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I. INTRODUCAO

Para a realizagio da cultura de tdbulos seminiferos ¢ necessario que se
entenda as particularidades da espermatogénese e dos fatores que poderiam interferir
no desenvolvimento do sistema in vitro. Para o estudo dos efeitos do cadmio sobre a
cultura dos tubulos seminiferos ¢ necessario o entendimento de suas propriedades
toxicologicas.

A seguir sdo feitas consideragdes sobre a espermatogénese comegando com as
diferentes populagdes celulares que participam do processo, abordando as interages
entre estas populagdes celulares, a organizagfo estrutural o testiculo, a regulagdo
hormonal do processo, a importancia do sistema in vitro, especialmente dos tGbulos

seminiferos, ¢ finalizando com a toxicologia do cadmio.
I.1. Espermatogénese

A espermatogénese em mamiferos ¢ um processo continuo, a partir da
maturidade sexual do animal, que acontece no interior de tubulos finos, longos ¢
convolutos, os tubulos seminiferos, localizados nos testiculos (FIGURA 1). As células
germinativas 1maturas, as espermatogdnias, estdo localizadas na periferia destes
tibulos, adjacentes & parede tubular, Estas células s¢ dividem continuamente por
mitose, sendo que algumas de suas células filhas se diferenciam em espermatdcitos
primdrios. Estes sofrem divisdo meidtica originando os espermatécitos secundarios
que ao completarem a segunda fase da meiose originam espermatides hapldides.
Através de diferenciagio morfolégica as espermatides dio origem aos
espermatozdides, liberados no lamen do tibulo seminifero, passando pelo epididimo,
onde sio armazenados ¢ sofrem maturagdo, tornando-os capacitados para a
fertilizagdo (Alberts ef af., 1989).

Em roedores as espermatogdnias podem ser classificadas em diferentes tipos:
A-0, sdo "células de reserva” que raramente se dividem ou t8m um ciclo celular muito
longo; A-1, A-2, A-3, A4 ¢ A-intermediaria, sfo aquelas células que sofrem
diferenciagio; células B, originardo os cspermatocitos, também através de

diferenciagiio (Clermont & Bustos-Obregon, 1968). Outra forma de classificaco



proposta para as espermatogdnias: “A-stem”, s3o células de reserva que raramente
entram em divisdo, sdo encontradas separadas umas das outras e ao acaso ao longo do
tibulo (A-s), A-proliferativas, podem ser "A-pairs" quando resultam da divisdo de
cclulas A-s ¢ csta presente um par de células filhas (A-pr), ou "A-aligned" quando
resultam de mais divisdes de A-s ¢ aparecem varias células filhas alinhadas (A-al); as
células diferenciadas sfo as espermatogonias A-1, A-2, A-3, A-4, A-intermedidria e

células B, resultantes de divisdes sucessivas a partir de A-al (Huckins, 1971).

FIGURA I Esquema de¢ testiculo em cortc. Estdo esquematizados os tubulos
seminiferos (TS), tinica vaginalis (V), tinica albuginea (A), epididimo (E) ¢ ducto
deferente (D).

Para garantir a continuidade da espermatogénesc ¢ necessario um suprimento
constante de percursores das células germinativas, através de um processo de
renovagdo das populages celulares. Portanto as espermatogonias teriam por fungdo a
proliferagdo através de mitoses para garantir a diferenciagdo de alguns descendentes
(espermatogonias B) em espermatodcitos. Assim, ¢ necessario que algumas destas
células ndo entrem neste processo, permanecendo com potencial para manter uma
certa populaglo de reserva celular. Esta ¢ a teoria de renovagio celular que
controvertidamente propde alguns modelos de células reserva e como estas seriam
mantidas no interior do tibulo de modo a repor a populagio de espcrmatogdnias.

Este papel seria desempenhado pelas células A0 ou As (Clermont & Leblond, 1953;



Clermont & Bustos-Obregon, 1968; Clermont, 1969,; Huckins, 1971; Clermont &
Hermo, 1975; Steinberger & Steinberger, 1975).

As  espermatogdnias  sdo  células  relativamente  grandes, tendo
aproximadamente 12um de didmetro no homem, com niclco redonde ou levemente
ovoide cujo didmetro ¢ de aproximadamente 6—7p§m no homem. O aspecto das células
varia conforme o tipo em questio, podendo o nucleo variar em seu grau de
compactagdo cromatinica. As espermatogbnias do fipo B possuem ntcleo redondo
com cromatina condensada cm areas proximas ao envoltério nuclear ¢ na regifio
central do nucléolo. O citoplasma da espermatogdnia cora-se fracamente, é finamente
granular ¢ pode conter uma estrutura denominada de cristal de Lubarsch (Burgos et
al., 1970) .

Os espermatocitos primarios entram em divisdo meidtica. Ao fim da meiose |
sdo formados os espermatocitos sccundarios que prosseguem na meiose 11 para a
formagao das cspermatides (Courot ¢z uf., 1970).

Os espermatocitos primdrios sdo semelhantes as espermatogénias do tipo B,
apesar de seu nlcleo ser menor. Sua localizagio ainda é externa sendo que
freqiientemente entram em contato com a parede do tabulo (Burgos e/ af., 1970).

Os espermatdeitos sccundarios  sd0 menores ¢ scu nacleo ¢ esférico com
cromatina granular ¢ "clara". Rapidamente entram em meiose 11, sendo seu tempo de
durag¢do no interior dos tabulos seminiferos bastante curto. Esse fato explica a relativa
dificuldade de obscrvagdo de células neste cstagio de diferenciagiio (Burgos ef al.,
1970).

As espermatides recém formadas sfio semelhantes aos espermatdcitos
sccundarios, com citoplasma fracamente corado ¢ complexo de Golgi préximo ao
nucleo. Também cstdo presentes mitocondrias, ribossomos, reticulo endoplasmatico,
centriolos ¢ goticulas de lipidios no citoplasma (Burgos ef af., 1970; Courot ef «l.
1970).

A espermiogénese é um processo complexo de diferenciagiio das espermatides
que s¢ estende até a liberagdo dos espermatozoides no lamen do tibulo (Steinberger
& Steinberger, 1975).

A seguir sdo descritas as diferentes fases da espermiogénese.



Na fase do Golgi sdo formados grinulos pré-acrossomais na regido do
complexo de Goigi, ricos em glicoproteinas, que se fundem numa grande vesicula
acrossomal. Esta, por sua vez, migra em diregdo ao nicleo ¢ se posiciona préxima ao
cnvelope  nuclear. Este  evento define a polaridade da  espermatide.
Concomitantemente ha migracdo das mitocondrias para a periferia celular ¢ o
posicionamento dos centriolos, opostos ao acrossomo em formagdo. O centriolo
proximal se liga ao ntcleo (fossa de implantagdo) enquanto que o distal induz a
produgdo do flagelo.

| Na proxima fase de "cap”, a cobertura acrossdmica chega a envolver metade
do nucleo. Nesta regido o envelope nuclear se apresenta denso ¢ sem poros.
| Na fasc acrossomal hd alongamento ¢ condensagdo nuclear, a0 mesmo tempo
em que ocorre orientagdo da espermatide que sc posiciona paralelamente ao eixo do
tubulo seminifero. O niicleo continua em processo de alongamento ¢ assume
aparéncia progressivamente escura, até tornar-se homogéneo. O acrossomo para de
crescer ¢ o Golgi migra livremente para o citoplasma. Forma-se a manchete, uma
associagdo de microtibulos na porgdio posterior do ndcleo. Apés o final da
alongamento nuclear esta estrutura desaparece. Na regido da fossa de implantagio é
formada a pega intermediaria do espermatozéide. O anulus, estrutura em forma de
anel proxima ao centriolo, migra em diregéo ao flagelo. As mitocOndrias associam-se
na regido da pega intermedisria.

A fase final, fase de maturagdo, envolve a eliminagdio do citoplasma através de
corpos residuais ¢ a liberagdo dos espermatozdides no lamen do tabulo, sendo que
outras alterég:c‘ies podem ocorrer posteriormentc completando a maturagio do
espermatozdide (Fawcett,1975a).

O espermatozéide ¢ a célula resultante de todas as transformagdes ocorridas
durante a espermatogénese, sendo o responsavel pelo processo de fertilizagio do
ovulo. Sua cstrutura consta dec 2 regides basicas: a cabega, contendo acrossomo ¢
nicleo, e a cauda que ¢ subdividida em 4 segmentos: pescogo, pega intermedidria,
pega principal ¢ pega terminal (Burgos ef af, 1970) (FIGURA 2). O nucleo ¢
caracterizado por uma massa compacta de cromatina condensada, de aparéncia densa
¢ homogénea, devido a presenga de protaminas. Em vérias espécics estas proteinas
substituem as histonas no proccsso de empacotamento do DNA nos espermatozoides

alterando a cstrutura de solendide do DNA presente nas células somaticas. Desta



forma ¢ atingida uma estrutura cromatinica neutra, insolavel, conservando
determinado volume ¢ protegendo o DNA de influéncias externas (Balhorn, 1982;
Risley e al., 1986). O acrossomo chega a ocupar 2/3 anteriores do nicleo, e a regido
da cabega apresenta dreas especializadas de membrana relacionadas & capacidade de

fertilizag&o (Fawecett, 1975a).
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FIGURA 2: Esquema de espermatozoide com cortes transversais de suas partes
principais. Estdo esquematizados a cabega (C), pescogo (P), peca intermedidria (1,
pega principal (R) e pega terminal (T). No cortes transversais pode ser observado
nucleo (N), axonema (A), fibras externas (F), mitocondrias (M),

O pescogo possui 2 cenirjolos, 9 colunas segmentadas que compde a pega de
conexdo ¢ uma placa basal.

A pega intermedidria apresenta axonema com conformagio tipica 9+2, 9
fibras extcrnas ¢ as mitocOndrias modificadas oricntadas circunferencialmente ao
redor das outras estruturas.

A pega principal ¢ formada por axoncma, fibras externas e uma camada

fibrosa que afinam progressivamente em diregdo a pega terminal,



A pega terminal ¢ formada por um complexo microtubular central, de forma
desorganizada, coberto por plasmalema.
A espermatogénese ndo termina com a liberagdo dos espermatozdides no lomen
tubular. Em algumas espécies ocorrem modificagdes nestas células ao longo do
epididimo, havendo variagio no padrio de motitidade e aquisigio de capacidade
fertilizante (Fawcett, 1975a).

I.2. Natureza sincicial das células germinativas

A espermatogénese em mamiferos de um modo geral é caracterizada pela
existéncia de ponies citoplasmaticas entre células germinativas em um mesmo estagio
de desenvolvimento. Estas associagdes resultam de citocinese incompleta, sendo a
basc da sincronia cxistente no processo de diferenciag@o (a coordenago geral do
processo depende também das associages entre células germinativas ¢ células de
Sertoli, via nexos atipicos em complexos juncionais Unicos). Este sincicio pode ser
caracterizado como um clone de células até o estigio de espermatdcitos, quando
ocorrem as recombinagdes, passando entdo a heterocarionte (Fawcett, 1975a).

A extensfo desta associagdo ¢ bastante reduzida durante a diferenciaciio uma
vez (que ha degencragiio de aproximadamente 30% - 50% dc cspermatogdnias ¢

espermatocitos (Fawcett, 1975a; Jonhson ef of., 1983).
1.3. Onda seminifera

As células germinativas ndo estio arranjadas ao acaso, mas em associagdes
celulares definidas ao longo do tiibulo (Von Ebner, 1871). Uma classificacio destas
assoclagOes, segundo Leblond ¢ Clermont (1952a,b) permitiu a identificagdo de 14
tipos, scndo que alguns ainda podem ser subdivididos em segmentos. Cada associagio
cclular sempre ¢ scguida de outra adjacente, garantindo continuidade da ordem
scgmental, Esta scqiiéneia de associagdes ndo ocorre necessariamente em ordem
scgmental descendente, o que constitui o fendmeno de modulaglio, presente em 80%
das ondas seminiferas (Perey e/ «f., 1961). Em cada tibulo seminifero sdo
desenvolvidas varias ondas scminiferas, sendo que o comprimento destas ¢

inconstanic, o que pode ser facilmente entendido devido 4 presenca de modulagdes.



Cada uma das fases da onda seminifera pode ser reconhecida através do
padrio de transiluminagdo, uma vez que em cada estagio estio presentes diferentes
associagOes celulares conferindo padrio de absorgdio de luz tipico. A caracteristica
mais marcante rtefere-s¢ a4 presenga de espermatides em diferentes graus de
maturagéo, as quais devido & condensagio nuclcar que apresentam conferem padrio
escuro crescente. Outra forma de identificar estes estdgios ¢ através de testes
bioquimicos devido a presenga de enzimas envolvidas na maturagio das espermatides
¢ na destruigdo dos corpos residuais, como por exemplo a detecgiio de fosfatase acida
(Parvinen & Vanha-Pertula, 1972)

A onda seminifera corresponde 4 cindtica do processo de espermatogénesc

(Steinberger & Steinberger, 1975).
1.4. Ciclo seminifero

Este ¢ um conceito temporal que se refere & sucessdo das 14 associacdes entre
os difcrentes tipos celulares presentes no epitélio germinativo, cada uma destas
associagbes sendo compreendida como um estagio do ciclo. A duracio do ciclo
corresponde ao tempo decorrido cntre o aparccimento de duas associagdes celulares
iguais em determinada drca do tibulo (Perey ¢f o/, 1961). O uso de autoradiografia
demonstra que o ciclo seminifero em ratos corresponde a 12 dias, (com erro de 0,2)
(Clermont ef af., 1959).

