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RESUMO

Embora seja do conhecimento geral que os hormdnios tireoidianos
estdo envolvidos no desenvolvimento e manutencdo de varios 6rgéos,
ainda, existem aspectos contraditorios sobre seu papel na fisiologia

testicular.

Com a proposta de melhor compreender a influéncia dos horménios
tireoidianos na manutencdo testicular, este estudo teve como objetivo
avaliar parametros biométricos, morfolégicos e hormonais em ratos de
varias idades, que foram induzidos experimentalmente ao hipotireoidismo

com doses diarias de 0,056 mg de Methimazole, confirmado pelas dosagens

de Tiroxina (T4).

Neste estudo utilizaram-se 68 ratos brancos (Ratfus novergicus,

variedade albino), machos e 12 fetos. Estes animais foram sub divididos em
6 grupos experimentais, de acordo com o tempo de tratamento e a data do
sacrificio e denominados: Hipotireoidismo materno-fetal (19° dia de vida
fetal), 8 dias de idade, 21 dias de idade, 35 dias de idade, 50 dias de idade e
90 dias de idade.

Os resultados mostraram que a inducao do hipotireoidismo no oitavo
dia de prenhez, que corresponde ao inicio da organogénese do rato, ndo
resulta em aumento da incidéncia de reabsorcao fetal ou de malformacdes
congénitas e também néo leva a alteracdes no comportamento dos animais

com hipotireoidismo.



Em todos os grupos experimentais analisados, os animais tratados
apresentaram reducéo significativa (p<0,05) do peso corporal em relacéo

aos animais controles da mesma idade.

A avaliacdo biométrica dos testiculos mostrou que os animais
tratados apresentaram reducgéo significativa (p<0,05) do peso testicular, do
diametro dos tubulos seminiferos e do volume nuclear das células de
Sertoli. Apenas os fetos com 19 dias de vida intra-uterina ndo mostraram

diferencas nos parametros acima citados .

A morfologia dos testiculos dos animais tratados mostrou atraso no
inicio do estadiamento do ciclo do epitélio seminifero, com redugdo da
quantidade de células germinativas e aumento do numero de células
degeneradas. Nos grupos experimentais 50 dias e 90 dias de idade, os
animais tratados apresentaram estadiamento completo do epitélio
seminifero, mas a frequéncia dos estadios I, VII/VIIl e XIV foi menor do que

a dos animais controles da mesma idade.

As dosagens em duplicata da testosterona plasmaética, pelo método
de fluoroimunoensaio de fase soélida, n3o mostraram diferencas

significativas entre os valores encontrados nos animais controles e tratados.

Conclui-se que o hipotireoidismo prejudica acentuadamente a
espermatogénese dos ratos jovens, prejuizo detectavel através da reducéo
do peso testicular, da diminuicdo do didmetro dos tubulos seminiferos, do
aumento de células germinativas degeneradas, do atraso da

espermatogénese e da redugdo do volume nuclear das células de Sertoli.



Nos animais tratados com 90 dias de idade, ocorre ganho
consideravelmente maior do peso testicular, do didmetro dos tubulos
seminiferos em relagéo aos animais controles da mesma idade e aparente
estabilizagdo no volume nuclear das células de Sertoli, sugerindo auséncia

da participacdo dos hormdnios tireoidianos sobre o testiculo do rato adulto.



1. INTRODUGCADO:

Estudos que possibilitam melhor compreensdo das causas da
infertilidade do homem e de animais de interesse cientifico e/ou econémico,
como também a busca de possiveis estratégias na reversdo do quadro de
esterilidade e o aumento da produgdo de espermatozéides viaveis por mm3,
vém atualmente despertando interesse nas areas de fisiologia, biologia

molecular, imunologia e outras.

A espermatogénese nos mamiferos adultos acontece no complexo

epitélio dos tubulos seminiferos dos testiculos, sendo definida, segundo
BUSTON-OBREGON et al.(1975), como o processo que ocorre entre o
surgimento de uma espermatogbnia mae e a liberagdo de um

espermatozoide produzido a partir dela.

As células germinativas organizam-se em estratos distintos nos
tibulos seminiferos, ocupando as espermatogbnias a regido basal, os
espermatocitos a regido mediana e as espermatides mais préximas a luz e
como apresentam grau de desenvolvimento compativel com a
espermatogénese sdo denominados de "estadios". O nimero de estadios
varia de acordo com a espécie estudada, mas como estdo em constante
cinética numa determinada regido do tubulo seminifero, s&o mencionados
como "ciclo do epitélio seminifero” (LEBLOND & CLERMONT 1952).

Existem inumeras disfungbes orgdnicas e drogas que podem

comprometer o ciclo do epitélio seminifero e consequentemente afetar a



espermatogénese, entre elas, destacam-se as alteracdes dos niveis dos
horménios da tiredide, cuja influéncia no desenvolvimento de varios tecidos
e orgéos foi relatada por BRASEL & WINICK,.(1970), COOKE et al.(1984),
MEISAMI (1984), mas, a sua participacéo no crescimento e diferenciacéo do
sistema reprodutor apresenta, ainda, dados conflitantes e aspectos
contraditérios na interpretacdo dos resultados. Um desses aspectos
contraditorios esta, relacionado a identificacdo das faixas etarias nas quais

as gonadas dos mamiferos sao responsivas aos hormdnios da tiredide.

FOLLEY (1938), verificou que ratas adultas tireoidectomizadas, néo

apresentam alteragcdes na taxa de concep¢do ou manutencio da prenhez,
em relagdo aos animais controles, discordando de ROGERS.(1958) que
associou o hipotireoidismo ao comprometimento do ciclo estral das ratas,
com diminuicdo da fertilidade e de JONES et al.(1946), ao verificarem que
as fémeas adultas induzidas ao hipotireoidismo com 6-propyl-2-thiouracil

(PTU) apresentavam aumento nas taxas de reabsorcéo fetal.

Nos ratos adultos, o hipotireoidismo induzido com 131|, segundo
VILCHEZ-MARTINEZ.(1973), n&o resultou em alteracdes testiculares, fato
esse constatado através da auséncia de diferencas do peso testicular e do
diametro dos tubulos seminiferos em relacdo aos animais controles.
BORKER & KLITGAARD (1952), KALLAND et al.(1978), BRUNI et al.(1985),
WEISS & BURNS.(1988) e MAIA et al.(1990), ndo encontraram, também,

faléncia testicular nos ratos adultos com hipotireoidismo.

Por outro lado, AMIN & EL-SHEIKL,(1977), encontraram alteracdes

degenerativas no testiculo de rato adulto com hipotireoidismo. VALLE et



al.(1985), ao induzirem o hipotireoidismo em ratos com o 1-Methyl-2-
mercaptoimidazole (Methimazole, MMI) a partir do 40° dia de idade,
obtiveram diminuigcédo dos pesos: corporal, dos testiculos e das glandulas

sexuais acessorias dos animais tratados.

Em ratos imaturos, CHOWDHURY & ARORA (1984), verificaram que
apos a tireoidectomia, ocorre reducdo no peso testicular, no didmetro dos
tibulos seminiferos e na populagédo das células de Leydig. FRANCAVILLA
et al(1991), induzindo o hipotirecidismo com o MMI, também obtiveram
diminuicdo do peso testicular e atraso na espermatogénese nos animais

tratados.

COOKE et al(1991b) e KIRBY et al(1992), induzindo o
hipotireoidismo com PTU do nascimento até o 25° e 24° dias
respectivamente, verificaram que esse periodo era aquele em que o

testiculo fora fortemente influenciado pelos horménios da tiredide.

MEISAMI et al.(1992), estabeleceram as primeiras duas semanas de
vida (pés-parto) do rato, como o periodo critico de interferéncia dos
horménios da tiredide sobre o desenvolvimento testicular. COOKE et
al.(1992), no entanto, restringiram esse periodo para os primeiros oito dias
de vida do rato e FRANCAVILLA et al.(1991), por sua vez, nédo verificaram
alteracdo na estrutura dos testiculos de fetos, durante o 18° e 21° dia de

gestacéo, de ratas com hipotireoidismo em relacéo aos testiculos dos fetos

das ratas controles.



Os horménios da hipéfise anterior e a testosterona, também atuam no
desenvolvimento e maturagdo dos testiculos e a concentracdo desses
hormonios, como se sabe, sobre a influéncia dos horménios da tiredide.
VILCHEZ-MARTINEZ (1973) e BASKI (1973), mostraram que ratos adultos
com hipotireoidismo apresentam redugdo dos niveis plasmaticos de FSH
(horménio foliculo-estimulante) e do LH (Horménio luteinizante). KALLAND
et al.(1978) e VALLE et al.(1985), além de observarem reducdo dos niveis
de FSH , LH e PRL (prolactina), encontraram, ainda, nos ratos adultos com

hipotireoidismo, uma diminuicdo dos niveis plasmaticos de testosterona,

enquanto MAIA ef al.(1990), ap6s induzirem o hipotireoidismo em ratos

adultos n&o observaram alteracéo na esteroidogénese.

Os hormoénios da tiredide, em ratos, tém influéncia na transcricdo do
RNAm de GH (horménio do crescimento) e PRL, segundo SAMUELS et
al.(1989); nos niveis de receptores do GH (AMIT et.al,1991): e, no contetido
do DNA (MEISAMI etal., 1994), retardando o crescimento corporal e
comprometendo o desenvolvimento dos testiculos de ratos jovens com

hipotireoidismo

Os horménios da tiredide, podem, ainda, participar da manutencdo
testicular, agindo sobre as células de Sertoli. Estas células sdo
consideradas de grande importancia no desenvolvimento e maturagdo
testicular, (HUTSON & STOCCO, 1981; BORLAND et.al.,1984; FUGASSA
et al.,1987; PALMERO et al.,1989,1990 e 1994; VAN-HAASTER et al.,1992
e 1993a; ULISSE et al.,1994; BUNICK et.al., 1994 e PANNO et al., 1994). A
atuacéo dos horménios da tiredide, ocorre sobre as fases de proliferacédo e

diferenciacéo das células de Sertoli.



Durante o hipotireoidismo em ratos jovens, ocorre reducéo no volume
nuclear das células de Sertoli (CHEMES et al.,1979 e VAN-HAASTER
et.al.,1992).

Sao observados também diminui¢do da produgéo de ABP (androgen-
binding protein), (PALMERO et al.,1989), do IGF1 (insulin-like growth factor-
) (VAN-HAASTER et al,1993a), da inibina (BUNICK et al.,1994) e do
metabolismo da testosterona (PANNO et al.,1994) pelas células de Sertoli,
resultando, durante o hipotireoidismo em ratos jovens, na prolongagéo da

fase de proliferagéo e no possivel atraso na diferenciagéo dessas células.

