapia potencialmente esterelizantes.
No entanto, a Medicina evolui e exalta a prevenc¢do; assim, a elaboracao de futuros ensaios
experimentais e clinicos, auxiliados pela engenharia genética e moderna biologia

molecular, as quais talvez permitam afirmagdes estimulantes e inovadoras sobre o tema.
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7- CONCLUSOES
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O tratamento de ratos adultos com cisplatina i.p. na dosagem tnica de 4 mg/kg
de peso corporal com ou sem uso de antioxidantes e sacrificados apds 13 dias da injecao

resultou em:

1- Diminui¢ao do peso corporal de ratos tratados com cisplatina e cisplatina + SOD + catalase;

nenhuma alteracao no peso das glandulas anexas;

2.a- Nao houve alteracdo nas reservas espermadticas testicular e epididimaria, no nimero de
c€lulas e nas razdes da linhagem espermatogénica, (c€lulas de Sertoli, espermatogoOnias,

espermatdcitos primdrios em pré-leptéteno e em paquiteno e espermadtides arredondadas);

b- Reducdo do diametro nuclear médio de espermatides arredondadas nos animais

tratados com cisplatina e cisplatina + SOD + catalase;

3.a- Diminui¢do no percentual do epitélio seminifero dos testiculos nos animais tratados

com cisplatina e sugere possivel protecdo, neste nivel, por SOD + catalase;

b- Aumento no percentual da tdnica prépria dos testiculos de ratos tratados com

cisplatina + SOD + catalase em relacio aos tratados com cisplatina;

c- Aumento no percentual do estroma dos testiculos dos animais tratados com cisplatina em

relagdo aos tratados com cisplatina + SOD + catalase;

d- Redug@o no percentual de nucleos das células de Leydig dos testiculos de ratos

tratados com cisplatina e cisplatina + SOD + catalase;
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