LS. Epitélio germinativo

O epitélio germinativo ¢ composto por duas populacdes celulares: as células
germinativas, que sdo as espermatogdnias, 0s espermatocitos, as espermatides ¢ os
espermatozoides; ¢ as células somaticas, denominadas de células de Sertoli (Faweett,

1975a) (FIGURA 3).



FIGURA 3: Esquema de epitélio seminifero. Podem ser observadas as células de
Sertoli (S), e as diferentes populagdes germinativas (G - espermatogbnias, C -
espermatocitos, T - espermatides e Z - espermatozdides). A parede tubular (P) e as
células midides (M) também estdo representados.

L6, Células de Sertoli

As c¢lulas de Sertoli constituem uma populagdo de células suporte, nido
proliferativas. Sua forma ¢ basicamente colunar com varios processos ramificados. A
base da célula, mais volumosa ¢ contendo nicleo ¢ organelas se localiza na base do
tabulo. As ramificagdes da célula atingem o limen do tGbulo. Sua forma claborada
permite associagdo intima com as cé¢lulas germinativas (Fawcett, 1975a; Ritzén e/ al.,
1989; Griswold, 1995) (FIGURAZ), além de mediar a movimentaciio destas Gltimas
(Russell, 1977b; Russell ef af., 1989).

O nucleo destas células caracteriza-se por sua forma ovdide ¢ a presenga de
nuclcolo desenvolvido tripartido (nucléolo ¢ dois corpos justanucleolares). S&o
encontradas algumas organclas com caracteristicas tipicas nestas ¢élulas. Apresentam
mitocdndrias numerosas de forma alongada ¢ configuragdo ortodoxa, sendo que as
basais ndo possuem orientagdo aparente, enquanto que as colunares estdo paralelas ao

cixo da célula. O complexo de Golgl apresenta-se na forma de varios clementos



separados (Fawcett, 1975b). A localizagdo do complexo de Golgi varia de acordo com
o ciclo epitelial, sendo preferencialmente basal, tornando-sc média a apical nos
estagios VII-IX do ciclo epitelial (Ueno, 1991). A alteragdo da localizagdo do
Complexo de Golgi nas células de Serloli ao longo do ciclo seminifero deve estar
diretamente relacionada a fungdo desta célula. Nestes estagios (VII - VII) ocorre
secre¢do do ativador plasminogénico, espermiagio e movimento dos processos
citoplasmaticos ao redor dos espermatécitos em leptéteno (Lacroix ef al., 19771981
¢ Vihko ef al., 1984).

‘Também estdo presentes lisossomos, reticulo endoplasmético rugoso (basal) e
liso (especialmente abundante, rclacionado as atividades secrctoras). A matriz
citoplasmatica ¢ filamentosa, compota por filamentos ¢ microtibulos, podendo conter
inclusdes como goticulas de lipidio, glicogénio e outras (Fawcett, 1975b).

As células de Sertoli estdo associadas as adjacentes por meio de jungdes
"ocludens”, caracterizadas por estreitamento do espago intercelular, condensagio de
filamentos no citoplasma adjacente ¢ oricntagio paraleia de cisternas de reticulo
endoplasmatico liso (Fawcett, 1975b). Estas jungdes delimitam o epitélio germinativo
cm dois compartimentos: compartimento basal, coniendo espermatogdnias e
espermatocitos em pré-leptéteno ¢ leptoteno; compartimento adluminal, contendo
cspermatdcitos mais maduros ¢ espermatides. Desta forma o compartimento
adluminal fica isolado das proteinas circulantes no plasma, sendo as células de Sertoli
responsaveis pela nutricdo das células germinativas ai presentes. Estes complexos
Jjuncionais formam um sitio morfolégico denominado barreira hemato-testicular
(Dym & Faweett, 1970, Ritzén ef al., 1989, Griswold, 1995),

Outro tipo de associagdo envolvendo as células de Sertoli sdo jungdes tipo
desmossomo entre as células de Sertoli ¢ as células germinativas, espermatogdnias,
espermatécitos e espermatides ndo-alongadas. Nestas jungdes o citoplasma da célula
de Scrtoli adjacente apresenta convergéneia de fibrilas, o mesmo ndio acontecendo
com a célula germinativa relacionada. Estes sitios de juncdio caracterizam arcas
extremamente adesivas entre estas populagdes celulares (Russell, 1977a).

Por meio destas diferentes associagdes celulares ocorre o movimento das
cclulas germinativas através dos compartimentos basal ¢ adluminal do tabulo
seminifero. As espermatogdnias mantém-se no compartimento basal, fortemente

ligadas & membrana basal por hemi-desmossomos, enquanto que os espermatdcitos
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em pré-leptéteno sdo os primeiros tipos celulares a perderem contato com esta
membrana. O contato com as células de Sertoli é mantido de forma intensa e variada,
direcionando o transporte das células germinativas, através de diferentes sitios de
ligagdo. Ndo ha movimento amebdide das células germinativas, que assumem um
papel passivo no processo, Ja as células de Sertoli participam ativamente langando
expansOes entre as c¢élulas em leptéteno ¢ a membrana, empurrando-as. Estes
movimentos envolvem certos elementos citoplasmaticos das células de Sertoli, como
microtubulos e microfilamentos (Russell, 1977b; Russell er «l., 1989; Ritzén ef al.,
1989),

Da mesma forma, a cspermiagio cstd sujcita & interferéneia da célula de
Sertoli. Através de microtibulos citoplasmaticos ocorrem tanto o movimento das
espermatides em dircglio ao lamen do tibulo, quanto o movimento dos corpos
residuais em dirc¢lo a porglio basal das células de Sertoli, permitindo a degradagio
dos fragmentos celulares fagocitados pelos lisossomos ai presentes. A caracteristica
de contratibilidade das células midides auxilia no transporte dos espermatozoides
{Clermont, 1958; Ritzén ef of., 1989).

As c€lulas de Sertoli sdio responsaveis por vdrias fungdes fundamentais 2
espermatogénese (Fawcett, 1975b; Ritzén er «f., 1989; Griswold, 1995);

-Compartimentalizagio cm scus processos laterais das células germinativas e
protegcdo através da barrcira hemato-testicular, fornccendo um  micro-ambiente
favoravel,

-Nutrigdo das cé¢lulas germinativas;

-Influéneia no processo de diferenciagdo, devido ao controle hormonal (sua
influéneia ¢ basicamente local);

~Fungdo esteroidogénica, pela conversfo de pregnonelona ¢ progesterona em
testosterona, sob condigdes especiais;

-Fungdio sceretdria, secregdo fluida, sceregdo de proteina ABP (proteinas que
se ligam a andrdgenos), calmodulina, ativador plasminogénico ¢ inibina;

-Movimentagéo das células germinativas em diregfo ao limen;

-Liberagdo de espermatides maduras na luz do lamen;

-Fagocitose de corpos residuais.

-Sintese de glicoprotcinas
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1.7. Tabule seminifero

O tibulo seminifero ¢ limitado por um complexo membranoso de 1 pum de
espessura, composto por duas lamelas concéntricas constituidas de matriz extracelular
homogénea, que envolve uma camada Unica de céiuias achatadas. A lamela externa ¢
simples, composta por matcrial homogéneo ¢ algumas fibrilas colagénicas. J4 a
lamela interna ¢ composta por trés camadas: interna, material homogéneo de
densidade moderada; intermedidria, com fibras colagénicas mais ou menos paralelas
em relagdo ao ¢ixo do tdbulo; externa, similar & interna (Clermont, 1958),

O espago cnire as duas lamelas ¢ ocupado pelo citoplasma de células midides,
caracterizadas por localizagdo central das organelas, invaginagdes na superficic ¢
capacidade contratil A presenga destas células permite a movimentagio da parcde do
tubulo, que se estende por grandes arcas em diregdio a rede testicular, podendo estar
relacionado a hiberagfio de espermatozdides. Sdo células midides peritubulares, assim
denominadas por se focalizarem externamente ao tabulo ¢ possuirem contratibilidade
(Clermont, 1958).

L.8. Testiculo

Os tabulos seminiferos no interior dos testiculos sdo arranjados na forma de
arcos localizados lado a lado, sendo que podem estar mais internos ou externos,
bastante convolutos ¢ geralmente com duas ligagdes com a rede testicular (Clermont
& Huckins, 1961) (FIGURA 1).

O tecido intertubular dos testiculos de mamiferos, apesar de algumas
variagBes especificas, ¢ composto de tecido conjuntivo frouxo, rede de vasos
linfaticos e sangiiineos e algumas populagdes celulares (Burgos ef /., 1970).

Os vasos sangiineos (capilares, artcriolas e vénulas) aparccem apenas
ocasionalmente em contato com as células do tecido intersticial. Os vasos linfaticos
aparecem proximos a parede dos tibulos, as vezes proximos aos vasos sangiiineos.

As células de Leydig sdo células grandes, poligonais, localizadas em espagos
angulares entrc os tibulos, freqiientemente associadas a vasos linfaticos e sangiiincos.
Seu nicleo € esférico e a superficic apresenta varias microvilosidades. A

caracteristica citoplasmatica que mais s¢ destaca ¢ a abundincia de reticulo
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endoplasmatico liso, caracteristico de células sceretoras de esterdides. Sua principal
fungio sobre a cspermatogénese diz respeito ao controle hormonal, através da
secrcgdo de testosterona.

Células fusiformes localizam-s¢ ¢m contato com a parede tubular ou tdnica
adventicia dos vasos sangiiincos. Seu nicleo possui forma ovéide ¢ apresenta
granulos periféricos. Acredita-se serem predecessoras das células de Leydig,

C¢lulas claras sio pequenas células de forma cubdide irregular ou levemente
oblonga. Sua localizagiio ao acaso deve relacionar-se a outras populagdes celulares
facultativas no testiculo, como € o caso de plasmécitos, macrofagos, leucocitos ¢
mastocitos.

A lamina basal do tdbulo possui clementos colagénicos, componentes fibrosos
¢ material amorfo, sendo que a matriz regula a fungdo celular, daf sua importancia.

O conjunto dos tdbulos seminiferos convolutos e tecido intersticial compdem
o parénquima testicular. O testiculo ¢ externamente revestido por uma capsula
composta por trés camadas distintas: a camada externa que ¢ uma membrana serosa,
denominada tlnica vaginalis; a camada intermediaria que ¢ uma cstrutura fibrosa,
denominada tunica albuginea; a camada interna que ¢ formada por tecido conjuntivo
frouxo ¢ vasos sangiineos, denominada tinica vasculosa ou testicular. A parte
posterior da tanica vasculosa sc espessa formando o mediastino, que divide o interior

do testiculo em varios Iébulos (Davis ef «l.; 1970; Setchell & Pilsworth, 1989).
1.9. Regula¢do hormonal

Todo o processo de espermatogénese ¢std sob controle hormonal, S3o vérios
os hormonios que agem sobre diferentes populagdes celulares influenciando direta ou
indirctamente as cclulas germinativas (Fawcett, 1975a; Mather, 1984; Sharpe, 1987,
Matsumoto, 1989).

A regulagio hormonal paracrina ¢ fundamentada em dois hormonios
hipofisarios : o hormonio luteinizante (LH) ¢ o hormoénio foliculo estimulante (FSH).

O LH age sobre as células de Leydig estimulando a produgio de andrégenos,
principalmentc de testosterona (Steinberger & Steinberger,1970; Steinberger ef af.,
1970, Mather, 1980; Mather ef of., 1982, Mather, 1984; Matsumoto, 1989; Toppari ef

al., 1989). Os androgenos tém fungdo sobre a manutengio qualitativa da
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espermatogénese (age sobre as células de Sertoli, ativando a produgdo de ABP ¢ sobre
as células peritubulares) (Sharpe, 1987), sobre a manutengiio das glandulas
secundarias ¢ a sustentagdo da libido, além de provocarem controle negativo sobre a
hipofise (Adashi & Hseuh, 1981). A localizagdo destas células no tecido intersticial
do testiculo garante concentragdo hormonal eievhda no local e baixa na circulagio, o
necessario para o desempenho de sua fungio (Matsomoto, 1989).

O papel do FSH na espermatogénese ¢ bastante controvertido (Steinberger e/
al., 1969, 1970, Fawcett, 1975a; Chemes ef al., 1979; Louis & Fritz, 1979; Mather,
1980; Lacroix, 1981; Mather ¢t af., 1982; Parvinen et a/.,1983; Mather, 1984; Sharpe,
1987, Malsumoto, 1989; Toppari e of., 1989, Kangasnicmi ¢f af., 1990ab). A
atuagdio deste hormonio na iniciagdo da cspermatogdnese ¢ bem accita, inclusive sua
agdo sobrc as cclulas de Scrtoli para dirigir sua diferenciacio (Steinberger ef af.,
1969; Matsumoto, 1989).