Essas alteragdes do metabolismo da célula de Sertoli resultam em intensas

modificagcbes do testiculo dos ratos .

A influéncia dos hormbnios tireoidianos sobre as células de Sertoli,
esta diretamente relacionada & idade do animal (COOKE et al.,1991b).

PALMERO et al.(1988, 1991), referem a existéncia de receptores de
T3 nas células de Sertoli e segundo JANNINI et al.(1990), estes receptores
encontram-se em sua expressdo maxima a partir dos Gltimos dias de
gestacdo e durante as primeiras duas semanas de vida, tornando-se

praticamente ausentes em ratos aduitos.

A bibliografia consultada possibilitou verificar, que ainda existem
aspectos sobre a participagéo dos horménios da tiredide na manutencéo do

testiculo de ratos, que necessitam melhor esclarecimento.



2. OBJETIVO

Este estudo visa, através de avaliacbes do peso corporal e do
testiculo, da histologia e da morfometria dos tabulos seminiferos, da
biometria das células de Sertoli e das dosagens dos niveis plasmaticos de
testosterona, verificar a participacdo dos horménios tireoidianos na
espermatogénese em ratos de varias idades, que foram induzidos ao

hipotireoidismo com doses didrias de Methimazole.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL.:

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizados 68 ratos

machos de varias idades e convencionais (Raffus novergicus, variedade

albino), nascidos e criados no biotério do Departamento de Fisiologia do

Instituto de Biologia e 12 fetos. Esses animais representaram as proles do
acasalamento de 13 machos e 36 fémeas, com 3 meses de idade,

fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Unicamp.
Durante todo o periodo experimental os animais foram mantidos em

ambiente com temperatura média de 23 + 1 °C, fotoperiodo de 12 horas

luz/12horas escuro, agua e a racao "ad libitum".

3.2. METODOS:

3.2.1 ACASALAMENTO:

O ciclo estral das fémeas foi acompanhado por meio de esfregacos
vaginais, realizados sempre no final da tarde, e as ratas encontradas na fase

de estro eram colocadas para acasalamento. Na manhé seguinte, utilizando-



se novo esfregaco, era pesquisada a presenca de espermatozéides na via
genital da rata. Sempre que as células reprodutivas masculinas estavam

presentes, considerava-se este como dia zero de prenhez do animal.

3.2.2 TRATAMENTO:

No oitavo dia de prenhez, todas as fémeas foram pesadas e

distribuidas aleatoriamente em 2 grupos: controle e tratado, com 18

animais cada um. As fémeas tratadas passaram entdo a receber
diariamente 0,05mg de 1- Methyl- 2- mercaptoimidazole (Methimazole, MMI)
diluidos em agua destilada e administrados por sonda gastrica até o
desmame dos filhotes. Optou-se por este método de administracdo da
droga, pela garantia de exatiddo da quantidade ingerida diariamente, e
também, por ndo provocar peritonite nos animais, o que, geralmente, ocorre

durante tratamentos longos, quando se utiliza a via intraperitonial.

Adotou-se como critério, que os grupos analisados fossem
constituidos a partir de 3 mées diferentes. Em fungdo do tempo de
administracdo da droga, aliado a data de sacrificio, os estudos biométricos,
morfolégicos e hormonais foram realizados em 6 grupos experimentais, a

saber:

Grupo experimental hipotireoidismo materno-fetal: Neste grupo o
tratamento foi interrompido no décimo nono dia de prenhez, quando 3

fémeas tratadas e 3 fémeas controles foram sacrificadas por decapitacdo e



tiverem coletado seu sangue para dosagens dos niveis plasmaticos de
tiroxina. Em seguida, foram laparotomizadas para dissecacdo dos uteros
gravidos e consequentemente retirada dos fetos, os quais foram, também

decapitados para retirada do sangue e posterior dosagem de T4.

Os fetos foram contados e pesados e a seguir passaram por
cuidadoso exame macroscopico a busca de possiveis malformagdes
congénitas. Escolheu-se aleatériamente 6 fetos machos de mées controles e

6 fetos machos de mées tratadas para avaliagdo da morfologia testicular.

Grupo experimental 8 dias: Formado por 6 filhotes controles e por 6
filhotes de méaes tratadas com 0,05mg de Methimazole e que foram

sacrificados por decapitacéo no oitavo dia de vida.

Grupo experimental 21 dias: Constituido por 7 filhotes controles e
por 7 filhotes de mées tratadas com 0,05mg de Methimazole e que foram

sacrificados no dia do desmame, por inalacdo de éter etilico.

Grupo experimental 35 dias: Formado por 7 animais controles e 7
animais tratados com 0,05mg de Methimazole, os quais foram desmamados
no vigésimo primeiro dia de vida. Apdés essa data, os filhotes tratados
continuaram a receber diariamente 0,05mg de Methimazole diluidos em
agua destilada e administrados por sonda gastrica até o dia do sacrificio.
Devido a fragilidade dos filhotes, durante os primeiros 5 dias do tratamento,
a sonda foi previamente lubrificada e os animais levemente anestesiados
com éter etilico. Apbés este periodo ndo foi adotada nenhuma postura

adicional no cuidado do animal durante a administragéo da droga.
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Grupo experimental 50 dias: Constituido por 7 animais controles e
por 7 tratados que receberam doses diarias com 0,05mg de Methimazole,
durante 50 dias, seguindo a mesma pratica utilizada ap6s o desmame do

grupo anterior.

Grupo experimental 90 dias: Formado por 7 animais controles e 7
tratados, que também receberam, diariamente, 0,05mg de Methimazole até

o sacrificio.

O exame macroscopico das proles, assim como a avaliagdo numérica

e pesagem, aconteceu no nascimento dos filhotes de todas as fémeas
tratadas e controles, e durante todo o periodo de experimentacéo, os

animais foram pesados 3 vezes por semana.

3.2.3. PROCEDIMENTOS BASICOS EM MICROSCOPIA DE
LUZ:

No dia do sacrificio os animais foram pesados e procedeu-se a
retirada e dissecacdo dos testiculos e dos epididimos direitos, da tiredide e
do figado, que foram fixados por imersdo em Bouin durante 48 horas em

temperatura ambiente.

Os testiculos direitos, em especial, tiveram as primeiras duas horas
do processo de fixagéo a 4°C, terminado este periodo foram pesados e com

o auxilio de um paquimetro, registrou-se a medida dos eixos longitudinal e
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transversal; a albuginea, recebeu, entdo, pequenas incisbes com o auxilio

de uma gilete e a partir dai a fixacdo seguiu em temperatura ambiente.

Concluida a etapa de fixagéo, todos os 6rg&os foram lavados em agua
corrente durante 24 horas para retirada do excesso de acido picrico. Seguiu-
se a inclus&o em parafina segundo método descrito por BECAK & PAULETE
(1976), obtendo-se ao final do processo, cortes histolégicos com 6 um de

espessura em micréotomo American Optical Spencer modelo 820.

3.24. AVALIACAO DO DIAMETRO DOS TUBULOS
SEMINIFEROS:

Os diametros dos tubulos seminiferos foram avaliados em cortes

histoldgicos corados pela técnica de hematoxilina-eosina (H.E.).

De cada testiculo, 20 tubulos seminiferos em corte transversal
(quando os diametros perpendiculares entre si ndo diferem mais de 10%)
foram medidos com o auxilio de uma ocular de tambor (8X) com filamento
deslocavel e objetiva de (10X) de um microscopio de luz da marca Carl
Zeiss.

Concluida a medicéo do diametro dos tabulos seminiferos, efetuou-se
a calibracdo da ocular de tambor com o uso de uma lamina especial,

contendo divisdes de 0,0lmm. Essa calibragdo tem como funcao transformar
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os valores dados em unidades de tambor em micrometros, obtendo-se os

didmetros dos tubulos seminiferos em valores reais.

3.2.5. AVALIAGAO DOS DIAMETROS E DO VOLUME DO
NUCLEO DAS CELULAS DE SERTOLI:

Os didmetros dos nlcleos das células de Sertoli foram avaliados em

cortes histologicos corados pela técnica de H.E.

Em cada testiculo, mediu-se o eixo ortogonal maior e o eixo ortogonal
menor do nticleo de 10 células de Sertoli, medidas estas feitas com o auxilio
de uma ocular de tambor (8X) e objetiva de (100X) do microscopio de luz da

marca Carl Zeiss.

Adotou-se como critério que as medidas fossem feitas sobre os
nacleos inteiros ou apenas secionados ao nivel das calotas polares, para
evitar correcdo de variabilidade (CLERMONT &HERMO, 1975). Como o
nucleo destas células podem apresentar variacbes na forma e na altura, de
acordo com a sua localizacdo em relacdo a membrana basal e também no
decorrer da espermatogénese (PERSONA,1981), mediu-se o0s eixos
ortogonais maior € menor apenas dos nucleos das células de Sertoli
localizados proximos a membrana basal, e quando possivel, escolhendo os

tibulos no mesmo estédio do ciclo do epitélio seminifero.
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Concluidas as medicdes dos nucleos das células de Sertoli, efetuou-
se a calibracdo da ocular de tambor utilizando uma lamina especial,
contendo divisbes de 0,01mm., obtendo-se assim o valores dos eixos

ortogonal maior e menor dos nucleos das células de Sertoli em micrometros.
O volume nuclear destas células, foi obtido pelo uso da férmula

abaixo, que fornece o volume do elipsoéide (DE LUCA, 1989), e os valores

calculados apresentados em micrometros cubicos.

V = 4/3x. (d/2)2. D/2

onde:

n =3,1416

d = didmetro menor
D = didmetro maior

3.26. AVALIACAO DA ESPERMATOGENESE E DO
INTERSTICIO TESTICULAR:

As avaliagbes do ciclo do epitélio seminifero e a observacdo do
epididimo, foram realizadas em cortes corados pelas técnicas de H.E.

tricrémico de Gomori e PAS (Acido Periédico Schiff).
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A identificacdo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero e sua
respectiva numeracdo em algarismos romanos foram feitas segundo os
critérios estabelecidos por LEBLOND & CLERMONT (1952).

As avaliacdes qualitativas das células de Leydig também foram
realizadas pelo H.E e através da Reacgdo de PAS (MAC MANUS, 1946) para

carboidratos e glicoproteinas.

3.2.7. AVALIAGAO HORMONAL

Todas as amostras de sangue utilizadas na avaliacdo hormonal, foram
coletadas em tubos de centrifuga, previamente esterilizados e
heparinizados. Apds as coletas, o sangue foi centrifugado por 10 minutos a

2000 R.P.M., e 0 plasma armazenado a -18°C.

As dosagens de T4 (tiroxina) foram feitas pelo método de
radioimunoensaio, técnica descrita por (BERSON & YALLOW, 1959), cujo
principio basico esta na competicéo entre o T4 marcado com 125| e 0 T4
plasmatico, por uma quantidade conhecida de Anti-T4, obtida a partir da
purificacdo de soros de coelhos imunizados. O Kit utilizado neste ensaio foi
0 de T4 total, duplo anticorpo da Trilab e o coeficiente de variacéo intra
ensaio foi de 9%.

As dosagens de testosterona foram feitas pelo método de
fluoroimunoensaio de fase sélida (SOINI & KOJOLA, 1983), cujo principio
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basico esté na competicdo entre a testosterona marcada e a testosterona da
amostra, por uma quantidade de Anti-Testosterona policlonal de coelho. O
Kit utilizado neste ensaio foi o Kit de Testosterona da Delfia e o coeficiente

de variacao zero.

3.2.8. AVALIACAO MORFOLOGICA DO FiGADO E DA
TIREOIDE:

Pequenas porc¢des retiradas aleatoriamente do figado, foram coradas
em H.E, buscando avaliar pardmetros morfolégicos basicos, que pudessem

indicar o efeito do Methimazole sobre esse 6rgéo.

A avaliagao histologica da tiredide visando confirmagéo do quadro de
hipotireoidismo foi feita em cortes corados pelas técnicas de H.E e

tricromico de Gomori.

3.2.9. TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS:

Os resultados do peso corporal, do peso e comprimento dos
testiculos, do didmetro dos tibulos seminiferos e do volume nuclear das
células de Sertoli, dos grupos experimentais 8, 21, 35, 50 e 90 dias de

idade, foram analisados pelo Teste "t " de Student. O nivel de significancia
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foi de 5%, sendo consultado (JOHNSON & WICHERN, 1992), para

interpretacdo dos resultados obtidos.

Os resultados das avaliacdes dos diametros dos tiibulos semiferos, do
volume nuclear das células de Sertoli do grupo experimental 19 dias de vida
intra-uterina e da evolugdo do peso corporal dos animais do grupo
experimental 90 dias de idade foram obtidos pela analise de variancia
(ANOVA), segundo (JOHNSON & WICHERN, 1992).



4. RESULTADOS

4.1. HIPOTIREOIDISMO MATERNO :

Neste estudo ndo foram observadas diferencas nas proles das fémeas
controles e tratadas, quanto ao nimero de blastocisto implantados e nos
filnotes nascidos, na prevaléncia de um sexo em relagdo ao outro, como

esta demonstrado na tabela

n° 1.

Quanto ao peso corporal, os fetos das fémeas que receberam doses
diarias de Methimazole, apresentaram reducédo significativa (p<0,05) em
relacéo aos filhotes das fémeas controles, como também esta demonstrado

na tabela n° 1.

N&o foram detectados malformagdes congénitas visiveis nas proles
das fémeas tratadas, embora a indugéo ao hipotireoidismo, tenha comegado
no oitavo dia de prenhez, correspondendo ao inicio da fase de

organogénese.

Os filhotes de mé&es com hipotireoidismo aparentemente no
apresentaram indicios de comprometimento neuro-motor, verificados
através dos parémetros de abertura do olho e do inicio da locomoc&o, os

quais ndo apresentaram diferencas em relagdo aos filhotes controles.
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A certificacdo do estado de hipotireoidismo das fémeas tratadas
utilizadas durante o experimento, foi comprovado pela técnica de
Radioimunoensaio de T4 e sera mostrada na tabela n°6, durante a
apresentagdo dos valores encontrados nos niveis plasmaticos de tiroxina de

todos os animais envolvidos na realizacéo do presente estudo.

TABELA N° 1:

Avaliagéo do peso corporal, do tamanho da ninhada e da incidéncia
de machos nas ninhadas das fémeas controles e das tratadas com
Methimazole. Os valores estdo em média + desvio padrao, sendo apenas
verificado diferenca significativa (p<0,05) no peso corporal dos animais

controles em relacdo aos tratados.

TAMANHO DA| FETOS/ PESO
IDADE NINHADA | NEONATOS | CORPORAL
MACHOS | (GRAMAS)

19° dia gestacdo |n=03 ninhadas
CONTROLE 700 +360 |366 +230 |2,73 +0,19
TRATADO 736 +351 |366 +152 [1,79 +0,17
neonatos n=15 ninhadas
CONTROLE 886 +238 400 +164 |575 +0,26
TRATADO 886 +212 4,13 +157 |500 +0,31
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4. 2 AVALIACAO BIOMETRICA:

4.2.1. PESO CORPORAL:

Os machos tratados com 0,05 mg de Methimazole, apresentaram
reducdo significativa (p<0,05) do peso corporal em todos os grupos

experimentais.

O grafico n° 1 mostra, que o ganho de peso torna-se mais efetivo nos
animais controles a partir do 35° dia de idade, enquanto que, nos tratados, o

mesmo comega a ocorrer a partir do 50° dia de idade.

A evolugdo do peso corporal dos animais do grupo experimental 90
dias de idade desde o nascimento até o dia do sacrificio estda demonstrado

no graficon° 2
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GRAFICO N°1

Peso corporal medio dos animais
no dia do sacrificio

peso (g)
300
250 //):
9§
200 / ; /
. /
150 g

100

idade (dias)

= Controle =& Tratado

Os dados referentes ao peso corporal dos animais controles e
tratados, estdo expressos em gramas, sendo consideradas (p<0,05)

significativas as diferencas do peso corporal entre os animais controles e

tratados.
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GRAFICO N° 2

Evolucao do peso corporal medio
dos animais

peso( g)
0

30
250 /

idade( dias)

== Controle == Tratado

Os valores da evolugdo do peso corporal dos animais com 90 dias,
estido expressos em gramas, sendo consideradas significativas (p<0,05) as

diferengas entre os animais controles e os tratados.
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4.2. 2. PESO E COMPRIMENTO TESTICULAR:

A avaliacdo do peso médio dos testiculos direitos, mostrou, que os
animais tratados com MMI, apresentaram redugéo significativa (p<0,05) no

peso testicular, como é verificado na (tabela n° 2)

Adicionalmente o Gréfico n° 3, mostra que ap6s o quinquagésimo dia
de idade, ocorre ganho consideravelmente maior do peso testicular dos

animais tratados em relacdo aos animais controles.

Quanto ao critério comprimento testicular ndo foi observada diferenca
significativa entre os animais controles e tratados dos grupos experimentais
19 dias de gestacéo e 08 dias de idade. Ja os animais tratados dos grupos
experimentais 21, 35, 50 e 90 dias de idade apresentaram diminuicdo
significativa (p<0,05) no comprimento testicular, como estdo mostradas nas
Figurasn° 1, 2, 3 e 4.

O grafico n° 4, mostra, que aparentemente o aumento do eixo
ortogonal maior do testiculo direito, se estabiliza por volta do 50° dia de
idade nos animais controles, 0 mesmo n&o ocorrendo nos animais tratados,

que continuam apresentando crescimento consideravel, apés esta data.
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TABELA N° 2

Peso dos testiculos e didmetro dos tibulos seminiferos dos diferentes
grupos experimentais. Os valores estdo em média + desvio padrdo, sendo
consideradas significativas (p<0,05) as diferencas entre os animais

controles e os animais tratados.

CONDICAO PESO DIAMETRO
IDADE | FISIOLOGICA | N | TESTiCULO TUBULOS
GRAMAS SEMINIFERO

pm
8 DIAS CONTROLE 6 0,04 + 0,008 70,90 + 3,33
TRATADO 6 0,03 + 0,004 {6184 + 2,71
21 DIAS CONTROLE 7 0,177 + 0,025 | 120,37 + 9,17
TRATADO 7 0,10 £+ 0,009 | 84,13 + 2,71
35 DIAS CONTROLE 7 040 + 0,107 | 191,56+ 19,44
TRATADO 7 0,25 + 0,104 | 160,09 + 5,90
50 DIAS CONTROLE 7 1,14 + 0,097 | 283,30+ 5,63
TRATADO 7 0,56 + 0,107 | 199,50 + 3,97
90 DIAS | CONTROLE 7 1,65 + 0,142 [ 300,82+ 397
TRATADO 7 1,46 + 0,107 | 258,27 + 12,76
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GRAFICO N°3

Peso medio do testiculo direito
no dia do sacrificio

peso (g)
2

idade (dias)

== Controle ™ Tratado

O valores do grafico acima estdo expressos em gramas, sendo
consideradas significativas (p<0,05) as diferencas entre os animais
controles e tratados. A seta destaca o aumento consideravel de peso dos

animais tratados apds o quinquagésimo dia de idade.
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GRAFICO N°4

Media do eixo ortogonal maior do
testiculo direito no dia do sacrificio

eixo {(cm)

2.4
2 - —
1.6 -
1.2 = A
0.8 -
—
0.4 o 4
8 21 35 50 90

idade (dias)

Eﬂﬁ Controle

| Tratado

O valores do gréafico acima estdo expressos em centimetros. N&o foi
encontrada diferenca significativa nos filhotes com 8 dias de idade. Nos
demais grupos etarios foram considerados significativos (p<0,05) os valores

encontrados no tamanho do testiculo entre os animais controles e tratados.
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FIGURA N° 1

Testiculos dos animais com 21 dias de idade. A letra (A)
representando o tratado e a (B) o controle. Aumento de 4 vezes.

FIGURA N° 2

Testiculos dos animais com 35 dias de idade. A letra (A)
representando o tratado e a (B) o controle. Aumento de 4 vezes.




FIGURA N°3

Testiculos dos animais com 50 dias de idade. A letra (A)
representando o tratado e a (B) o controle. Aumento de 4 vezes.