No animal adulto, o FSH ¢ cssencial para a manutengiio da cspermatogénese
quantitativa (Kangasnicmi e/ al., 1990a) ou qualitativa (Steinberger et af., 1970).
Outros experimentos dispensam a presenga do FSH para a manutengdo da
espermatogénese (Chemes ef of., 1979; Parvinen ef af., 1983), ou ainda atribucm a
cste hormonio a funglo de induzir o metabolismo ¢ ndo o ciclo celular (Welch ef al.,
1979), sendo improvavel scu papel sobre a proliferagio (Kangasnicmi ef af., 1990a;
Steinberger ¢f al., 1970).

A agdo do FSH sobre o metabolismo ¢ realizada através de  sinais
citoplasmaticos desencadcados pela ligagio do hormédnio com o rcceptor de
membrana nas cClulas de Secrtoli. Esta ligagio estimula a sintese de AMPc, em
seguida de quinase ¢ por fim a sintese de proteinas. A ligagio do horménio com os
receptores ¢ maxima nos estdgios XIII, XIV ¢ I do ciclo seminifero, sendo a produgio
de AMPc dependente de FSH maxima nos estagios seguintes, II-IV (Parvinen ef af.,
1980; Lacroix & Fritz,1982; Ritzén ef al., 1982; 1989; Kangasnicmi ¢f af., 1990a,b).

As células de Sertoli possuem nimero constante de receptores para FSH,
sendo que as variagdes ciclicas de agdo deste hormonio devem estar relacionadas a
processos de modulagdo. Uma forma de regulagio da resposta ao FSH ocorre através
da sintese de glicoproteinas (Wright ef ol., 1981; Griswold, 1995) e outros fatores
(Lacroix ef al., 1981) de forma ciclica que parcce resultar na ligagdo diferencial do

FSH com a membrana da célula de Sertoli (Parvinen ef of., 1980).
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Kangasniemi e colaboradores (1990a) demonstraram que as células de Sertoli
apresentam resposta ao FSH de forma ciclica devido a associagdes celulares
especificas de cada estagio do ciclo seminifero em questdio. Assim, a presenga de
determinadas células germinativas influenciariam na resposta das células de Sertoli
ao hormdnio, constituindo uma forma de regulagdo paracrina. Nas células de Sertoli a
resposta ao FSH deve ser mediada através de proteinas das espermatogdnias. Parte do
AMPc encontrado no interior dos tubulos seminiferos em resposta ao FSH ¢
produzido por espermitides estimuladas por algum fator dependente de FSH
produzido nas células de Sertoli (Kangasiemi e/ «/., 1990a). Qutra forma de regulagio
ciclica da resposta ao horménio seria realizada através da proteina Gi, que inibiria a
transdugdio do smal dos reeeplores de FSH para AMPe em determinados estagios do
ciclo seminifero (VI-VII) (Hughtaniemi ef «l., 1989). Também foi constatada a
presenga de receptores deste horménio nas espermatogdnias (Kangasniemi ef al.,
1990a).

Outra agdo do FSH sobre as células de Sertoli ¢ a indugio & produgdo da
proteina  ABP (“androgen protein binding™), responsdvel pela manutencio da
concentragdo de androgenos ¢ também servindo como veiculo para cstes (Fawcett,
1975a). A produgido desta protcina ¢ maxima nos estagios VII-XII do ciclo seminifero
{Lacroix ef af., 1981; Ritzén ¢t al., 1982; Tung & Fritz, 1986).

A progesterona ¢ um outro horménio que tem certa influéneia na
espermatogénese. Estc atua sobre a membrana dos espermatozoides, elevando os
niveis de calcio fivre no citosol e desencadeando a reagdo acrossdmica (Meizel &
Turner, 1991).

Ainda sobre substincias que ndo sdo sintctizados no testiculo mas que
influenciam as células germinativas, temos a agfo da hidrocortisona, da insulina, de
fatores de crescimento (EGF), do lactato, do piruvato, do miocinositol ¢ das
sulfoproteinas (condroitina ¢ heparina) sobre as células de Sertoli, Enfase especial
deve ser dada as vitaminas A, C ¢ E, bem como a glutamina. Estes elementos sdo
essenciais para a espermatogénese (Steinberger & Steinberger, 1966; Steinberger ef
al., 1969; Steinberger & Steinberger, 1970, Steinberger ef al., 1970; Mather, 1980;
Blaner ez al., 1987; Huang ef al., 1989; Rajan ef af., 1990; Van Pelt & Rooij, 1991).
No caso da vitamina A (retinoides), seu envolvimento acontece ao nivel de regulagio

da proliferagdo ¢ da diferenciagfio (Blomhoff er «f., 1990).
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Com relagdo a regulagdo autdcrina as células de Sertoli, estas respondem a
testosterona ¢ as prostaglandinas secretadas pelas células de Leydig. As células de
Leydig, por sua vez, respondem a gonadotrofinas ¢ prostaglandinas, além de produzir
estrogenos a partir da testosterona, ativando a sccregdo de ABP (Steinberger &
Steinberger, 1970; Toppari ¢t /,, 1989). Recentemente foi proposto que as células de
Leydig podem ser induzidas a produzir testosterona devido a acio de fatores ainda
ndo determinados, modulados por FSH ¢ secretados pelos tabulos seminiferos
(MacFarlene e al., 1994). Sio produzidas pelas células de Sertoli transferina,
ceruloplasmina ¢ ativador de plasminogénio. O ativador de plasminogénio pode estar
envolvido em diferentes fungdes como a liberagiio de cspermatdcitos em  pré-
leptéteno (Russell, 1977b), restruturagio do epitélio seminifero (Lacroix et al., 1977),
proteclise, fagocitose de corpos residuais ¢ espermiagio (Vihko ef af., 1984). Outras
fungbes das cclulas de Sertoli, mas dependentes de FSH, incluem proliferagio das
espermatogonias, maturagdo final das espermatides ¢ desencadeamento do processo

de meiosce (Kangasniemi ef «l., 1990a).
L.10. Estudo da espermatogénese in vitro

A espermatogénese ¢ um processo complexo envolvendo interagdes celulares
especificas ¢ pode ser vista como amplo campo de estudos cnvolvendo agdo
hormonal, meiose, cxpressdo génica, morfogénesc ¢ diferenciagio, entre outros.

A id¢ia de individualizagdo do processo espermatogénico através da aplicagio
de sistemas d¢ cultura mostra-se atracnte quando consideramos o isolamento de
fatores externos indesejaveis que dificultam ou confundem a andlise dos resultados
obtidos com experimentos in vivo. A redugdo no tempo do experimento, diminuicio
dos cuslos ¢ objetividade dos resultados constituem algumas das vantagens dos
sislemas de cultura. B possivel a descrigiio do  processo  cspermatogénico, o
entendimento de suas fases ¢ rclagdes morfoldgicas ¢ bioquimicas ¢ estudos
especificos de agentes externos como para estudos toxicologicos (Abé, 1987).

No entanto, por ser um processo complexo, dependente de diversos fatores
externos ¢ interagdes celulares, ¢ susceptivel a alteragdes cstruturais ¢ de scus
componentes. O sistema de cultura implica cm extensa perturbacgdo estrutural e uma

condigdio artificial, sendo necessdria interpretacio cuidadosa dos resultados obtidos
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através desta técnica, E indispensavel a confirmagio dos resultados com testes
realizados in vivo,

A inteng@o ao se aplicar qualquer sistema de cultura ¢ de reproduzir da melhor
mancira possivel as condigdes encontradas no organismo, para o sucesso da técnica. E
fundamental que se cstabelega as diferencas entre 0s sistemas in vivo ¢ in vitro para
que seja possivel relacionar estrutura e fungfio a partir das possibilidades apresentadas
pelo sistema de cultura (Russell & Steinberger, 1989). As condigdes oferecidas na
cultura devem permitir que as células em questdio s¢ acomodem a esta nova situagio,
evitando o maximo possivel de degencrago celular (Seidl & Holstein, 1990).

A primeira tentativa de cultura primdria de gdnodas masculinas de mamiferos
foi realizada por Champy (1920) que utilizou testiculos de coelhos embrionarios ¢
adultos, mas as células germinais desapareciam.

As técnicas de culturas espermatogénicas foram se aprimorando na tentativa
de reduzir as perturbagdes introduzidas ¢ de fornecer as condigdes para o
desenvolvimento das células envolvidas (Abé, 1987).

A cultura de células isoladas representa um sistema que, apesar de envolver
um alto grau de desorganizagdio estrutural, possibilita o controle das condigdes
nutricionais de um tipo celular especifico, bem como a ampliagio in vifro de
determinada populagdo celular. Ha facilidade de obtengdo dos nutrientes oferecidos
atraves do meio de cultura pelo contato direto das células. A técnica de cultura de
células pode ser empregada para o estudo da resposta celular a a¢do de hormdnios ou
proteinas, podendo-se estudar mais objetivamente respostas metabdlicas que mediam
a interagdo entre os diferentes tipos celulares do epitélio seminifero, agentes toxicos
ou condigdes do meio (como variagdes de temperatura). Esta técnica de cultura
dirccionada para a cspermatogénese cmprega principalmente células de Leydig
(Mather, 1980; Mather er al., 1982; Mather, 1984; Centol ¢/ a/., 1988) ¢ células de
Sertoli (Lacroix ef «l., 1977, Welch ef «f., 1979; Mather, 1980; Mather ef «l., 1982;
Mather, 1984; Anthony & Skinner, 1989; Russcll & Steinberger, 1989; Davis ef af.,
1990; Handelsman ef «f., 1990; Faraonio ¢f /., 1993). Para a cultura de células de
Sertoli for desenvolvido um método de duas cidmaras que permite o crescimento
cclular em monocamada aproximando-se a tal ponto das condi¢Bes in vitro que é
possivel reproduzir a formacdo da barrcira hemato-testicular (Janecki ef af., 1992).

Pode ser realizada também cultura de células midides (Tung & Fritz, 1990).
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Outra técnica empregada € a de co-cultura de células. A espermatogénese ¢
um processo que envolve diferentes interagBes celulares, ¢ assim muitas respostas
celulares estdo relacionadas a mais de um tipo celular. Sdo realizadas co-culturas de
células de Sertoli e células midides (Tung & Fritz, 1986; Sang el al., 1990,;
Raychowdhury er a/., 1993), células de Sertoli ¢ células de Leydig (Lejeune et af.,
1993) e de células de Sertoli ¢ células germinativas (Fujisawa ef al., 1992).

Na tentativa de se manter a integridade estrutural durante a cultura pode-se
optar pela técnica de cultura de drgdos. Neste sistema pequenos fragmentos de
testiculo sdo cultivados em meio de cultura especifico. Além das relagdes estruturais
entre 0s clementos germinativos, também sdo mantidos os clementos intersticiais,
fundamentais para a regulagido hormonal. Mesmo cultivando pequenos fragmentos de
testiculo, a estruturagdo tridimensional do érgdo dificulta a difusio de nutricnics por
todo o cxplante, principalmente nas areas centrais. Mas csta técnica permitc uma
avaliagdo mais ampla das respostas celulares se comparada & cultura de células,
justamente por manter todas as relagdes cstruturais presentes no organismo do animal,
A complementagdo do meio de cultura deve ser rigorosa de forma a Suprir as
alteragdes causadas ao explante pela téenica da cultura, evitando a degeneragio
cclular (Steinberger & Steinberger, 1966; 1969; Boitani ef af., 1993).

Uma variagdo da (écnica de cultura de 6rgdos ¢ a cultura de fragmentos de
tibulos seminiferos. Nesta técnica sio mantidas as relagdes estruturais entre as
cClulas germinativas, as cclulas suporte (Scrtoli) ¢ as células da parede do tabulo
seminifero (midides). As dimensdes dos fragmentos empregados sio reduzidas em
relagdio a fragmentos de testiculo, facilitando a nutrigdo das células encontradas no
intcrior dos tibulos seminiferos (Percz-Ramircz & Castells, 1991). Para o
acompanhamento dos fragmentos em cultura pode ser utilizada a técnica de
transituminagdo (Parvinen & Vanha-Pertula, 1972) ou microscopia de fase,
permitindo a andlise dos materiais a fresco, sendo que fragmentos de testiculos
requerem teécenicas histoldgicas para seu acompanhamento (Abé, 1987). Na técnica de
transilumina¢@o o material ¢ observado ao microscopio invertido, possibilitando a
analise dos tipos celulares presentes por diferencas de absorgio de luz,
principalmente no caso das espermatides devido ao grau de condensagdo nuclear que
estas cclulas exibem. J4 o microscopio de fase permite observar as diferencas de

indice de refracdo entre o material observado e o0 meio em que este estd embebido.
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Pelo fato da téenica de cultura de tibulos seminiferos manter as relagdes
estruturais, csta permite o acompanhamento do processo da cspermatogénese, desde
que a cultura seja realizada com sucesso. Novamente ¢ fundamental a
complementacio nutricional do mcio de cultura para o bom desenvolvimento celular,

evitando degeneracdes (Abé¢, 1987).
L.11. Cultura de¢ tibulos seminiferos

Ellingson & Yao (1970) cultivaram pedagos de tdbulos seminiferos de
hamster Chings, conscguindo observar a divisdo meidtica dos espermatdcitos num
periodo de até 72 horas.

Para quc s¢ja possivel o acompanhamento do desenvolvimento ¢ difcrenciagio
celular ¢ necessdrio que sejam empregadas téenicas que permitam a identificag@io dos
tipos celularcs em cultura desde o seu inicio, Para isto podem ser usados
testiculos de animais que sofreram criptorquidismo, resultando na presenga de apenas
cspermatogdnias tipo A nos tubulos seminiferos, uma vez que todos os outros tipos
celulares ndo resistem a csta condigio (Abé, 1987). Outra forma de controle do
processo da cspermatogénese ¢ feita por meio de autoradiografia (Ghatnekar ef of,,
1974; Curtis, 1981; Parvinen ¢f al., 1983).

Também  pode-s¢  irradiar o thbulo com raio-X, eliminando as
espermatogénias (Vihko ef al., 1984). E possivel estudar a relagdo entre as diferentes
populagdes cclularcs presentes ou restantes no tabulo. A medida em que a
cspermatogénesc ¢ rctomada lemos populagdes sc restabelecendo, assim como as
interacOes ontre estas ¢ as células de Sertoli (Kangasniemi ef al., 1990a).

Um método mais simples de se determinar se houve diferenciagio ¢ qual sua
extensdo, além de permitir a escotha de determinado estagio do ciclo celular para o
acompanhamento pode scr rcalizado através da identificagio dos cstigios da
espermatogénese por transiluminagdo. Cada cstagio do ciclo scminifero possui
caracteristicas de absorg@io de luz, além de outras, que permitem sua identificagfio
(Parvinen & Vanha-Pertula, 1972). Como cada cstagio apresenta interagdes celularcs
caracteristicas ¢ metabolismo especifico ¢ possivel estudar o cfeito de uma substincia

em cada um deles (Kangasniemi ef of., 1990b).
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Foram obtidos resultados encorajadores com a técnica de cultura de tGbulos
seminiferos apesar das dificuldades da técnica (Seidl & Holstein, 1990). E o caso do
trabalho de Parvinen ¢ colaboradores (1983) que observaram diferenciagio do estdgio
XIII, chegando 4 espermatide. Este estudo também traz outro dado i mportante quando
relata que para a diferenciagdo deste estagio a Iiltilizag:ﬁo de horménios no meio de
cultura ndo t8m influencia alguma, simplificando bastante a técnica. Em oposigio
temos o exemplo da cultura de segmentos do estagio VIII que requer complementagio
com FSH e do estigio VI que requer complementagdo com testosterona, FSH,
insulina e acido retindico.

A aplicagio de hormodnios a cultura substituindo o soro fetal bovino,
comumente utilizado como suplemento hormonal aos meios de cultura, vem sendo
amplamente investigada apos a primeira tentativa realizada por Trowell (1959)
(Steinberger & Steinberger, 1966; 1969 Steinberger ef al., 1970; Hayashi & Sato,
1976, Lacroix et al., 1977: 1981; Mather er al., 1982; Parvinen e/ al., 1983; Toppari
el al., 1986; Kangasniemi cf al., 1990ab; Seidl & Holstein, 1990; Boitani ef al.,
1993). A cultura livie de soro complementada com horménios ¢ outros nutrientes
especificos permite a avaliacio mais corrota da acdo destas substincias sobre o
material. Quando complementamos com o 0ro ndo cstamos reproduzindo a mesma
situacdo encontrada in vivo.

No caso dos tibulos seminiferos, o meio circundante ¢ bastante seletivo, a
presenga do soro acaba por ativar populagdes celulares inespecificas, como células
midides, sendo csta condicio nem sempre descjada. A dificuldade do emprego da
téenica de complementaciio ocorre devido a complexidade de fatores que agem sobre
as c¢lulas em estudo (Maurer, 1986).

Outro trabalho bem sucedido utilizando cultura de tabulos seminiferos
permitiu a observagdo dé atividade biosintética das células em cultura, sendo que o
acompanhamento da sintese de polipeptideos se bascou cm autoradiografia (Percz-

Ramirez & Castells, 199] ).
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L12. Toxicidade de metais pesados, com énfase para o efeito do cadmio sobre o

testiculo

Com a expansio industrial, houve a nécessidade da exploragdo de certos
metais como matéria-prima em processos de refinaria e metalurgia. Desta forma,
mesmo metais raros presentes em baixissima concentragio no meio ambicnte tal
como cadmio, que ¢ o 67° clemento em abundincia na crosta terrestre, com 0.1 -
0.2ppm, passaram a scr explorados € expostos ao ambicnie com mais frequiéneia,
Com o aumento das concentragdes que estes metais atingem no meio ambiente,
devido a sua exploragdo, aumenta a probabilidade de cxposigdo de diferentes formas
de vida a estes metais (Waalkes e/ al., 1992a).

As fontes de exposigdo do homem a cstes metais ndo se restringem s areas
industriais, que sdo as principais fontes de contaminagdo, onde pode ocorrer contato
direto dos metais com os trabalhadores. Através da contaminagio ambiental estes
mctais atingem as mais diversas populagdes, mesmo aqueclas que ndo tém contato
direto com as éreas industriais. Os residuos industriais de processos de refinaria e
metalurgia, que sdo muito pouco reciclados, bem como a utilizagdo de combustiveis
fosseis, incineragdo de lixo municipal e o uso de certos fertilizantes agricolas, causam
contaminagdo do solo, ar e agua. A longa meia-vida destes metais faz com que estes
s¢ acumulem também em plantas ¢ animais. Sabe-se que as plantas tém grande
capacidade de acumular metais, podendo ser uma porta de entrada para a cadeia
alimentar. Carne bovina, peixes e frutos do mar sio importantes fontes de
contaminag@io. Os produtos industriais que possuem metais em sua composicio
constituem outra fonte de contato, apesar de menos significativa (Waalkes ef of.,
1992a).

Esta preocupagio com relagdo ao contato do homem com estes metais se deve
ao fato dos metais pesados constituirem uma classe emergente de carcindgenos
(Waalkes er al, 1992a), entre outros efecitos tOxicos que provocam, como a
teratogénese (Earl & Theodore, 1979). As indistrias tém tomado medidas de prote¢io
nos Ultimos 10-15 anos contra a contaminagfio de seus trabalhadores por metais
(Fishbein, 1981), mas a poluigdo ambiental ¢ uma fonte importante de contaminacio

humana (Waalkes e/ af., 1992a, b).
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Alguns metais sdo necessarios para o metabolismo normal das células. Sdo os
metais essenciais, como zinco, crémio, cobre ¢ ferro. De aproximadamente 80 metais
conhecidos, pelo menos 20 possuem potencialidade toxica, Mesmo os metais
cssenciais, cm casos dec absorgdo cxcessiva, podem fonar-se toxicos, pois ha
capacidade limitada de armazenamento destes no organismo.

Nao se¢ sabe ao certo qual o mecanismo de acdo toxica dos metais. Por serem
moléculas simples, em geral ndo necessitam de ativagfio, ou seja, as proprias formas
idnicas seriam reativas. Isto nfio significa que scu mecanismo de agdo seja simples
(Jennette, 1981).

A seguir sdo citadas algumas das caracteristicas da toxicidade dos metais.

A concentragdo dos metais no organismo ¢ um fator primordial de sua acfo,
dai a preocupagéo com o acumulo ao longo dec anos de exposigdo (Gunn & Gould,
1970; Waalkes et al., 1992a, b).

Existe uma relagdo entre toxicidade ¢ a espécie ou mesmo a linhagem animal
atingida (Gunn & Gould, 1970; Waalkes ¢/ /., 1992a, b).

Outra caracteristica ¢ a resposta especifica de cada drgdo ou tecido ao metal.
Existe relagdo com a concentragdo local do metal ou com a forma de exposic¢do ao
metal, como através do contato com a pele, ingestdo ou inalagdo. Esta caracteristica
esta ligada & capacidade de captagdo do metal pelas células em questdo (Oldereid ef
al., 1993} e a susceptibilidade dos 6rgios ¢ tecidos afetados (Waalkes et al., 1992a).
Existem mecanismos de protegiio do organismo contra os efeitos t6xicos dos metais,
como por cxemplo a cxisténeia de proteinas capazes de sc ligarem aos metais, as
quais participam das vias metabolicas dos mesmos. Estas protefnas sio capazes de
seqilestrar metais e bloquear sua a¢io. A metalotioning é uma proteina que possui
afinidade por cadmio. Em 6rgfos onde esta proteina esta ausente, como no testiculo e
na préstata, ha maior susceptibilidade a toxicidade deste metal (De et al., 1991).

A interagdo entre metais, por sinergismo ou antagonismo, também constitui
uma caracteristica de sua toxicidade (Nordberg & Andersen, 1981: Waalkes er al.,
1992a, b). Este fenbmeno acontece preferencialmente com metais de propriedades
fisico-quimicas semelhantes, como ¢ o caso do cadmio ¢ do zinco. Em geral estes
dois metais sdo encontrados na naturcza associados, na propor¢do de 1:445 (Earl &
Theodore, 1979). O zinco ¢ um metal essencial e o cadmio constitui um toxico em

potencial. Estes dois metais podem atuar de forma competitiva, com relagdo aos sitios
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de ligagdo, © que caracteriza antagonismo. Mas em determinadas situagdes pode
haver cooperagio, de forma que o zinco amplia o cfeito toxico do cadmio, ocorrendo
sinergismo (Wahba ¢ a/,,1990; Kaji et o/, 1993). Além deste exemplo existem virias
possibilidades de intcragdo entre metais de naturcza semclhante (Nordberg &
Andersen, 1981, Waalkes ef af., 1992a). |

Nao ¢ conhecido 0 mecanismo de agfio dos metais toxicos. Pode Ser que estes
metais s¢ aproveitem das vias metabdlicas utilizadas pelos metais essenciais, como os
mecanismos de transporte ¢ os sitios de ligagdio (Nordberg, 1988). Neste caso nem
mesmo os mecanismos de defesa do organismo sdo capazes de reconhecer o metal
toxico (Jennette, 1981).

O mecanismo de agdo parece seguir uma via comum, através de duas formas
basicas: genotdxica e ndo genotoxica. No primeiro caso sua agdo ¢ dircta sobre o
DNA, seja através de danos ou alteracdes, podendo incluir a agio de enzimas de
reparo (Rossman, 1981; Zakour e/ a/_, 1981). Quando sua agdo ndo esta diretamente
relacionada a0 genoma pode incluir processos imunossupressivos ou toxicidade
cronica, neste caso induzindo indiretamente a formagdo de tumores (Waalkes ef u/,
1992a).

A relativa falta de informagdes sobre a agdo dos metais em geral, pode ser
entendida a partir das dificuldades do estudo de scus efcitos sobre o organismo
(Waalkes e/ al., 1992a). Podemos comegar pela dificuldade em se estabelecer as
condigdes de exposigio, ja que fontes provaveis de contaminagdo podem ser variadas.
O efeito interativo entre os metais, dificultando ainda mais o estabelecimento destas
condiges, também prejudica a analise dos resultados obtidos. Além disso temos que
considerar a especificidade de agdo dos metais com relagdo ao tecido, orgdo, espécic
animal, linhagem ¢ individuo (Waalkes et af., 1992a) ¢ ainda situagdes em que o
efeito toxico dos metais pode ser revertido com a mteragdo com outros metais
(Nordberg & Andersen, 1981; Waalkes e/ af., 1991;1992a).

Por estes fatores pode-sc compreender a dificuldade das andlises dos dados
obtidos em seres humanos, onde nenhuma destas condigBes podc ser estabelecida
com precisdo (Oldereid ef «/., 1993). No entanto, alguns metais sdo reconhecidamente
carcindgenos para seres humanos, como o arsénio, o crémio ¢ o niquel (Waalkes et
al., 1991). Apesar da especificidade de acio dos metais em relagdo a espécie, as

dificuldades envolvendo scu estudo em seres humanos levam ao emprego de
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experimentos com animais de laboratorio para testes de carcinogenos em potencial,
podendo estes oferecer maior disponibilidade, redugdo de tempo e de custos de
experimentagdo (Nordberg, 1988).

Resultados consistentes em laboratério podem levar ao entendimento das
condigdes naturais de exposi¢do e do mecanism6 de toxicidade. No entanto, as vias
de aplicag8o em laboratorio sfo invariavelmente artificiais, sendo que por si $6
podem constituir uma patologia (Waalkes ef o/, 1992a). Além da via de aplicagdo, a
concentragdo utilizada também ¢ artificial. Em geral sdo poucas aplicagGes de altas
doses do metal, ¢ na natureza, o contato ocorre através de pequenas doses ao longo de
anos (Waalkes ef af., 1992a,b). Mesmo assim os modelos animais servem como um
dado adicional da aciio destes carcinégenos (Nordberg , 1988; Waalkes ef al.,
1991,1992a).