FIGURA N°4:

Testiculos dos animais com 90 dias de idade. A letra (A)
representando o tratado e a (B) o controle. Aumento de 4 vezes.
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4. 3 HISTOLOGIA DO TESTICULO:

4. 3.1 GRUPO EXPERIMENTAL 19 DIAS DE GESTAGAO :

As avaliacbes biométricas do testiculo e do didmetro dos tubulos
seminiferos n&o mostraram diferencas entre os fetos de mées controles e os
fetos de mées que receberam 0,05 mg diarias de methimazole, como esta

mostrada na tabelan° 3

Os cordGes seminiferos estdo organizados em poucas camadas de
de Sertoli,

preferencialmente, na regido capsular do 6rgédo, como estd mostrado na

células germinativas e células estando localizados

Figuran° 5

TABELA N° 3

Avaliacéo biométrica dos testiculos dos fetos controles e dos tratados.
estdo expressos em média + desvio padrdo, ndo sendo encontradas

diferencas significativas entre os fetos controles e os tratados

CONDICAO DIAMETRO DO | DIAMETRO DOS VOLUME
EXPERIMENTAL TESTICULO TUBULOS NUCLEAR DA
mm SEMINiIFEROS CELULA DE
um SERTOLI
pm3
FETO 1.062 +.0,149 |56,13...+.3,08 83,25...+..7,47
CONTROLE
FETO 1.063 + 0,116 |55,65...+.4,40 83,59...+..6,02
TRATADO




FIGURAN° 5

Organizacéo celular dos corddes seminiferos do testiculo do feto

tratado no 19° dia vida intra-uterina, destacando a célula de Sertoli em (S) e
o intesticio em (I). Aumento de 256 vezes
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4. 3. 2. GRUPO EXPERIMENTAL ANIMAIS COM 8 DIAS DE
IDADE:

A observagéo microscopica mostra que a grande maioria dos tdbulos
seminiferos dos animais deste grupo experimental ndo apresenta limen e
encontra-se preferencialmente distribuidos em corte transversal, como
mostrado nas Figuras n° 6a e 6b. Os animais tratados, apresentaram

diminui¢ao no didmetro dos tabulos seminiferos. (Tabela n° 2)

O epitélio dos tubulos seminiferos dos animais controles e tratados

estdo organizados em poucas camadas de espermatogdnias e células de
Sertoli.

O intersticio testicular dos filhotes de maes tratadas, aparentemente
apresentam maior espaco intersticial em relacdo aos animais controles,

como esta mostrado nas Figuras n° 6a e 6b.



FIGURA N°6A

Distribuicdo dos tubulos seminiferos e do intersticio do filhote controle
com 8 dias de idade. Aumento de 128 vezes.

FIGURAN° 6B

Distribuicdo dos tabulos seminiferos e do intersticio do filhote tratado
com 8 dias de idade. Notar aumento do espaco intersticial. Aumento de 128
vezes.




32

4. 3. 3. GRUPO EXPERIMENTAL ANIMAIS COM 21 DIAS DE
IDADE:

O estudo morfométrico do diametro dos tibulos seminiferos mostra
reducéo nos valores encontrados nos filhotes lactentes de maes tratadas,

como esta mostrado na ( Tabela n° 2).

A avaliag@o histoldgica dos testiculos e dos epididimos direitos dos

filnotes controles, mostra o parénquima testicular constituido de tabulos

seminiferos de tamanho variado, sendo, os maiores localizados

preferencialmente na regido sub capsular. A grande maioria dos tubulos

apresentam limen, exceto alguns tibulos de localizagdo central. Figura n°7a

A organizacéo celular do epitélio seminifero destes tubulos, é formada
por camadas de espermatogbnias, células de Sertoli e espermatécitos
primarios, com pequena quantidade de células em degeneracdo, como esta

demonstrado na Figura n° 8a.

O intersticio testicular destes animais, apresenta-se discreto em

relagéo aos animais tratados, como esta mostrado na Figura n° 8a.

Os epididimos estdo organizados em lojas epididimarias
completamente vazias, ou apenas, com algumas células germinativas

descamadas.
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A avaliacéo histolégica dos testiculos e dos epididimos direitos dos
filhotes tratados, mostrou que o parénquima testicular, esta constituido de
tubulos seminiferos apresentando aparente ectasia na regiéo sub capsular e

atrofia na regiéo central do érgdo, como mostrado na Figura n° 7b

A organizacéao celular do epitélio seminifero destes tabulos, é formada
por espermatogdnias, células de Sertoli e espermatdcitos primarios, em
quantidades reduzidas em relagdo as encontradas nos filhotes provenientes

de méaes controles. As células em degeneracdo estdo presentes em maior

numeros nestes animais, como esta demonstrado na Figura n° 8b.

O intersticio testicular apresenta-se aparentemente mais abundante,
se comparado ao dos filhotes de maes controles, documentado na Figura n°
8b.

O aspecto histolégico dos epididimos & comparavel ao dos filhotes
controles, ou seja, com lojas epididimarias completamente vazias com

apenas células germinativas descamadas.
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FIGURA N°7A

Distribuicdo dos tubulos seminiferos e do intersticio testicular do
animal controle com 21 dias. Aumento de 128 vezes

FIGURA N° 7B

Distribuicdo dos tubulos seminiferos e do intersticio testicular do
animal tratado com 21dias. Aumento de 128 vezes.




FIGURA N°8A

Aspecto da celularidade dos tubulos seminiferos e do intersticio do
animal controle com 21 dias, destacando a célula de Sertoli em (S), a
espermatogdnia em (G) e o esprmatécito | em (C). Aumento de 256 vezes.

FIGURA N°8B

Aspecto dos nucleos picnéticos localizados nos tubulos seminiferos e
do intersticio do animal tratado com 21 dias. Aumento de 256 vezes.
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4. 3.4 GRUPO EXPERIMENTAL ANIMAIS COM 35 DIAS DE IDADE.

O estudo histométrico do didmetro dos tubulos seminiferos dos
animais com 35 dias, mostra reducdo nos valores encontrados nos animais
tratados. (Tabela n® 2).

A avaliag@o histologica dos testiculos e dos epididimos direitos dos
animais controles, mostra que os tubulos seminiferos apresentam-se

uniformemente distribuidos no parénquima testicular, em sua maioria

cortados transversalmente.

A espermatogénese destes animais esta progressiva, com varios
tubulos exibindo espermatides. (Figura n°® 9a ). Apenas um animal nesta
idade, apresentou estadiamento completo da espermatogénese em alguns
tubulos seminiferos, sendo inclusive possivel a observacdo dos estadios
caracteristicos da espécie, como estd demonstrado na Figura n° 10a.
Poucas células degeneradas foram encontrados no epitélio seminifero

destes animais.

Os epididimos estdo constituidos de lojas epididimarias
completamente vazias, ou com algumas células germinativas descamadas.
Apenas o animal, com estadiamento completo da espermatogénese

apresentou uma pequena quantidade de espermatozéides no interior das

lojas epididimarias. Figuran° 11a
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O intersticio testicular destes animais mostrou-se discreto em relacdo

aos animais tratados.Figura n° 9a

A avaliagdo histolégica dos animais tratados deste grupo
experimental, mostra que o parénquima dos testiculos direitos esta

constituido de tubulos seminiferos exibindo aparente atrofia. Figura n° 9b

O epitélio seminifero estd organizado em camadas de

espermatogonias do tipo A e do tipo B, células de Sertoli, espermatocitos
primarios e espermatides com numero celular inferior em relagdo ao

encontrado nos animais controles. Também foi observado grande ntiimero de

células em degeneragéo, como mostrado na Figura n° 10b.

Em nenhum animal foi observado o estadiamento completo da
espermatogénese.

Os epididimos apresentam-se constituidos de lojas epididimarias
vazias, ou com algumas células germinativas descamadas, como esta
mostrado na Figura n° 11b.

O intersticio testicular destes animais apresenta-se maior em relacéo

aos animais controles da mesma idade. Figura n° 9b
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FIGURA N°9A

Aspecto dos tubulos seminiferos e do intersticio testicular do animal
controle com 35 dias. Aumento de 128 vezes.

FIGURA N°9B

Aspecto dos tibulos seminiferos e do intersticio testicular do animal
tratado com 35 dias. Aumento de 128 vezes.




FIGURA N°10A

Tubulo seminifero do animal controle com 35 dias, mostrando inicio
do estadiamento do ciclo do epitélio seminifero, destacando o estadio XIV.
Aumento de 256 vezes.

FIGURA N°10B:

Tabulo seminifero do animal tratado com 35 dias, destacando nucleos
picnéticos e células hipercromaticas. Aumento de 256 vezes.




FIGURA N°11A

Aspecto do corpo do epididimo do animal controle com 35 dias,
mostrando espermatozoéides no interior das lojas epididimarias. Aumento de
256 vezes.

FIGURA N°11B

Aspecto da cauda do epididimo do animal tratado com 35 dias,
mostrando células germinativas descamadas. Aumento de 320 vezes.
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4. 3. 5 GRUPO EXPERIMENTAL ANIMAIS COM 50 DIAS DE
IDADE.

A avaliagdo biométrica do didmetro dos tubulos seminiferos dos
animais deste grupo experimental, mostra redugdo significativa (p<0,05) nos
animais tratados em relagdo aos animais controles, como esta mostrado nas
Figuras n° 12a e 12b

O grafico n° 5 mostra, que no grupo controle, o crescimento dos
tibulos seminiferos tomna-se aparentemente estabilizado apds o

quinquagésimo dia de idade, enquanto nos animais tratados, foi verificado

consideravel aumento apés esta data.

A avaliacdo histologica dos testiculos e dos epididimos direitos dos
animais controles, mostra o parénquima testicular com tuibulos seminiferos
uniformemente distribuidos. Estes tubulos apresentam estadiamento
completo da espermatogénese, embora em ritmo inicial e lento. E possivel a
visualizag8o dos estadios mais caracteristicos do processo nesta espécie

que séo os de numeros LVII/VIIl e o XIV. (Figura n°13a)

O intersticio destes animais, apresenta-se rico com as células de
Leydig exibindo nucleo volumoso e cromatina frouxa. O citoplasma destas
células é abundante e as vezes muito vacuolizado, dando a impresséo de

estarem em maior ativididade funcional. (Figuran°13 a)
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Os epididimos destes animais sdo constituidos de lojas epididimarias
com conteudo espermatico e algumas células germinativas descamadas.

(Figura n° 14a )

A avaliacdo histolégica dos testiculos e dos epididimos direitos dos
animais tratados deste grupo experimental, evidénciou reducdo na
populagéo celular do epitélio seminifero. Na grande maioria do material
examinado s&o encontradas células em degeneracdo, células

hipercromaticas e espermatides multinucleadas em grandes quantidades. E

evidente que a espermatogénese como um todo, esta prejudicada e

atrasada em relagéo ao grupo normal. Figura n° 13b.

O intersticio testicular apresenta as mesmas caracteristicas, ao

observado nos animais controles. Figura n° 13b.