Uma alternativa para o estudo da acdo especifica dos metais de
mancira monitorada ¢ envolvendo tecidos e células especificas ¢ o estudo in vitro
através das técnicas de cuftura. Contudo, ndo podemos tomar este tipo de
experimento COMOo regra pois 0 mesmo possui uma séric de hmitagdes, comegando
pela falta de interagdo com mecanismos de protecio oferecidos pelo organismo
durante o metabolismo do metal, como os mecanismos fisicos estabelecidos pelo
organismo, por exemplo a barreira hemato-testicular (Dym & Fawcett, 1970; Ritzén
ef al., 1989) e hemato-cercbral (Walker & Coleman, 1995). Ha também mecanismos
de prote¢do metabolicos, como a desintoxicagio praticada pelo figado, por exemplo
através da presenca de proteinas como as metalotioninas. Por estes fatores, ¢ dificil se
identificar as concentragdes especificas a que determinada populagdo celular esta
exposta nas condigbes in vivo. Portanto, este tipo de experimento ndo pode ser
considerado sem o entendimento do conjunto de interagtes presentes no organismo
como um todo. Mas os estudos iz vitro tém a vantagem de serem rapidos, permitindo
que sc faga rastrcamento de carcindgenos em potencial. Também permitem a
identificagdo das formas ativas dos metais, quanto a toxicidade, uma vez que esta esta
relacionada com a forma fisica ¢ quimica do metal (Gunn & Gould, 1970; Lucis et
al., 1970; Sangalang & O’Halloran, 1973; Sirover, 1981; Espevik ef of., 1982; Suzuki
et al., 1989; Wahba er al.; 1990, Janecki er of, 1992, Waalkes ¢f al., 1992a; Von
Ziglinicky ef al., 1992).
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Dentre os metais conhecidos como carcindgenos em potencial para o homem
¢ presentes na natureza, muitas vezes como poluentes ambientats, o cadmio desperta
especial interesse. Este fato & justificado pela aciio toxica deste metal sobre os érgdos
reprodutores masculinos, afetando profundamente o processo de espermatogénese
(Gunn & Gould, 1970). As particularidades deste metal serdo descritas a seguir,

O cadmio € um dos elementos raros, Nio se conhece a fungdo deste metal no
metabolismo, mas sabe-se que ele ¢ capaz de produzir efeitos toxicos ¢, por ser pouco
excretado, ocorre seu actimulo no organismo (Lucis e @/, 1970; Earl & Theodore,
1979). Encontra-se na natureza na forma de depdsitos de sulfatos e 6xidos, sendo um
dos principais contaminantes do zinco (Waalkes ef /., 1992a).

As maiores fontes de contaminagio pelo cadmio sdo provocadas pelo homem
na industria, na agricultura, através de residuos e por seu uso deliberado, introduzindo
maiores concentragdes do metal no meio. Sua aplicagio na indistria é ampla. Pode
ser empregado em processos de galvanizagio, scrve de protegiio contra ferrugem, ¢é
encontrado em pigmentos (tintas, esmaltes ¢ plasticos), ¢ utilizado como estabilizante
de polivinil, em soldas (prata), cm ligas (cobre) ¢ em eletrodos de baterias Ni-Cd
(Waalkes ef al., 1992a, b).

A principal fonte de contaminagio do homem pelo cadmio ¢ através da cadeia
alimentar. A poluigio ambiental possibilita a entrada do cadmio nos diferentes
ecossistemas, onde este ¢ translocado ¢ acumulado, antes de haver contaminagdo
direta do homem pela dieta (Rader & Spaulding, 1979). Ocorre também €Xposicio
dircta nos locais de trabalho, mas as medidas de prevencgdo tem diminuido cste tipo de
contaminagdo (Fishbein, 1981).

O efeito carcinégeno ¢ teratogénico do cadmio em animais tem sido bastante
explorado (Nordberg, 1988; Farl & Theodore, 1979). Sua agdo ¢m scres humanos
também tem sido investigada (Oldereid ef uf., 1993).

A agdo citotéxica do cadmio cstd relacionada com sua afinidade por
grupamentos sulfato, por éxidos ¢ por ligantcs contendo nitrogénio. Também ¢ um
potente inibidor de sistcmas enzimaticos (Earl & Theodore, 1979; Von Ziglinicki er
al., 1992; Waalkes et al., 1992a).

Apesar da cadeia alimentar representar a principal via de contaminacgo,
apenas 5% do cddmio ingerido ¢ absorvido peto trato gastrointestinal (Waalkes ef af.,

1992b). No cntanto ¢ um metal cuja meia-vida ¢ de 25-30 anos (Nordberg, 1988) ¢
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sua excreqdo se faz em limites estreitos, sendo que qualquer absor¢do resulta em
acamulo ao longo dos anos (Earl & Theodore, 1979). Com o aumento do contato com
o cadmio causado pela expansdo industrial, uma pessoa absorve em média 2ug de
cadmio por dia. Os fumantes estio mais expostos a contaminagdo, devido ao acamulo
de cadmio nas plantas. Um cigarro contém 1 -'2Jug de cadmio (Lucis e/ al., 1970;
Waalkes ef al., 1992a).

Sabe-se que o cadmio se acumula em vérios orgdos, entre ¢les pulmio, rim,
bago, coragdo, timo, glindula salivar, masculo esquelético, epididimo, testiculo ¢
prostata. Entre 50 - 75% do cddmio absorvido tem como destino figado ¢ rins. Os
orgdos afetados estio diretamente relacionados com as vias de exposigdo. Estudos
envolvendo os efeitos toxicos do cadmio abrangem um grande nimero de populagdes
celulares e processos biolégicos. Alguns exemplos da toxicidade por cadmio sio:
inibigdo da ovulagdo (Saksena & Salmnsen, 1983), interferéncia nas juncdes celulares
de populagdes de células renais (Proziaeck & Lamar, 1993), redu¢do de viabilidade
dec macrofagos pulmonares (Waseem ef «,, 1993), inibigio da formagdo e da
reabsor¢do ossca (Ilwami & Moriyama, 1993).

Os primeiros detathes da toxicidade do cadmio nos testiculos de animais
foram revelados por Parizek & Zahor (1956). Quando injetado na forma de sal solavel
(CdCly) em uma unica dose parentcral, causa necrose testicular na maioria das
espécies de mamiferos estudada. O efeito do cadmio no testiculo ¢ dito seletivo, pois
dosagens muito baixas que ndo chegam a afetar outros orglos causam danos
testiculares. Para ratos ¢ camundongos doses de 10nM/Kg sdo capazes de provocar
este efeito (Gunn & Gould, 1970),

A necrose testicular causada por cadmio ¢ resultante de vérias alteragdes
morfologicas. Doses efetivas (20-40M/Kg) causam hiperemia nas primeiras horas
ap6s a administragdo. A permeabilidade aumenta chegando a ser massiva 2 horas
apos a aplicagdo. Sabe-se que o sistema vascular ¢ permedvel a vdrias substdncias,
inclusive de alto peso molecular. Normalmente a rede vascular age como barreira
seletiva, garantindo um balango de fluxo de substincias para o tecido intersticial.
Com o aumento da permeabilidade provocado pelo cadmio, a drenagem linfatica no
local torna-se nsuficiente, ocasionando turgescéncia ¢ aumento de massa testicular

(Gunn & Gould, 1970),
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A isquemia do testiculo ¢ entendida a partir da obstrucio vascular. Os fatores
sanglineos envolvidos na normalizagio do fluxo, como as plaquetas, cooperam para o
desequilibrio local, levando a coagulagdo intravascular massiva. Assim o fluxo
sangiiinco € retardado, hd aumento da viscosidade do sangue ¢ aglutinagdo de
eritrécitos, resultando na formacio de trombo (Aoki & Hoffer, 1978).

A especificidade de agdo do cadmio na rede vascular testicular {plexo
pampiniforme) pode ser entendida a partir de suas caracteristicas estruturais. A artéria
espermatica interna ¢ convoluta ¢ envolvida por veias para a manutengio da
temperatura testicular, resultando em fluxo sanglineo arterial néo-pulsativor. Este
efeito do cddmio sobre a rede vascular € portanto caracteristico de animais com
testiculo escrotal, sensivel a temperatura, com vascularizagdo do tipo artéria
espermatica interna e plexo pampiniforme (Aoki & Hofter, 1978).

Os efeitos sobre os clementos germinativos seriam resultantes das alteragdes
causadas pela isquemia testicular (Gunn & Gould, 1970; Espevik er al., 1982;
Waalkes ef al., 1992a).

Em relagdo aos elementos dos tibulos seminiferos observa-sc degeneragio
das células de Sertoli, diminui¢do no namero de espermatécitos ¢ cspermatides, bem
como aumento das aberracdes cromossdmicas em espermatocitos, sugerindo agiio do
cadmio sobre os microtabulos do fuso ou sobre ligaglo destes ao cinetécoro,
esfoliagdo intraluminal das células germinativas ¢ presenca de células gigantes
multinucleadas (Selypes ef af ., 1992),

Quando doses pequenas téfséo administradas (10-40uM/Kg), pode haver
regeneragdo dos tecidos de forma que 6 meses apés a administragiio ndo apareca
qualquer alteragdo histologica (Selypes ef af., 1992). O reparo também ¢ gradual.
Enquanto as partes centrais dos testiculos permanecem necrosadas, ocorre a reposicio
de vasos ¢ a migraglo de fibroblastos para a proximidade da tanica albuginea.
Mastdcitos migram para o tecido intersticial. Pode ocorrer, dependendo da dosagem,
deposigdo de tecido fibroso no intersticio ¢ nos tabulos seminiferos, levando a sua
calcificagdo. As células sobreviventes apos a administragio de cddmio podem
recuperar-se ¢ desenvolver tumores, principalmente as células de Leydig ¢ as células

de Sertoli (Gunn & Gould, 1970; Wahba e/ o/, 1990; Waalkes ef al., 1992a).
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A localizagio do cadmio no testiculo parece resiringir-se aos elementos ndo
germinativos (Gunn & Gould, 1970; Wahba ef af., 1990; Janecki er al., 1992;
Waalkes ef af., 1992a).

Varios fatores influcnciam na intensidade da resposta testicular ao cadmio,
Podemos comegar pelas dosagens administrédas. Dosagens entre 10-20uM/Kg
causam alteragdes testiculares, mas sio subletais. Nao parece haver variagio de
dosagens cfetivas entre espécies e linhagens diferentes (Gunn & Gould, 1970;
Waalkes e/ al., 1992a). Dosagens 4 ordens de grandeza abaixo desta apresentada, que
possui efeito mibitodrio e citotdxico, podem ser estimulatorias sobre a sintese de DNA
e 0 crescimento celular (Von Ziglinicki ¢f «f., 1992).

A rota de administragio do metal também deve ser considerada. A via
parenteral ¢ a mais rapida. Pode ser aplicado via oral ou por inalagdo também. Podem
ser realizadas aplicages dirctamente no testiculo ou via escrotal. Quando a aplicaciio
¢ feita diretamente no testiculo si0 necessarias dosagens maiores do que aquelas
empregadas em administragdo via parenteral para se obter o mesmo efeito (Gunn &
Gould, 1970; Waalkes et af., 1992a).

Como foi descrito anteriormente, a susceptibilidade aos efeitos do cadmio é
especifica até mesmo ao nivel de linhagem. A idade do animal também influencia na
sua resposta a0 metal, sendo vinculada a espécie em questdo. Os animais imaturos sio
menos susceptivels por ndo possuirem ainda receptores para o cadmio (Gunn &
Gould, 1970).

O cadmio e outros metais induzem a sintese de proteinas de captura, as
metalotioninas (MT). Estas protcinas tém a funcdo dc seqiestrar metais, atuando na
desintoxicagdo (Gunn & Gould, 1970; Lucis et al., 1970; Waalkes ¢t al., 1992a; Von
Ziglinicki ef al., 1992). A susceptibilidade de determinados 6rglos ou tecidos pode
estar relacionada a auséncia deste tipo de proteina (Shaik & Tewari, 1990).