Os epididimos estdo constituidos de lojas epididimarias
completamente vazias, ou com células imaturas em degeneracdo, ou entdo
com pouca quantidade de espermatozdides e células descamadas em

degeneracéo. (Figura n° 14b)
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GRAFICO N°5
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Os valores do grafico acima, estdo expressos em micrémetros, sendo

consideradas significativas (p<0,05) as diferencas entre os animais

controles e os tratados.
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FIGURA N°12A

Aspecto geral dos tubulos seminiferos e do intersticio testicular do
animal controle com 50 dias . Aumento de 128 vezes.

FIGURA N°12B

Aspecto geral dos tubulos seminiferos e do intersticio testicular do
animal tratado com 50 dias . Aumento de 128 vezes.
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FIGURA N°13A

Tabulo seminifero do animal controle com 50 dias, destacando a
espermatogonia do tipo A em (GA), a espermatogobnia do tipo B em (GB) e a
célula de Leydig em (L). Aumento de 256 vezes.

FIGURA N°13B

Tubulo seminifero do animal tratado com 50 dias, destacando a

espermatide multinucieada e a célula de Sertoli em (S). Aumento de 320
vezes.




FIGURA N°14A

Regido da cauda do Epididimo do animal controle com 50 dias,
mostrando as lojas epididimarias com espermatozdides. Aumento de 128
vezes.

FIGURA N°14B

Regido da cauda do Epididimo do animal tratado com 50 dias,
mostrando as lojas epididimarias com células germinativas degeneradas.
Aumento 128 vezes.
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4. 3. 6 GRUPO EXPERIMENTAL ANIMAIS COM 90 DIAS DE
IDADE:

O estudo morfométrico do didmetro dos tubulos seminiferos dos
animais com 90 dias, mostra diminuicdo significativa (p<0,05) nos valores

encontrados nos animais tratados. (Tabela n° 2).

A avaliagéo histologica dos testiculos e dos epididimos direitos dos

animais controles, mostrou parénquima testicular com tubulos seminiferos

em diferentes planos de corte .

O epitélio seminifero destes tubulos, apresenta celularidade
caracteristica da idade e fase funcional do 6rgdo, como esta mostrado na
Figura n° 15a. Visualizam-se todos os estadios da espermatogénese da
espécie, com especial énfase para o Estadio |, caracterizado pela presenca
de feixes de espermatozéides imaturos no tergo superior do epitélio
seminifero, o Estadio VII/VIIl caracterizado pela cauda dos espermatozdides
formando um vortice no limen tubular, e o Estadio XIV, caracterizado pela
presenca de figuras de mitose nos espermatocitos primarios e presenca de

espermatocitos secundarios Figura n° 16a.

O intersticio apresenta-se normal, com as células de Leydig,

apresentando citoplasma abundante e aciddfilo.

Nos epididimos o segmento analisado foi a cauda epididimaria,

caracterizada pela presenca de amplas cavidades em diferentes planos de
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corte. O epitélio de revestimento destas lojas variam de cilindrico baixo a
cubico. Na superficie luminal das células de revestimento nota-se a
presenca de estereocilios. Abaixo da lamina basal epitelial, as células
musculares lisas ja formam uma camada concéntrica. O IGmen epididimario
esta repleto de espermatozoides, formando uma massa de caudas e

cabecas. Figura n°17a.

A avaliagdo histolégica dos testiculos e dos epididimos direitos dos
animais tratados deste grupo experimental, mostra evidente recuperagéo no

didmetro dos tabulos seminiferos, como esta mostrado na Figura n° 15b.

Com relagéo a espermatogénese, esta acontecendo, pois sdo verificados
todos os estadios, como mostrado na Figura n° 16b, mas com discreta
reducdo em relagdo aos animais controles, além disso, sdo observados
maior incidéncia de células hipercromaticas e de espermatides

multinucleadas.

O intersticio testicular, é aparentemente igual ao observado nos

animais controles.

Os epididimos apresentam aspecto semelhante aos dos animais
controles, embora, aparentemente, a massa de espermatozbides seja

menor. Figura n°® 17b.
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FIGURA N°15A

Aspecto geral dos tubulos seminiferos e do intersticio testicular do
animal controle com 90 dias. Aumento de 128 vezes.

FIGURA N°15B

Aspecto geral dos tabulos seminiferos e do intersticio testicular do
animal tratado com 90 dias, destacando os estadios |, VII/VIIl e o XIV.
Aumento de 128 vezes.




FIGURA N°16A

Tubulo seminifero do animal controle com 90 dias, destacando o
estadio VII/VIIl. Aumento de 256 vezes.

FIGURA N°16B

Tabulo seminifero do animal tratado com 90 dias, destacando no
estadio VII/VIII, a espermatogdnia A em (GA) , a espermatogdnia B em (GB)
e a célula de Sertoli em (S). Aumento de 256 vezes.




FIGURA N°17A

Segmento da cauda do epididimo do animal controle com 90 dias,
mostrando espermatozoides nas lojas epididimarias. Aumento 128 vezes.

FIGURA N°17B

Segmento da cauda do epididimo do animal tratado com 90 dias,
mostrando espermatozéides nas lojas epididimarias. Aumento de 128 vezes.
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4. 3.7 AVALIAGAO DOS EIXOS ORTOGONAIS E DO VOLUME
NUCLEAR DAS CELULAS DE SERTOLI:

As células de Sertoli observadas nos animais controles e nos
tratados, apresentam o nucleo em forma elipséide ou piriforme, com
cromatina frouxa, distribuida uniformemente em finos granulos, e com

nucléolo grande geralmente aderido a carioteca.

As medidas dos eixos ortogonal maior e menor do ncleo das células

de Sertoli, e os célculos para transformacéo em volume nuclear, mostraram
que os animais tratados dos grupos experimentais 8, 21, 35, 50 e 90 dias de
idade apresentaram valores significativamente (p<0,05) inferiores aos
encontrados nos animais controles das mesmas idades, como esta
demonstrada na tabela n°4. Apenas nos fetos controles e tratados, nio
foram encontradas diferencas significativas no volume nuclear das células

de Sertoli, como foi anteriormente mostrado na Tabela n° 3.

Por outro lado, os resultados sugerem, que o processo de crescimento
das células de Sertoli finaliza por volta do quinquagésimo dia de vida nos

animais controles e tratados, como se pode verificar no grafico n°6



TABELA N° 4

Volume nuclear das células de Sertoli nos diferentes grupos
experimentais. Os valores estdo em média + desvio padrdo, sendo

consideradas significativas (p<0,05) as diferencas entre os animais

controles e os tratados

CONDIGAO VOLUME
IDADE | EXPERIMENTAL NUCLEAR DA
CELULA
DE SERTOLI
um3
8DIAS | CONTROLE 6 |10013 + 16,00
TRATADO 6 |7663 + 2074
21DIAS | CONTROLE 7 | 13375 + 2657
TRATADO 7  [10509 + 1951
35DIAS | CONTROLE 7 16115 + 2571
TRATADO 7 [9987 + 1686
50 DIAS | CONTROLE 7 | 20264 + 3418
TRATADO 7 [12736 = 2141
90 DIAS | CONTROLE 7 | 207.45 + 2883
TRATADO 7  [13243 + 2084
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GRAFICO N°6

Volume nuclear da celula de Sertoli
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O gréfico acima, esta expresso em micrdmetros cubicos, sendo
consideradas significativas (p<0,05) as diferengas nos valores dos volumes
nucleares entre os animais controles e tratados. Nota-se também, que apés
0 quinquagésimo dia os animais controles e os tratados, apresentam

aparente estabilizacdo do aumento no volume nuclear das células de Sertoli.
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4. 4 AVALIACAO HORMONAL:

4 4.1 FLUORIMUNOENSAIO DE TESTOSTERONA:

Foram analisados os animais dos grupos experimentais 21, 35, 50 e
90 dias de idade .

Os resultados encontrados nos grupos experimentais 21 e 35 dias de

idade, mostram que, embora tenham sido observadas diferengas no espaco
intersticial entre os animais controles e tratados, a avaliacdo da
concentragao plasmatica de testosterona, ndo aponta diferenca significativa

entre os animais controles e tratados.

Os grupos experimentais 50 e 90 dias de idade apresentam a
histologia do intersticio semelhante entre os animais controles e tratados, e
a avaliagcdo da concentragdo plasmatica de testosterona também néo
mostrou  diferengca  significativa entre os animais destes grupos

experimentais, como esta mostrado na Tabela n° 5.

A concentragdo plasmatica média de testosterona nos grupos
experimentais 21 e 35 dias de idade foi consideravelmente baixa,

comecando a aumentar apos o trigésimo quinto dia de idade. Graficon° 7



TABELA N° 05

Valores dos niveis plasméaticos de testosterona nos grupos
experimentais. Os valores estdo em média + desvio padrdo, ndo sendo

encontradas diferencas significativas entre os animais controles e os

tratados .
IDADE CONDICRO TESTOSTERONA

EXPERIMENTAL N ng/mi

21 DIAS | CONTROLE 5 0,03 + 0,04
TRATADO 5 0,05 + 0,04

35 DIAS | CONTROLE 5 0,02 + 0,02
TRATADO 5 0,02 + 0,02

50 DIAS | CONTROLE 5 0,52 + 0,22
TRATADO 5 0,52 + 0,29

90 DIAS | CONTROLE 7 1,54 + 1,04
TRATADO 6 1,67 + 1,06
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GRAFICO N°'7

Media da concentracao plasmatica da
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Os valores de testosterona, estdo expressos em nanograma por
mililitro, ndo sendo observadas diferencas significativas entre os animais
controles e os tratados. Verifica-se também aumento consideravel nas
concentragcbes de testosterona apds o trigésimo quinto dia, tanto nos

animais controles como nos tratados.
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4.4.2 RADIOIMUNOENSAIO DE TIROXINA (T4)

O método de radioimunoensaio para dosagens dos niveis plasmaticos
de tiroxina dos fetos, ndo permitiu detectar sensibilidade ao horménio, como

esta mostrado na tabela n°6.