As metalotioninas s3o proteinas induziveis em resposta a ions bivalentes,
sintetizadas no figado ¢ nos rins de mamiferos. Contém alto teor de cisteina (32%). O
pré-tratamento com zinco ou cadmio pode prevenir o cfeito téxico do cadmio nos
orglos que sintetizam metalotionina através de sua indugdo. A presenga de
metalotionina no testiculo € bastante discutida. A hi potese mais aceita ¢ de que no
testiculo ha outra proteina de captura do cadmio com caracteristica de peso molecular

¢ carga muito semelhantes as da metalotionina. No entanto esta proteina difere no
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contetdo de cisteina, que é bem menor. Por esta raziio esta proteina semelhante &
metalotionina tem menor afinidade por cddmio. Esta proteina cstd presentc nas
células de Leydig, de Sertoli e nas células germinativas. (Webb, 1975,; Nishimura ef
al., 1989). Apesar de ser induzivel por zinco e cadmio esta proteina semelhante &
metalotionina nio esta relacionada a resisténcia seletiva de determinadas linhagens ao
cadmio (Waalkes er «l., 1988),

Uma outra proteina, a glutationa, presente no testiculo, oferece protegiio
contra a agdo toxica do cddmio, podendo estar relacionada com a proliferacgiio,
diferenciagdo ou protegdo contra mutagdes induziveis. A glutationa protege os
testiculos da agdo oxidativa do cadmio, mas com menos eficiéncia do que a
metalotionina (Wahba ¢/ /., 1990).

Experimentos in vitro podem comprovar a aglio deste metal dirctamente sobre
o epit€lio seminifero ou as células de Leydig (Aoki & Hoffer, 1978; Wahba et «l.,
1990; Janecki er af., 1992). Janecki ¢ colaboradores (1992) descreveram as alteragdes
causadas pelo cadmio sobre as juncgdes das células de Sertoli, responsaveis pela
barreira hemato-testicular, como precedendo as alteragdes vasculares in vivo., As
células de Sertoli seriam o primeiro alvo do cadmio. Foram observadas alteragdes no
padrio de produgdo de¢ microfilamentos na regido basal das células de Sertoli,
correspondentes as jungdes entre clas (Hew er al., 1993). Nos experimentos in vivo é
dificil de se distinguir os efeitos provocados por iquemia testicular ou por acfio direta

do cadmio nos tabulos seminiferos ou células intersticiais (Aoki & Hoffer, 1978).
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1. OBJETIVOS

Considerando que este estudo teve como objetivo geral a padronizagdo das
condigdes para cultura de tabulos seminiferoé de ratos adultos, com o minimo
possivel de alteragGes na estrutura do epitélio seminifero, permitindo que fosse
testada a agdo do cadmio sobre neste sistema in vitro, os objetivo especificos foram:

1- Apnimorar as técnicas de manipulagio dos tibulos seminiferos para
minimizar 0s danos causados ao tecido;

2- Definir qual o meio de cultura que preserva melhor as carcteristicas do
epitélio seminifero;

3- Determinar qual € a ag8o do soro fetal bovino sobre os tibulos seminiferos
em cultura, testando diferentes concentragdes (15% e 30%);

4- Determinar qual ¢ a influéncia do horménio foliculo estimulante sobre os
tubulos seminiferos em cultura, testando diferentes concentragdes (0,1, 0,2, 0.4 ¢
0,8ug/ml);

5- Determinar qual o tempo ideal de cultura dos tibulos seminiferos para o
estudo toxicologico do cadmio;

6- Determinar qual é o efeito do cadmio sobre o epitélio seminifero numa
condigdo de sistema de cultura, em diferentes concentragdes (1, 10 e 100uM) e em
diferentes periodos de exposi¢do (1 hora - com cada concentragio diferente; 1, 2 ou 3

dias - 1TuM).
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L. MATERIAIS E METODOS

ITL.1. Animais

Os animais utilizados nestes experimentos foram ratos adultos da linhagem

Wistar com 3 a 5 meses de idade, criados no Biotério Central da Unicamp.

111.2. Coleta do material

Os animais foram sacrificados por traumatismo craniano cevitando-s¢ o uso de
agentes anesiesicos que poderiam interferir na cultura. O testiculo foi removido logo
apés a morte do animal em ambicnte asséptico. A coleta foi feita em meio de cultura,
HAM FI10 ou em solugdo tampio (PBS) com de antibidtico gentamicina na

concentragdo de 300 ug/ml.

IIL3. Isolamento dos titbulos seminiferos

O testiculo foi manipulado em capela de fluxo laminar na presenga de meio
HAMF10 ou PBS. Foi retirado a capsula externa ¢ 0s tabulos seminiferos foram
isolados, Cada segmento colocado em cultura com 2-3mm de comprimento foi
identificado por transiluminagdo segundo os critérios de Parvinen & Vanha-Pertula
(1972). Os segmentos foram lavados em meio de cultura com concentragio
decrescente de antibidtico para finalmente chegar em meio de cultura com
concentragdo de 100 pg/ml.

Nos ultimos experimentos (6 e 7), fol realizado o fechamento das
extremidades dos tabulos seminiferos, para impedir o fluxo intenso de células para
fora dos tibulos (Seidl & Holstein, 1990), A intensa extrusio de células foi um dos
fatores de perda de tdbulos langados em cultura, devido & impossibilidade de

prosseguir o seu processamento (Tabelal).
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{IL4, Cultura dos tabulos seminife ros

A cultura dos tabulos semini feros foi realizada em placas de 96 pogos, onde os
segmentos identificados permaneceram individualizados. O monitoramento da cultura
foi realizado em microscépio invertido (Zeiss) utilizando-se o padrio de
transiluminacio,

Foram aplicadas diferentes condigdes de cultura para padronizagdo desta
técnica (tabela 1, esquema 1).

Numa primeira fase, correspondendo aos experimentos 1,2, 3, 4 ¢ 5, a cultura
primaria foi mantida por periodos variando de 6-15 dias, como sugerido por Anthony
& Skinner (1989) ¢ por Scidl & Holstein (1990), sendo que as fixagdes foram
realizadas apenas no Gltimo dia de cultura, Foram cfetuadas trocas de meio a cada 2
ou 3 dias, como sugerido por Steinberger ¢ colaboradores (1969) e por Espevik ¢
colaboradores (1982). Como meio de cultura foi utilizado incialmente meio HAMF10
(Nutricell) com gentamicina (100 ug/ml), para evitar contaminagdes devido a intensa
manipulagdo dos tdbulos. Como complemento foi utilizado soro fetal bovino (SFB),
com concentragdes de 15% e 30%, e/ou horménio foliculo estimulante (FSH -
NIH,0FSH-514, Sigma), em concentragdes de 0,1,0,2,0,4 ¢0,8 ug/ml. Fste meio foi
determinado a partir de uma variagio do meio descrito por Parvinen ¢ colaboradores
(1983). Os primeiros experimentos foram realizados a temperatura ambiente,
variando entre 28,2°C ¢ 30°C, sendo que em seguida os experimentos foram
realizados e¢m cstufa de esterilizacdo, com temperatura estavel em 32°C, como
sugerido por Wright e colaboradores ( 1981),

Numa segunda fase, correspondendo aos cxperimentos 6 e 7, foi utilizado o
meio  de cultura descrito por Boitani e colaboradores  (1993), meio
HAMF10:DubelcoMEM  (viv) (Nutricell) contendo 100 png/ml de gentamicina,
15mM/ml HEPES, 1,2 ¢/l de bicarbonato de sodio, 1 g/l de soro albumina bovina
(BSA) e 0,1 mmol/l de 1-metil 3-isobutilxantina (MIX). Como complemento foi
empregado 0,4 pg/ml de FSH. As culturas foram mantidas por 6 dias, com froca de
meio a cada 2 dias. Foram realizadas fixagdes didrias dos tubulos em cultura. Os

experimentos foram realizados em estufa de cultura (002CB, Fanem), a uma
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temperatura de 32°C. Estas condigGes foram estabelecidas como condigOes ideais de
cultura. O perfodo de 3 dias foi determinado como o periodo ideal de cultura.
Durante a padronizagio ocorreu perda de tibulos seminiferos, determinada
pela diferenga entre a contagem dos fragmentos langados em cultura e do total de
fragmentos no final da fixagdo (Tabela 1). E:s,tas perdas estavam relacionadas &
extrusdo celular e as varias trocas de meio e solugles fixadoras durante o
processamento dos tubulos, A partir do experimento 6° experimento foram
alcangados baixos niveis de perda de fragmentos, ndo interferindo nas andlises dos

resultados.

Tabela 1: Condigdes de cultura aplicadas aos diferentes experimentos durante as
duas fases de padronizacio da técnica.,

Exp. | duragdo | fragmentagio condicdio perdas meio complemento temperatura
i 6 dias | meio de cultura 7 frascos 81% HAM F: 10 30% SFB 30°C
(84 fragmentos) {(ambiente)
2 6 dias | meio de cultura placa de 42,7% HAMF:10 15%S5FB 28,2°C
(96 fragmentos) cultura (ambiente)
3 15 dias | melo de cultura placa de 27% HAM F:10 15%SFB 28,4°C
(96 fragmentos) cultura {ambiente)
4e5| 8dias | meiodecultural placa de 46% HAMF:10 15%SFB elou 32°C
(96 fragmentos) cultura € FSH (0,1, 0,2, 0,4; (estufa)
40% 0,8ug/mlb)
6e7| 6dias PBs placa de 21.4% | HAM F:10/ | Hepes(15mM/ml) 32°C
(96 fragmentos) cultura e DMEM bicarbonato de (estufa)
2% sodio(1,2 /1),
BSA(1g/l),
MIX(0, I mM/1),
FSH(0,4pg/ml)
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Manipulacio
PBS

Meio
HAMF10
SFB30%
6 dias
30 °C
Meio
HAMF10
SFB 15%
6 dias
28,2 °C
Exp. 1 Exp. 2
Fixagédo Fixagdo
6° dia G° dia
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HAMF10
SFB 15%
FSH(ss)
Meio igdlaé
HAMF10
SFB 15%
15 dias
28,4 °C
Exp. 3 Exp4des
Fixacido Fixagdo
15° dia 8° dia

N\

Microscopia
de Luz

Esquema 1. Padronizagio das técnicas de cultura de tabulos seminiferos.
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TUBULOS SEMINIFEROS

|

Manipulagdo
PBS

|

Meio
HAMF10:.DMEM
FSH(0,4pg/ml)
Hepes(15SmM/ml}
bicarbonato(1,2g/1)
BSA (1g/)
MIX(0,1mM/1)
32°C

—

Cadmio 1uM Cadmiol0uM Cadmiol00uM -

/ \ |

Exposigéo Exposicio
direta 1 hora

l

Lavagem e cultura

|

Fixacdo
10, 2 O, 30

dias \ Microscopia de Luz

¢ Microscopia
Eletrénica de
varredura

Esquema 2. Aplicagdo de cddmio as culturas de tabulos seminiferos (Experimentos § ¢ 9).
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Para a aplicacdo de cddmio (CdC1, H,0, Riedel-De Haén A.(G) a cultura foi
mantida & condi¢lo determinada na segunda fase do processo de padronizagio da
tecnica (esquema 2). Durante a aplicagdo do cadmio, nos experimentos 8 ¢ 9, ndo foi
possivel 0 acompanhamento individual dos tibulos em placas de 96 pocos devido as
condigdes desta aplicagdo. Foram wtilizados -péquenos frascos de cultura contendo
varios fragmentos de tabulos seminiferos. As cuituras foram mantidas por 3 dias. De
acordo com o trabalho de Aoki & Hoffer (1978) este periodo € suficiente para o
estudo do cadmio, mesmo no sistema de cultura,

O cadmio foi testado em diferentes concentragdes: 1uM, 10uM e 100uM, de
acordo com as indicagdes de outros autores (Espevik et al., 1982; Wahba et al., 1990;
Janecki er al., 1992), O tempo de exposigio das culturas ao metal foi de 1 hora, de
acordo com a indicagdo de Wahba er a/., (1990), comegando logo apds o langamento
das culturas. Tanto a aplicagdio quanto a retirada do cadmio das culturas foi realizado
em capela, utilizando material estéril.

Apos a retirada do meio contendo cadmio, as culturas foram lavadas por 5
VEZEeS com meio para retirar qualquer residuo do metal,

Um outro grupo de tabulos seminiferos foi cultivado na presenga de cadmio a
1uM durante todo o tempo de cultura, 1, 2 ¢ 3 dias, como sugerido por Von Ziglinicki
¢ colaboradores (1992). Em paralelo foram mantidos tubulos seminiferos com as

mesmas condigdes ideais de cultura porém sem a cxposicdo ao cadmio,
HLS. Preparaciio para Microscopia Eletrénica de Transmissio (MET)

A observagiio do material envolveu técnicas para microscopia eletronica de
transmissdo (MET). Foram realizados cortes ultra-finos dos tabulos seminiferos, no
entanto, as dificuldades de preparagdo do material em cultura e de sua observagdo ao
microscopio cletrdnico de transmissdo, ndo permitiram a obtengiio de resulltados |
satisfatorios. Assim, segue uma descrigiio da metodologia aplicada para MET, apesar
de somente terem sido observados os cortes semi-finos, em microscopia de luz..

Todas as diluigdes dos fixadores, bem como as lavagens foram feitas em
tamp@o fosfato (0,1M), tendo sua osmolaridade regulada com sacarose ¢ fons de
calero {Glauert, 19735).
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O primeiro fixador foi o glutaraldeido 5% por duas horas, que atua
principalmente sobre proteinas e carboidratos. Para retirar o excesso de fixador foi
ferta lavagem em solug@o tampfo durante uma hora. Em seguida, para a fixacdo de
lipidios, o material foi submetido ao tratamento com tetréxido de osmio 1% (Glauert,
1973) por uma hora, este segundo tratamentc; visou um maior contraste para a
preparagdo. A lavagem final do material foi feita em adgua bidestilada.