Nos demais grupos,foi possivel confirmar o quadro de hipotireoidismo
nos animais tratados com doses diarias de 0,05mg de Methimazole, como

esta mostrado no Grafico n°8.
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TABELA N° 06

Concentragdo plasmatica de Tiroxina (T4) das fémeas gravidas
utilizadas e dos machos de todos os grupos experimentais estudados. Os
valores estdo em média + desvio padrdo, sendo considerado significativa
(p<0,05) as diferencas entre os animais controles e os animais tratados,
exceto nos fetos com 19 dias de vida intra-uterina, que ndo apresentaram

diferencas significativas.

f CONDICAO T4 PLASMATICO
IDADE EXPERIMENTAL | N ug/di
FEMEAS CONTROLE 3 206 + 0,1
(Maes) TRATADO 3 0,10 + 0
19 DIAS CONTROLE 3 0,10 +0
GESTACAO | TRATADO 3 0.10 + 0
08 DIAS CONTROLE 3 280 + 0,17
TRATADO 3 1,73 + 0,15
21 DIAS CONTROLE 7 209 + 0,99
TRATADO 6 0,03 + 0,84
35 DIAS CONTROLE 7 1,79 + 0,82
TRATADO 6 0,10 + 0
50 DIAS CONTROLE 6 257 + 0,57
TRATADO 7 0,37 + 0,26
90 DIAS CONTROLE 7 276 + 0,58
TRATADO 5 1,09 + 0,66
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GRAFICO N°8

Media da concentracao plasmatica de
tiroxina
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O grafico acima estad expresso em micrograma por decilitro, sendo

consideradas significativas (p<0,05) as diferencas entre os animais

controles e tratados.
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_ 4. 5 MORFOLOGIA DA GLANDULA TIREOIDE E DO
FIGADO:

Foram analisadas a tireéide e o figado dos animais dos grupos
experimentais 21, 35, 50 e 90 dias de idade.

A histologia da tiredide veio confirmar o quadro de hipotireoidismo
registrado pelas dosagens de T4 pelo método de radioimunoensaio nos
animais tratados. Nestes animais a glandula tiredide, apresentou os foliculos

tireoidianos menores e com pouca quantidade de coldide, como mostrado

na Figura n°18.

A morfologia do figado n&o demonstra indicios da agcdo da droga

Methimazole sobre a estrutura do érgéo.

Nos animais controles e tratados €& possivel verificar-se o l6bulo
hepatico considerado como a unidade anatémica estrutural do figado, com
seus 2 constituintes basicos: o parénquima epitelial, formado de células
hepaticas, com forma poliédrica e nicleo central, dispostas em placas
irregulares, denominados corddes hepaticos, e que convergem para veia
centro-lobular, e o espago porta, representado por uma condensacdo de
tecido conjuntivo, no interior do qual s@o encontrados um ramo da artéria
hepatica, um ramo da veia porta € um canaliculo biliar, além de um vaso
linfatico nem sempre possivel de ser visualizado, nos preparados

histolégicos de rotina, como mostrado na Figura n° 19



FIGURA N°18

Tiredide do animal adulto tratado com methimazole, destacando
regido com os foliculos de tamanho reduzido. Aumento de 128 vezes.

FIGURA N°19

Figado do animal adulto tratado com methimazole, destacando a veia
centro lobular em (CL), o espaco porta em (P), o canaliculo em (CA) e a
artéria em (A). Aumento de 128 vezes.




5. DISCUSSAO:

Existem inUmeras substancias que podem influénciar os niveis
plasmaticos dos horménios tireoidianos como, por exemplo, o &cido
acetilsalicilico, o propylthiouracil, as sulfamidas, etc. Neste estudo optou-se
pelo uso do Methimazole que bloqueia a sintese de T4 e T3 ao atuar sobre o
complexo da peroxidase diminuindo as reservas de tiroxina, triiodotironina e
de iodeto, baseado nos resultados positivos encontrados por (VALLE
et.al. 1985, PALMERO et al,1989 e 1990: ANDO et al., 1990;

FRANCAVILLA et al.,1991; PANNO et al.,1994; VOLPATO & NUNES,
1994).

Nao foi considerada a possibilidade da acdo direta do MMI sobre o
testiculo, considerando pertinentes os estudos anteriormente realizados por
VALLE et al.(1985); PALMERO et al.(1989); FRANCAVILLA et al.(1991),
PANNO et al.(1994), que avaliaram a espermatogénese em ratos, que
receberam simultaneamente methimazole e doses exégenas de horménios
da tireide e n&o encontraram alteracdes significativas no epitélio dos

tabulos seminiferos.

Como o hipotireoidismo materno, no presente estudo, foi induzido no
oitavo dia de prenhez que corresponde ao periodo de organogénese do rato,
investigou-se o nimero total de filhotes por ninhada e a incidéncia de
malformacdes congénitas visiveis e ndo foram encontradas alteragdes entre
os fetos de mées tratadas e os de mées controles, coincidindo com os

relatos de FOLLEY (1938), que afirma que a tireoidectomia em fémeas
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adultas ndo tem efeito sobre a concepc¢édo e manutencéo da gestacéo e com
os achados de JEKAT et al. (1993), os quais ndo encontraram aumento da
incidéncia de malformacdes congénitas nos fetos das fémeas com

hipotireoidismo.

Por outro lado discordam de JONES et al. (1946), que sugeriram a
participagcdo dos horménios da tiredide na elevacdo dos indices de
reabsor¢éo intra-uterina e com os de MORREALE DE ESCOBAR et

al.(1985), que atribuiram ao hipotirecidismo materno a diminuigdo do

tamanho das ninhadas.

E conveniente destacar-se que segundo FRANCAVILLA et al.(1991),
séo necessarios pelo menos 5 dias de tratamento com methimazole para
que ocorra uma reducdo dos niveis dos hormoénios da tiredide. Isso
provavelmente acontece porque embora o eixo hipotaldmico-hipofise-
tiredide possa ser ajustado com preciséo, o deslocamento tanto para niveis
altos como para os mais baixos, pode levar horas ou dias, (BERNE & LEVI,
1990) e ndo minutos como ocorre em outros hormdnios como, por exemplo,

o cortisol.

Assim sendo, existe a possibilidade de que a fase critica da
organogénese do rato, tenha ocorrido antes do estabelecimento do quadro
de hipotireoidismo materno, o que justificaria a ndo ocorréncia de diferencas
neste estudo nos parametros que se referem ao tamanho da ninhada e a
incidéncia de malformagdes congénitas dos filhotes entre as fémeas
controles e as tratadas .
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Além disso, NMADU (1990) e KLEIN et al,(1991), relacionaram os
horménios da tiredide com o desenvolvimento neuro-motor dos filhotes,
mostrando que o hipotireoidismo materno resulta em atraso no
desenvolvimento mental dos filhotes. HEYERDAHL et al.(1991),
estabeleceram inclusive uma relacdo direta entre os horménios da tiredide e
0 desenvolvimento intelectual de criancas de 2 a 6 anos. FORREST
et.al.(1991), mencionaram a participacdo dos hormodnios tireoidianos no
desenvolvimento cerebral e GUEDES & PEREIRA DA SILVA (1993),

concluiram que a redugdo nos niveis dos hormdnios da tiredide materna,

leva a diminuic&o do peso cerebral nos filhotes.

As observacOes deste trabalho, restringiram-se apenas aquelas feitas
em relagcdo a abertura dos olhos e o inicio da locomog&o, os quais embora,
ndo apresentassem diferencas em relagéo aos filhotes de méaes controles,
ndo podem ser consideradas como pardmetros exclusivos e/ou
determinantes do diagnostico de retardo mental dos filhotes, embora seja
possivel, que na existéncia do atraso no desenvolvimento neuro-motor nos
filhotes com hipotireoidismo, possa ocorrer também alteragdes futuras no
comportamento reprodutor nos animais adultos.

O efeito dos hormdnios da tiredide sobre os testiculos dos fetos, no
presente estudo, sugere que o hipotireoidismo materno induzido por
methimazole, n&o influencia diretamente o tamanho dos testiculos, o
didmetro dos tibulos seminiferos e no volume nuclear das células de Sertoli,
dos fetos de 19 dias de vida intra-uterina tratados em relacdo aos controles.
FRANCAVILLA et al.(1991), também encontraram resultados semelhantes

aos encontrados nos fetos no presente estudo.
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Os corddes seminiferos dos testiculos dos fetos controles e dos
tratados no presente estudo, apresentaram-se localizados,
preferencialmente, na regido capsular do 6rgdo o que, pode estar

relacionado a embriogénese do testiculo.

A reduzida quantidade de células germinativas encontradas nos
cordoes seminiferos dos fetos controles e tratados neste estudo, pode ser
atribuida, segundo CLERMONT & PEREY (1957) as modificagbes que

ocorrem nessa fase, com o tamanho dos cordées seminiferos, o que resulta

em aumento da incidéncia de células germinativas degeneradas.

A igualdade do volume nuclear das células de Sertoli dos fetos
controles e tratados, pode estar diretamente relacionado a ontogénese dos
receptores dos hormoénios da tiredide, pois segundo JANNINI ef al.(1990),
os receptores nucleares de T3 da célula de Sertoli do rato, s&do expressos
maximamente nos Ultimos dias da gestacdo e durante as duas primeiras
semanas pos-parto. ORTH (1984), considera o final da gestacdo como o
periodo critico de proliferacdo das células de Sertoli, estando sobre a
influéncia do FSH fetal.

Neste estudo a igualdade do volume nuclear das células de Sertoli
entre os fetos das mées controles e das tratadas, pode ser atribuido ao fato
da tiredide fetal estar no periodo de inicio de atividade funcional, néo
respondendo, assim, ao TSH materno (DUSSAULT & LABRIE.,1975) e, que
aliado a estas baixas concentragdes de tiroxina e triiodotironina , nos fetos

com 19 dias de vida intra-uterina, o eixo hipéfise-génadas é pouco sensivel
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as manipulagdes hormonais, (PAKARIEN ef al.,1994), possivelmente devido

a interferéncia dos horménios placentarios.

Durante a gestacdo, a influéncia dos hormdnios da tiredide sobre o
crescimento e o peso corporal dos fetos, foi questionada por varios autores.
GIL-GARAY et al. (1991) e AL-JURAYYAN et al. (1991), concluem que o
hipotireoidismo prejudica o desenvolvimento 6sseo dos fetos. MORREALE
DE ESCOBAR et al. (1987) e RUIZ-DE-ONA et al.(1991), mencionam que a

diminuicao dos niveis dos horménios tireoidianos reduz o peso corporal dos

fetos. JEKAT et al.(1993), ndo observaram diferengas do peso corporal dos

fetos entre o 17° e 20° dia da gestagdo das fémeas com hipotireoidismo em

relacédo as fémeas controles.

Neste estudo também foi verificado reducdo no peso corporal dos
fetos. Atribui-se este fato, principalmente, a participacdo dos horménios
maternos, uma vez que, a atividade funcional da tiredide fetal, segundo
DUSSAULT & LABRIE (1975); MORREALE DE ESCOBAR et al.(1985);
PIC.& BOUQUIN (1985); RUIZ-DE-ONA et al.(1991), s6 tem inicio entre os
17,5 e 18 dias de gestaco. Fato esse confirmado no presente estudo pelos
niveis indetectaveis de tiroxina plasmatica dos fetos controles e tratados,

mensurados pelo método de radioimunoensaio de T4.

Mesmo ocorrendo aumento significativo dos horménios da tiredide
fetal nos Ultimos dias da gestacdo, como é relatado por DUSSAULT &
LABRIE.(1975); EGUCHI et al.(1980); GIL-GARAY et al.(1991) e RUIZ-DE-
ONA et al(1991), esse aumento n&o seria suficiente para eliminar a

diferenca de peso corporal em poucos dias.
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ILICKI et al(1991) e SCHLIENGER & DREYFUS (1993), embora
tenham mencionado o desenvolvimento independente da tiredide fetal, ndo
descartam a possibilidade de transferéncia placentaria, tanto no
hipotireoidismo como no hipertireoidismo e segundo DUSSAULT &
LABRIE.(1975), a tiredide fetal ndo responde ao TSH matemo, o que
justificaria neste estudo, a manutengdo da diferenca do peso corporal dos
filhotes das mées tratadas em relagéo aos filhotes de maes controles no dia

do nascimento.

Nos demais grupos experimentais do presente estudo, foi possivel
verificar reducdo dos niveis plasmaticos de T4, pelo método de
radioimunoensaio nos animais tratados, sendo inclusive possivel a indugéo
experimental do hipotireoidismo dos filhotes lactentes de maes tratadas,
provavelmente, pela transferéncia dos hormdénios maternos mais o
methimazole para os filhotes com 8 dias de idade, que alimentam-se,
exclusivamente, de leite materno e de apenas o methimazole nos filhotes
lactentes com 21 dias, que ja abriram os olhos e alimentam-se também de

racao.

A redugdo do peso corporal também foi verificada neste estudo, nos
outros grupos experimentais, o que provavelmente pode estar relacionado a
diminuicdo das sinteses de DNA, para BRASEL & WINICK (1970), e de
proteinas, para CANAVAN et al.(1994).

PORTERFIELD & HENDRICH (1976) e THOMAS et al,(1993),

sugerem a acao direta dos horménios da tiredide sobre a concentragdo do
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GH, podendo assim interferir no peso corporal dos animais. VOLPATO &
NUNES.(1994), inclusive relacionam o hipotireoidismo com a diminuicdo da

transcricdo do gene de GH.

O efeito do hipotireoidismo sobre o comprometimento do crescimento
do testiculo e no atraso do inicio da espermatogénese, foi verificado por
FRANCAVILLA et al.(1991) e KIRBY et al.(1992) durante o periodo pré-

puberal e puberal do rato.

A reducao nos niveis plasmaticos dos horménios tireoidianos, no
presente trabalho, resultou em acentuado comprometimento do crescimento
do testiculo e no atraso da espermatogénese, avaliados nos animais com 8,
21, 35 e 50 dias de idade, atraves da diminuicdo nos animais tratados, do
peso dos testiculos, do comprimento testicular, exceto nos animais com 8
dias de idade tratados, na quantidade de camadas de células germinativas,
no volume nuclear das células de Sertoli, no aumento da incidéncia das
células germinativas hipercromaticas e das espermatides multinucleadas, e

no atraso do inicio do estadiamento do ciclo do epitélio seminifero.

Néo foi objetivo deste estudo, avaliar a frequéncia quantitativa dos
estadios do ciclo do epitélio seminifero, em fungéo da varidvel tempo, uma
Vez que na sua realizacao, seriam necessarios pelo menos 10 animais por
grupo e 200 tubulos seminiferos por animal, se apenas os estadios VII/VIiI
fossem avaliados (HESS, 1990), por essa razéo optou-se por uma avaliacao
qualitativa dos estadios: |, VIil/VIIl e do XIV.
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O mecanismo exato da atuacdo dos hormédnios tireoidianos no
desenvolvimento e diferenciacdo do testiculo do rato jovem, necessita,
ainda, de melhor compreenséo, mas pode estar relacionado com a sua acéo
direta sobre a concentracdo dos hormoénios da hipofise anterior como
observado por NEGRO-VILLAR et al.(1977), que sugeriram a participacéo
da prolactina na regulacdo da manutengdo da fungdo testicular, por
SPITERI-GRECH et al.(1991), ao considerarem a participacdo do GH no
crescimento testicular e por KIRBY et.al.(1992), ao verificarem que ratos

induzidos ao hipotireoidismo com PTU do nascimento até o vigésimo quarto
dia de vida, apresentaram diminuicdo no crescimento testicular,

acompanhado de redugdo nos niveis plasmaticos de FSH, LH, GH,

Prolactina e aumento no TSH.

O efeito dos hormonios tireoidianos sobre os niveis plasmaticos de LH
e FSH foi verificado por BASKI, (1973). RAJ & DYM, (1976), atribuiram a
participacdo do LH e do FSH no peso do testiculo, no didmetro dos tiibulos
seminiferos e na manutencéo das células germinativas. WONG et.al.(1980)
e RUIZ et al.( 1989), verificaram que ratos jovens com hipotireoidismo,
apresentam reducdo dos niveis plasmaticos dos horménios gonadotroficos
e, consequentemente atraso da espermatogénese. HECKERT &
GRISWOLD (1991), identificaram receptores de FSH no testiculo de ratos
jovens e VAISHNAV & MOUDGAL.(1991) notaram, que o FSH é necessario

no inicio da espermatogénese.

Outra forma de participacdo dos horménios da tiredide no

desenvolvimento e diferenciacdo do testiculo de rato jovem, esta na sua
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acdo sobre as células de Sertoli (JANNINI et al., 1990 e COOKE et
al.,1991b).

Os dados, do presente estudo, revelaram uma reducéo significativa do
volume nuclear das células de Sertoli dos animais tratados, sendo
praticamente, inibido o aumento do volume até o trigésimo quinto dia.
Apenas os fetos tratados ndo apresentaram alteragées do volume nuclear
dessas células. Nos demais grupos experimentais, os horménios

tireoidianos podem agir diretamente sobre as células de Sertoli, gracas a
presenca de receptores dos hormonios da tiredide ou indiretamente nessas

células, através de sua acdo sobre os niveis de FSH, LH e TSH.

A participacéo do FSH, LH e TSH sobre o crescimento e diferenciacéo
das células de Sertoli, foi observada por HANSSON et al.(1976), ao
verificarem que o FSH e os andrégenos sdo necessarios a producdo de ABP
pelas células de Sertoli. CHEMES et al.(1979), ao concluirem que na
auséncia do LH, as células de Sertoli dos ratos jovens, apresentam
diminuigdo do tamanho nuclear e alteragées citoplasmaticas, enquanto que
na auséncia de FSH, verifica-se apenas diminuicdo do volume nuclear e
JAKUBOWIAK et.al.(1990), ao considerarem o FSH, como regulador da

secrecao de inibina pelas células de Sertoli.

HUANG et al.(1991), estudando a participacdo das células de Sertoli
sobre a espermatogénese de ratos imaturos hipofisectomizados, verificaram
a importancia do FSH, na produgéo de ABP pelas células de Sertoli, e que a
ABP pode desempenhar varios papéis no controle das fases finais da

espermatogénese. GHOSH et al.(1992), afirmam que as células de Sertoli
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estdo sobre a influéncia dos horménios FSH, LH e testosterona e que os
ratos jovens hipofisectomizados, apresentam reducdo no peso dos
testiculos, no didmetro dos tabulos seminiferos e um aumento do nimero de

células germinativas degeneradas.

A participacdo dos hormdnios da tiredide sobre o metabolismo das
células de Sertoli, foi observada por FUGASSA et al.(1987); PALMERO
ef.al.(1989) e BUNICK et al.(1994), ao verificarem que durante o

hipotireoidismo ocorre reducdo da produgdo de ABP pelas células de
Sertoli. BORLAND et al.(1984), PALMERO et a/.(1989) e VAN-HAASTER

et.al.(1993a), verificaram que no hipotireoidismo as células de Sertoli

produzem menos IGF1.

VAN-HAASTER et al.(1992), ao induzirem o hipotireoidismo nos ratos
do nascimento até o vigésimo sexto dia, constataram uma reducéo na area
nuclear das células de Sertoli. PANNO et al.(1994), verificaram que o
hipotireoidismo induzido no rato, do nascimento até a quarta semana p6s-
parto, resulta em diminuicdo do metabolismo de dehydrostestosterona
(DHT) com aumento na producdo de estradiol e ULISSE et al.(1994)
observaram que o T3 em ratos diminui a produgdo de estradiol pelas células
de Sertoli.

BUNICK et al.(1994), verificaram que o hipotireoidismo prejudica o
inicio da express&o de varios RNAmy € que, nos animais controles ndo é
mais detectavel a "Mullerian inhibiting substance” (MIS) entre o décimo
quinto e vigésimo dia de idade, enquanto que, nos animais com diminuicdo

dos niveis plasmaticos dos hormonios da tiredide ainda sdo encontrados no
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trigésimo quinto dia de idade, sugerindo que o hipotireoidismo resulta em
prolongacdo da fase de proliferacdo e no atraso da diferenciacdo das
células de Sertoli. VAN-HAASTER et al. (1993a) verificaram, que o T3 reduz
a fase de proliferacdo das células de Sertoli, estabelecendo inclusive uma
relagéo entre o inicio da diferenciacdo dessas células, com o surgimento do
limen nos tubulos seminiferos, que nos ratos normais acontece por volta do
12° dia de idade, enquanto que nos animais com hipotireoidismo s6 comeca
a surgir apés o 16° dia de idade, confirmado no presente estudo, pela
auséncia de limen nos tubulos seminiferos dos animais controles e tratados

com 8 dias de idade e da elevada incidéncia de t(bulos atroficos e sem

limen nos animais tratados com 21 dias de idade.

O hipotireocidismo pode comprometer o desenvolvimento e
diferenciacéo das células de Sertoli nos ratos jovens, o que justificaria no
presente estudo a reducdo do volume nuclear dessas células, resultando na
diminuigdo do diametro dos tubulos seminiferos, com aumento das células
germinativas degeneradas (VAN-HAASTER et al.,1992), ou seja,
demonstrando a importéncia dos horménios da tiredide na modulacéo das

fungbes do epitélio seminifero (ULISSE et al.,1994).