O segundo passo da preparacgio corresponde 4 desidratagdo gradativa em
etanol durante duas horas. Os primeiros passos da desidratagdo, até a concentragiio de
95°, foram realizados em banho de gelo. Os passos posteriores foram feitos a
temperatura ambiente para evitar a condensacio de agua. As Ultimas passagens
(etanol-acetona ¢ acetona pura) visaram substituir o etanol por um solvente da resina
que serd usada para a incluséo,

O material permaneceu em solucdo acetona-resina (Epon 812) por 18 horas.
A incluso do material foi efetuada em Epon 812 (Luft, 1961),

- Os cortes semi-finos foram realizados no ultra-micrétomo LKB ultratome I11.
A espessura dos cortes foi avaliada através da coloragdo que exibem. Nos cortes semi-
finos ¢ a cor ¢ rosa-esverdeada, que equivale a espessura de aproximadamente 1pum.

Os cortes semi-finos foram depositados sobre laminas ¢ corados com azul de
toluidina 1% em solugdo de carbonato de sodio 0,5%. Usou-se araldite para a fixacéo
da laminula. As lAminas foram analisadas ao fotomicroscopio de luz (Zeiss MC63) ¢

as areas de mteresse foram fotografadas,
IIL6. Preparagio para Microscopia Eletrénica de Varredura (MEY)

Para microscopia eletrénica de varredura o material foi processado da mesma
forma que para microscopia eletrdnica de transmissdo, descrita no item IILS de
materiais ¢ métodos.

Apés todo o processo de fixagio ¢ desidratagdo do material, este foi
submetido ao tratamento de ponto critico (Balzers CPDO30), para evitar deformagdes
de sua estrutura durantc a evaporacdo do alcool empregado na desidratagdo. As
amostras foram metalizadas com ouro j& nos suportes, onde foram fixadas com o

auxilio de fita adesiva. Para a evaporacfio com ouro foi utilizado evaporador (Ytachi)
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e sputtering (Balzers SCD050). Os fragmentos de tabulos seminiferos preparados por

csta técnica foram obscrvados e fotografados em microscopio cletrdnico de varredura
(Jeol T300).
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IV. RESULTADOS

A seguir estdo descritos os resultados obtidos nas andlises dos tabulos
seminiferos antes de serem cultivados; dos experimentos 1,2,3, 4,5 6c¢7, que
constam da padronizagdo da cultura e dos experimentos § e 9, que constam do teste

da a¢o do cadmio sobre as culturas.

IV.1. Fragmentos analisados antes de serem cultivados.

Os experimentos realizados foram acompanhados da analise de fragmentos de
tubulos seminiferos fixados antes de screm langados em cultura, onde foram
observadas as alteragbes introduzidas pelas técnicas de manipulagio dos tibulos
seminiferos (FIGURAS 4, 5, 6, 7 ¢ 47). Estas alteragdes constaram principalmente de
desorganizagdo tecidual, caracterizada pelo aparecimento de espagos intercelulares
intratubulares, ¢ extrusdo de diferentes populagdes celulares. Com o aprimoramento
das técnicas de manipulagio, a extrusdo celular foi bastante diminuida, através de
leve esmagamento das extremidades tubulares, impedindo a saida das células. Mesmo
assim, ndo foi possivel conter o deslocamento das células de sua localizagfo original
no epitéhio seminifero em diregdo a0 1Gmen tubular (FIGURA 6),

As células de Sertoli mantiveram suas caracteristicas, inclusive de polaridade
(FIGURA 5). Foram observadas goticulas de lipidios pequenas principalmente no
citoplasma (FIGURA 7). A presenca destas goticulas, neste padrio de distribuigdo, &
uma caracteristica do tecido, sendo observadas em testiculos integros que nido
sofreram manipulagéo.

Também foram observadas células germinativas multinucleadas, inclusive
podendo ser identificadas entre as células que sofreram extrusio durante a
manipulagio dos tubulos. Eram predominantemente espermatécitos, que mantiveram

as pontes citoplasmaticas existentes entre si,
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IV.2, Experimento 1 (Meio HAMF10 / SFB 30%/ 6 dias de cultivo / 30°C)

Durante o processo de preparagio dos tibulos seminiferos para a cultura
ocorreu a  exteriorizagdo de células, que sc agruparam nas extremidades dos
fragmentos. Alguns tibulos foram perdidos devido & intensidade de extrusio que
ocorreu. A0 microscopio invertido estas células mantiveram aparéncia sauddvel
durante os 6 dias de cultivo.

As analises histoldgicas demonstraram desorganizagiio do epitélio seminifero,
caracterizada pela perda das relagdes estruturais entre os diferentes tipos celulares
presentes e auséncia de limen intratubular, As células de Sertoli ¢ as ¢spermatogdnias
mantiveram localizagdo preferencialmente periférica. Puderam ser obscrvados sinais
de degeneragio, como a presenga de residuos eelulares. Ocorreu a fragmentagio do
citoplasma de diferentes tipos celulares ¢ o aparecimento de pequenas goticulas de
lipidios distribuidas por todo o tecido, principalmente nos espagos intercelularcs
(FIGURA  8). Foi observada a despolarizacio das células dec Sertoli,
descaracterizando-as morfologicamente. Com relagdo a parede do tibulo observou-se
em alguns cortes 0 seu espessamento acompanhado de arredondamento nuclear das

células mioides.
IV.3. Experimento 2 (Meio HAMF10 / SFB 15% / 6 dias de cultivo / 28,2°C)

Durante a preparagdo para a cultura houve a cxteriorizacio de células de
diferentes tipos, mantendo aparéncia saudavel durante o. tempo de cultura,
acompanhada por transiluminagfo.

As analises histolégicas demonstraram sinais avancados de desorganizacio
tecidual. A presenga de espagos intercelulares ¢ a auséncia de 1amen demonstraram o
deslocamento celular ocorrido no epitélio seminifero. Como caracteristica de
degeneragdo foi marcante a presenga de grandes massas celularcs multinucleadas,
englobando diferentes tipos celulares. Foram observados residuos celulares, presentes
nos cspagos intercelulares. Também foi caracteristica a presenca de vacuolizagio
nuclear atingindo principalmente as populagdes germinativas (FIGURA 9). As

goticulas de lipidios encontradas eram pequenas ¢ pouco freqiientes, nio estando
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restritas apenas aos citoplasmas celulares. Em algumas regides foi observado um

ligeiro espessamento da parede tubular
IV.4, Experimento 3 (Meio HAMF 10/ SFB 15%/ 15 dias de cultivo / 28,400)

Na preparagdo dos thbulos ocorreu a exteriorizagdio de varias células, que
mantiveram aparéncia saudavel durante o periodo de cultura. Algumas das células
exteriorizadas desenvolveram um aspecto caracteristico de células fibroblasticas,
apresentando expansdes citoplasmaticas ¢ nucleo arredondado. Estas células
apareceram aderidas ao fundo da placa, a partir do décimo dia de cultura.

O mterior dos tibulos apresentou aumento de densidade, sendo pouco
freqiicntes os espagos intercelulares. Muitas vezes foram observadas células midides
ou mesmo componentes da parede tubular invaginando em diregiio ao Himen do
tabulo (FIGURA 10). A caracteristica mals marcantc neste cxperimento refere-se ao
espessamento exagerado da parede tubular, juntamente com o arredondamento
nuclear apresentado pelas células midides, em padrio semelhante ao observado na
FIGURA 12.

A desorganizagdo também foi caracleristica podendo ser observado o
completo deslocamento das células de sua localizagdo no epitélio seminifero, Os

sinais de degeneraglo ndo foram percebidos claramente devido ao aspecto de

densidade dos tubulos ¢ a presencga de material colagénico. em seu .interior. As. . ..

goticulas de lipidios eram pequenas ¢ frequentes, localizadas nos €spagos
intercelulares. Os citoplasmas celulares nem sempre foram delimitados, sendo

freqlientes os residuos celulares (FIGURA 10).

IV.5. Experimentos 4 ¢ 5 (Meio HAMF10 / SFB 15% e/ou FSH 0,1;0,2;0,4;0,8ug/ml

/ 8 dias de cultivo / 32°C)

As condi¢des empregadas nestes dois experimentos foram as mesmas,
permitindo a analise conjunta dos dados, sendo particularidades de cada experimento
devidamente comentadas abaixo, sem distingdio de figuras.

O padrio de transiluminag¢@o caracterizou o aspecto saudével das células

extertorizadas durante os 8 dias de cultura, em qualquer dos tratamentos aplicados.
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Parte do experimento, realizado apenas em meio de cultura, apresentou
desorganizagdo do epitélio seminifero, com a presenga de espagos intercelulares ¢ o
destocamento dos diferentes tipos de células. Foram observados sinais de
degeneragdo por todo o tecido, como a presenga de células multinucleadas, apesar de
ndo constituirem uma presenca constante. A p:resema de vacuolizagdo nuclear ¢
citoplasmatica eram caracteristicas deste tratamento. As goticulas de lipidios eram
pouco frequientes mas relativamente grandes. A parede tubular apresentou-se normal,
ndo sendo comum o arredondamento nuclear das células midides (FIGURA 11).

A presenga de soro fetal bovino no meio de cultura (15%) provocou o
espessamento da parede tubular ¢ o arredondamento nuclear das células midides. Q
interior dos tubulos apresentou aspecto de densidade. Os espagos intercelulares foram
pouco freqiientes, Foi obscrvada a invaginag3io da parcde tubular em varios pontos
(FIGURAS 12, 14, 16 ¢ 18). As goticulas de lipidios cram pequenas ¢ freqlientes
(FIGURAS 13 ¢ 20). Os sinais de degeneragéio incluiram as células multinucleadas
(FIGURA 12) ¢ a presenga de residuos celulares, em geral acompanhados de
vacuolizaglio citoplasmdtica (FIGURAS 11, 16 ¢ 20).

A presenga de FSH no meio de cultura diminuiu a freqiiéneia com que
apareceram os sinais de degeneragdo celular. A desorganizagfio do tecido foi mantida
constante, com a presenga dos espacos intercelulares € o deslocamento das diferentes
populagbes celulares do epitelio seminifero, As paredes dos tubulos apareceram
integras ¢ em geral ndo demonstraram sinais de espessamento (FIGURAS 15¢ 17). A
aplicagdio de diferentes concentragdes do horménio ndo pareceu causar alteragdes
significativas na manuten¢do do tecido. O padrio de distribui¢do das goticulas de
lipidios foi de pouca freqiiéncia de goticulas grandes (FIGURAS 15, 19 e 21). As
células multinucleadas foram menos freqiientes (FIGURA 21). Foram encontrados
residuos celulares (FIGURA 19 ¢ 22) e em alguns cortes foram observados sinais de
vacuolizagdo nuclear (FIGURAS 19 e 20). De maneira geral a maior concentragio de
FSH testada (0,8ug/ml) introduziu maiores alteragdes no sentido de degeneragdo

celular, inclusive alteragdes das paredes (FIGURAS 21 ¢ 22).
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IV.6. Experimentos 6 ¢ 7 (Meio HAMF10:DMEM / Hepes / bicarbonato de sodio /
BSA /MIX / FSH 0,4ug/ml/ 6 dias de cullivo- fixagdes diarias /32”(3_)

Estes 2 experimentos foram realizados sob exatamente as mesmas condicdes
de cultura e fixagdo. Desta forma sua descrig:éo serd realizada em conjunto, sem
distingdo de figuras.

A proporgdo de extrusdo celular diminuiu sensivelmente em relagdo aos
experimentos anteriores, tanto durante a preparacio quanto durante a cultura. Esta
alteracdo pode estar relacionada ao uso de PBS durante a fragmentagdo dos tabulos.
Mesmo diminuindo muito, o grau de extrusio celular o aspecto de descamacdo das
células cm diregdo ao lumen tubular foi mantido. As células presentes no meio de
cultura mantiveram aspecto sauddvel durante os 6 dias do experimento, bem como os
tubulos analisados por transiluminagéo.

As obscrvagdes histologicas demonstraram que a partir dos primeiros dias de
cultura as alteragdes introduzidas pelas técnicas de manipulagio causaram
perturbagdes no tecido, tanto no sentido de desorganizagio quanto no sentido de
degeneragldo celular. A principal caracteristica relacionou-se ao deslocamento de
diferentes tipos celulares de sua localizagdo original no epitélio germinativo. Ja no
primeiro dia de cultura foi observado o inicio da vacuolizagdo nuclear (FIGURA 23),
que sc manteve ao longo da cultura (FIGURAS 29, 32 ¢ 34). A presenca de células
multinucleadas ao longo do experimento foi considerada como uma caracteristica
(FIGURAS 23, 24 ¢ 26), no entanto, com a progressdo da cultura foram encontradas
grandes massas celulares multinucleadas. A partir do quarto dia de cultura a presenga
das células multinucleadas foi marcante, caracterizando a cvolugdo dos sinais
degenerativos (FIGURAS 29 ¢ 33). Com a progressdo da cultura houve aumento da
quantidade das goticulas de lipidios presentes no tecido. Scu grau de condensagio foi
crescente (FIGURAS 24, 31 ¢ 34). Foram cncontrados espacos intercelulares
intratubulares ao longo de todo o periodo de cultura, independente do tratamento
(FIGURAS 23, 24 ¢ 34).