E conveniente lembrar que o efeito dos horménios tirecidianos sobre
as células de Sertoli, esta diretamente condicionado a presenca de
receptores dos horménios da tiredide, e estes estdo, por sua vez,

relacionados com a idade do animal (JANNINI et al.,1990)

Neste estudo verificou-se, que apds o quinquagésimo dia de idade, os

animais com hipotireoidismo apresentaram aumento, consideravelmente,
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maior em relacdo aos animais controles, no peso e no comprimento
testicular, no didmetro dos tubulos seminiferos, sugerindo a né&o
interferéncia dos hormonios tireoidianos sobre o testiculo de rato adulto,
confirmado também por VILCHEZ-MARTINEZ (1973); BRUNI ef al.(1985) e
por WEISS & BURNS (1988), que nao verificaram influéncia do

hipotireoidismo no testiculo em ratos adultos.

A discreta diminuicdo do peso e do comprimento testicular, do
didmetro dos tubulos seminiferos e da abundancia dos estadios I, VII/VIIl e

no XIV observados no presente estudo nos animais com 90 dias tratados em

relacdo aos animais controles da mesma idade, pode ser atribuida ao
periodo de recuperacéo testicular, uma vez que, segundo VAN-HAASTER
et.al.(1993b), no rato adulto o ciclo do epitélio seminifero dura cerca de 12,8
dias e que, para ROOSEN-RUNGE (1962), séo necessarios passar 4 ciclos
do epitélio seminifero, para poder-se avaliar o efeito sobre a
espermatogénese. E, também, segundo MEISAMI et al.(1992), o testiculo de

rato necessita de pelo menos 65 dias para recuperagdo morfo-funcional.

Neste estudo descartou-se também , a participacdo dos horménios
tireoidianos sobre as células de Sertoli nos animais com 90 dias, em funcédo
da aparente estabilizacdo do crescimento, apés o quinquagésimo dia nos
animais controles e tratados, o que confirma os achados de JANNINI
et.al. (1990), ao relatarem auséncia de receptores dos hormdnios da tiredide

nas células de Sertoli dos animais adultos.

Finalmente, sera discutido o efeito do hipotireoidismo sobre o

intersticio testicular.
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No presente estudo a area intersticial dos animais de 8, 21 e 35 dias
de idade com hipotireoidismo, apresentou-se maior e com aparente
aumento na populacdo das células de Leydig. SHARPE et al.(1991),
consideram as células de Sertoli basicas no mecanismo de regulacéo do
fluido intersticial, e que o comprometimento dessas células resultaria no

aumento do volume do fluido intersticial.

Por outro lado BILLIS (1982), menciona a tendéncia de aproximacéo

das células de Leydig, toda vez que ha hipotrofia dos tiibulos seminiferos,

sem que necessariamente ocorra hiperplasia destas células.

Quanto ao nivel plasmatico de testosterona, no presente estudo, os
animais com 21 e 35 dias controles e tratados, apresentaram concentracbes
reduzidas nos niveis de testosterona, aumentando consideravelmente nos
grupos 50 e 90 dias, confirmando os resultados encontrados por
MADDOCKS et al.(1992), que também encontraram niveis reduzidos nos
animais com 35 dias e aumento significativo nos animais adultos e por
DOHLER & WUTTKE (1975), ao mencionarem que o0s niveis de |
testosterona nos ratos no periodo pre-puberal sdo reduzidos, aumentando

consideravelmente na puberdade.

A igualdade nas concentragcdes de testosterona entre os animais
controles e os tratados no presente estudo, confirmam os resultados
encontrados por CUNNINGHAN et al.(1978) e por COOKE & MEISAMI,
(1991a) e discordam de CHOWDHURY & ARORA (1984), que verificaram

reducdo nos niveis de testosterona nos animais tireoidectomizados.
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Provavelmente a igualdade na concentracdo plasmatica de
testosterona, observada no presente estudo, péde ser atribuida ao método
utilizado para dosagem de testosterona, ou entdo, levando-se em
consideracdo, que, embora LOVELAND et al(1993) mencionem a
importéncia do LH no mecanismo de regulacéo funcional das células de
Leydig, MURAI et al.(1992), relatam a existéncia de "fatores”, que seriam
protéinas com aproxgmadamente 13KDa produzidas pelas células de Sertoli
que estimulam a producdo de testosterona pelas células de Leydig e KHAN

et al.(1992) observaram que o IGF1 produzido pelas células de Sertoli é
também transformado em fator de crescimento (TGF) nesta célula,

participando do mecanismo de regulacdo funcional das células de Leydig, e
mencionam que o LH sozinho apresenta menor efeito sobre as células de

Leydig, se comparado a ac&o sinérgica com o TGF.

No presente estudo, as concentragbes de testosterona comecam a
aumentar consideravelmente, apos o trigésimo quinto dia nos ratos controles
e ftratados, coincidindo com o periodo de diminuicdo acentuada dos
receptores de T3 sobre as células de Sertoli, (JANNINI et a/.1990), o que
poderia justificar a igualdade nos niveis entre os animais controles e os

tratados.

Os dados apresentados sugerem a necessidade de melhor
compreensdo sobre os mecanismos moleculares das células de Sertoli em
ratos de varias idades "in vivo" e "in vitro", induzidos experimentalmente
tanto ao hipotireoidismo como ao hipertireoidismo, uma vez que essas

células, séo consideradas de enorme importancia no testiculo, podendo
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inclusive ser utilizadas segundo HESS et al.(1990) no aumento da producgéo

de células do epitélio seminifero.



6 .CONCLUSOES:

A partir dos objetivos propostos neste estudo, da metodologia
empregada e das analises dos resultados biométricos, morfologicos e

hormonais, foi possivel concluir que o Hipotireoidismo em ratos causa:

1. O hipotireoidismo materno, mesmo que induzido no inicio da

organogénese, ndo resulta em aumento da incidéncia de malformacdes
congénitas nos neonatos, no numero de blastocistos implantados, no
predominino de um sexo sobre o outro no nascimento e também néo leva a
alteragcbes no comportamento das fémeas em relagdo ao cuidado dos

filhotes lactentes.

2. O peso corporal dos animais & significativamente menor em relagéo
aos animais controles. Nos animais controles, verifica-se ganho acentuado
do peso corporal apds o trigésimo quinto dia de idade, o mesmo s6

acontecendo nos animais tratados apés o quinquagésimo dia de idade.

3. Compromete o crescimento e o ganho de peso dos testiculos,
embora nos animais tratados dos grupos experimentais 19 dias de gestacdo
e 8 dias de idade n&o tenham sido observadas diferencas no comprimento

testicular e ap6s o quinquagésimo dia de idade, os animais tratados
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apresentaram ganho de peso e comprimento testicular consideravelmente

maior em relacdo aos animais controles.

4. Diminui, significativamente, o didmetro dos tabulos seminiferos dos
animais tratados, embora com sensivel recuperacdo dos animais adultos

com hipotireoidismo.

5. Diminui, significativamente, o volume nuclear das células de Sertoli,

mas tanto nos animais controles como nos animais tratados, os didmetros
nucleares dessas células tornam-se aparentemente estabilizados apds o

quinquagésimo dia de idade.

6. Prejudica o ciclo da espermatogénese, retardando o inicio do
estadiamento do epitélio seminifero, aumentando significativamente o
numero de células germinativas degeneradas e diminuindo a quantidade de
espermatozoides produzidos e posteriormente armazenados nas lojas
epididimarias, principalmente até a puberdade, ja nos animais com 90 dias,
s8o discretas as diferengas encontradas entres os animais controles e os

animais tratados.

7. Leva a uma reducdo significativa dos niveis plasmaticos de T4
(Tiroxina), exceto nos fetos controles e tratados, que através do método de

radioimunoensaio ndo apresentou registro de sensibilidade.
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8. Nao foram verificadas diferencas nas concentracbes plasmaticas de

testosterona entre os animais controles e tratados.
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ABSTRACT

Although it is well known that thyroidal hormones are involved in the
development and maintenance of many organs, there remain several open

questions as to their role in testicular physiology.

The present work proposes to contribute to a better understanding of

the role of thyroidal hormones in testicular maintenance. The evaluation was
b ased on the hiometric, morphologic and hormonal parameters of groups of

data of different ages in which a previous experimental hypothyroidism was
induced by treating them with daily 0,05mg Methimazole, and confirmed by

measuring thyroxine levels.

Our study involved an experimental of 68 white male rats and 12
foetuses (albino Rattus novergicus). These animals were subdivided into 6
experimental groups according to the period of treatment and their death
date and will here be designated as mother-foetal ( 19° days of intrauterine
life), 8 day old, 21 day old, 35 day old, 50 day old and 90 day old
hypothyroidism, respectively.

Our results showed that induction to hypothyroidism in the eighth day
of pregnancy, which corresponds to the beginning of organogenesis in rats,
did not result in any increase in the incidence of either foetal reabsorption
nor congenital malformations, as well not causing behavioral alteration of

animals with hypothyroidism.



In all of the experimental groups considered, the treated animals have

a significant reduction (p<0,05) in body weight as related to the control
animals of same age.

Biometric evaluation of testicles has shown that treated animals had
significant reduction (p<0,05) in both the testicular weight and the diameter
of seminiferous tubules as well as a reduction in the nuclear volume of
Sertoli cells. Only the foetuses having 19 days of intrauterine life had no
differences in such parameters, while in the treated 90 day old animals

testicular recuperation was observed.

As to the morphology, the testicular development of treated animals
was delayed in the beginning of the seminiferous epithelium cycle, with a
reduction in the gquantity of germinative cells and an increase in the number
of degenerated cells. In both the 50 and 90 day old experimental groups, the
treated animals completed staging of the seminiferous epithelium, but the
frequency of stages I, VII/VIIl and XIV was reduced as compared to the

control animals of the same age.

Duplicated dosages of plasmic testosterone by means of solid phase
fluoroimunoassays showed no significant differences in the values found for

both treated and control animais.

We conclude that hypothyroidism severely impairs espermatogenesis
in young rats as indicated by the reduced testicular weight, the diminished

seminiferous tubule diameter, the increased degeneration of germinative



cells, the delayed staging in the seminiferous epithelium cycle and the

reduced nuclear volume in Sertoli cell,. This did not occur in adults rats.

In treated animals belonging to the 90 day old experimental group we
have observed the occurence of significantly larger gain in both the testicular
weight and the seminiferous tubule diameter, as compared to the control
animals of the same age, as well as the occurrence an apparent stabilization
of the nuclear volume of Sertoli cells, which thereby suggest that there is no

influence of the thyroidal hormones upon adult rats testicles.