Foram detectados residuos celulares cada vez mais abundantes no decorrer da
cultura (FIGURAS 28, 33 ¢ 34). A sua distribuicdo acompanhou o aparecimento de
vacuolizagio citoplasmatica, a partir do terceiro dia de cultura (FIGURA 28 ¢ 30).

Também foi observado o aparecimento de inclusdes citoplasmaticas, principalmente a



43

partir do terceiro dia de cultura (FIGURAS 27 e 28). A parede dos tabulos manteve
seu aspecto normal nos primeiros dias de cultura, sem que OCOrTesse espessamento ou
fragilizag8o excessiva (FIGURAS 25 e 29). Com o decorrer da cultura, a partir do
quarto dia, este aspecto ndo foi mantido, sendo freqlientes dreas de rompimento ou
adelgacaimento da parede (FIGURA 30 e 32), |
A degencragiio foi progressiva. As espermatides foram encontradas em
grandes quantidades na maioria dos cortes analisados (FIGURAS 30 e 31). A auséneia
de espermatides nos cortes ndo significou que houve degencragio das células, mas
sim que © corte analisado continha um estdgio do ciclo seminifero no qual estas
células ndio estlo presentes (FIGURAS 25, 27 ¢ 28). A descaracterizaclio morfolégica
das células de Sertoli, arredondamento nuclear ¢ contraciio citoplasmadtica, foi
observada a partir do segundo dia de cultura (FIGURAS 25, 29 ¢ 33).
| A presenca do FSH diminuiu o grau e a freqiiéncia dos sinais de degeneragio
descritos, retardando o aparecimento destes sinais (FIGURAS 24, 26, 28, 30, 32 ¢ 34).
As observagbes ao microscopio de varredura comprovaram as éiterm;ﬁes
introduzidas pela manipula¢do dos tabulos, principalmente o aspecto de extrusdo
celular que foi observado nos fragmentos ndo cultivados (FIGURA 47). Este padrdo
de extrusdo se manteve ao longo da cultura (FIGURA 49). Em algumas preparagdes
forain observados cs;;érmatozéides (FIGURAS 48, 49 ¢ 50), mas isto ndo constituiu
uma regra, dependendo do estagio do ciclo seminifero em questio (FIGURAS 51, 52,
53 ¢ 54). A desorganizagio foi comprovada em todas as prepara¢6es sendo observado
o deslocamento das células em direcio ao lumen tubular, com a conseqiiente
ocupacio deste, ¢ o aparecimento de grandes espagos (FIGURAS 52 e 53). As
paredes dos tibulos mantiveram aparéncia normal nos primeiros dias de cultura,
sendo seu aspecto liso e continuo (FIGURAS 48 e 49). Com o decorrer da cultura seu
aspecto se tornou rugoso ¢ fragilizado, sendo constantes os pontos de rompimento
(FIGURAS 52, 53 ¢ 54). Nos primeiros dias de cullura as células apresentaram
contornos definidos, com a superficie lisa ¢ arredondada (FIGURAS 50 ¢ 51). A partir
do quarto dia de cultura foram obscrvadas grandes arcas de residuos celulares, sendo

dificil determinar os contornos cclulares (FIGURAS 52, 53 ¢ 54).
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1V.7. Experimentos 8 ¢ 9 (Meio HAMF10:DMEM / Hepes / bicarbonato de sédio /
BSA /MIX / FSH (0,4ug/ml) / 6 dias de cultivo - fixagdes didrias / 32°C / aplicaco

de cadmio)

Estes dois experimentos envolveram a aplkcag:ﬁo de cadmio as culturas, sob as
mesmas condigbes de exposi¢do, cultura ¢ fixagdo. Nio foi possivel o
acompanhamento das culturas por padrio de transiluminagiio uma vez que foi
realizada em frascos de penicilina contendo varios fragmentos de tibulos cada um.
Foi observado que os fragmentos expostos a concentragio de 100uM de cddmio
apresentavam-se debilitados, além de frageis ao serem manipulados, a partir do
segundo dia em cultura. Aparentemente os didmetros do tibulos diminuiram quando
em contato com o caddmio.

As observagOes das ldminas histoldgicas demonstraram a desorganizagio do
epitélio seminifero no primeiro dia de cultura mesmo sem a aplicacio de cadmio,
como foi descrito durante a padronizagdo das técnicas de cultura, nos experimentos 6
¢ 7. A parede tubular dos fragmentos apresentou aspecto normal. Foram observados
cspagos entre as células que se estendem por todo epitélio. Apareceram sinais de
degencragfio. Estavam presentes sinais de vacuolizacdio nuclear, bem como residuos
celulares nos espagos intercelulares. Nio foi freqliente o aparecimento de grandes
massas celulares multinucleadas, embora algumas células apresentassem este padrio.
As goticulas de lipidios apareceram em grande quantidade, de pequenas dimensdes,
restritas ao citoplasma celular (FIGURA 24), tornando-se mais disperso com o
decorrer da cultura. Apesar de haver progressdo dos sinais de degeneragfio ao longo
da cultura, foram observadas células com aspecto normal. Os espagos intercelulares
eram cada vez mais freqiientes. Comegaram a aparecer residuos celulares, células
multinucleadas (FIGURA 26) ¢ inclusdes citoplasmaticas com mais frequéncia
(FIGURA 28).

Frente a este padrdo de alterag8es introduzidas pela propria técnica de cultura
de tecido sdo comentados a seguir os efeitos do cadmio diretamente sobre o epitélio
germinativo.

A exposigiio dos fragmentos de tubulos seminiferos ao cadmio resultou na

intensificagdo ¢ aceleragdo, concentragfo dependente, do aparecimento dos sinais de
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degeneragdo celular no tecido. O aparecimento de grandes massas celulares
multinucleadas, a descaracterizagfio das células de Sertoli, a presenga de vacuolizagio
citoplasmatica e residuos celulares foram observadas apos 24 horas de tratamento
com a menor concentragio de cadmio testada (1uM) (FIGURA 35). O aumento da
concentragdo de cadmio aplicada a cultura resuﬁou na progressdo da degeneragdo no
mesmo espago dé tempo. A aplicagdio de cadmio a 10uM caracterizou-se, além dos
sinais de degeneragdio descritos anteriormente, por intensa vacuolizagdo nuclear
(FIGURA 36), enquanto que cadmio a 100uM foi caracterizado pela presenca de
grandes quantidades de residuos nos espagos intercelulares (FIGURA 37). Estes
gfeitos foram observados no primeiro dia apds a exposigdo ao metal. Os eféitos
descritos acentuaram-se ao longo da cultura, sendo mais drasticos quanto maior a
concentragdo aplicada, Também foi crescente a freqiiéncia com que estes sinais
apareceram nos cortes histologicos analisados. No segundo dia de exposi¢io dos
tibulos seminiferos ao cadmio ({uM) surgiram sinais de degeneragiio celular intensos
como vacuolizagdo citoplasmatica ¢ descaracterizagio das células de Sertoli
(FIGURA 39). Quando foram analisados os tibulos tratados com 10uM de cdadmio,
no segundo dia de cultura, foram observadas grandes massas celulares multinucleadas
intensamente vacuolizadas. A parede dos tibulos apareceu extremamente delgada
(FIGURA 40). Aumentando-se a concentragdo para 100uM observou-se a
intensificagédo dos processos degenerativos (FIGURA 41). No terceiro dia de cultura
observou-se com maior freqiiéncia sinais de vacuolizagdo nuclear, citoplasmatica e a
presenca de células multinucleadas (FIGURAS 43 e 44). O material exposto ao
cadmio (100uM) apresentou goticulas de lipidios grandes, extensos espagos
intercelulares € varios residuos celulares. As células ndo bem definidas (FIGURA 45).
Durante ¢ tratamento com cadmio observou-se pouca condensacio de goticulas de
lipidios nas células.

Quando o material tratado com cadmio foi observado ac microscopio .
eletronico de varredura uma das caracteristicas mais marcantes foi a fragilidade da
parede tubular, a partir da menor concentragio de cadmio (1uM), ja no primeiro dia
de cultura (FIGURA 356). A progressdo da cultura interfertu neste aspecto, sendo
comum pontos de rompimento da parede tubular (FIGURA 57 e 59). Qutra

caracteristica das paredes tubulares foi seu aspecto extremamente rugoso (FIGURAS
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60, 62 ¢ 63), sendo que o tratamento com 100uM de cadmio intensificou este
processo, detectado claramente a partir do primeiro dia (FIGURA 63). Também foi
observada a progressiva auséncia de contornos definidos das células intratubulares
(FIGURAS 47 ¢ 50). Apareceram massas heterogéneas de material intercelular no
lugar das c€lulas delimitadas (FIGURA 57). Este também foi um efeito intensificado
tanto pelo tempo em cultura quanto pela concentragdo do metél aplicada (FIGURAS
61, 65 ¢ 67). Foram observados espagos intercelulares (FIGURA 58, 65 ¢ 67) e o
distanciamento de células da parede tubular (FIGURA 65). As caudas de
espermatides ou espermatozéides foram encontradas com certa freqiiéneia e ndo
pareceram sofrer alteragdes (FIGURAS 55, 64 ¢ 66). Com o fechamentd de
extremidade tubular, através de leve esmagamento durante a fragmentagio, evitou-se
a extrusdo celular, (FIGURA 62).

Foi realizado um experimento no qual o tecido ficou exposto ao cadmio
(1uM) por todo o periodo de cultura até a fixagfio, 1, 2 ou 3 dias. Neste caso o0s
efeitos’ de degeneracdo compararam-se a exposicio por uma hora de 100uM de
cadmio (FIGURAS 37, 41 ¢ 45). Notou-se que, apesar dos sinais de degeneragio
presentes nestes dois casos serem semelhantes, a permanéncia do cadmio intensificou
a degeneragdo, principalmente no sentido de vacuolizagdio citoplasmatica, ¢ a
presenca de residuos nos espagos intercelulares. No prirﬁeiro dia de cultura foi notado
o aspecto mais delgado da parede celular, a presenga de grandes massas celulares
multinucleadas, marcadas por intensa vacuolizagio nuclear e citoplasmatica.
Também apareceram, com freqiiéncia, residuos entre as células (FIGURA 38). A
degeneragio atingida neste tratamento dificultou a localizag@o de células com aspecto
normal jd no segundo dia de cultura (FIGURA 42). No terceiro dia de cultura foram
observadas grandes massas de residuos celulares ¢ poucas células com contornos
definidos. A degeneragio do tecido foi total (FIGURA 46).

A observagdo ao microscopio de varredura revelou a in.tcnsa degencragiio do
material submetido ao cddmio, com exposi¢io direta durante 1, 2 e 3 dias. J4 no
primeiro dia de cultura foi observada a substituigio das células por residuos
(FIGURAS 68 ¢ 69). A parede tubular apresentou-se bastante fragil e com aspecto
rugoso, sendo que em varios pontos ndo manteve contato com o epitélio seminifero

(FIGURA 68). No segundo dia de cultura foram notados sinais de degeneragio nas
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caudas de espermatozdides, além dos grandes espacos intercelulares. O aspecto
rugoso das parcdes dos tubulos foi crescente (FIGURA 70), Os efeitos foram
progressivos € intensificaram-se com o decorrer da cultura, No terceiro dia de cultura
foram obscrvados somente residuos celulares. Foi marcante a fragilidade da parede
tubular (FIGURAS 71 ¢ 72). |

1V.8 Consideracdes gerais ¢ micrografias

Para a padronizagiio da técnica de cultura de tabulos seminiferos foram
realizados 7 experimentos. Nestes experimentos houve variagdes nas metodologias de
manipulagdo dos tibulos seminiferos ¢ nas condigdes especificas de cultura. O
objetivo da padronizagio foi a manutengdio da estrutura do epitélio seminifero ¢ a
diminui¢do dos sinais de degeneragio causados pelas perturbagdes introduzidas pelo
sistema artificial em questdo. Todas as caracteristicas dos diferentes experimentos
estdo demonstradas na tabela I e no esquema 1. Os resultados obtidos durante toda a
fase de padronizagdo da cultura estdo resumidos na tabela 2.

Para a observagédo dos efeitos do cadmio diretamente sobre os elementos dos
tibulos seminiferos foram realizados 2 experimentos. Estes experimentos bascaram-
se nas condigOes pré-estabelecidas como as condigdes ideais de cultura, durante os
experimentos 6 € 7, que constaram de meio HAMF10:DubelcoMEM (v:v), contendo
100 pg/ml de gentamicina, 1SmM/ml HEPES, 1,2 g/l de bicarbonato de sddio, 1 g/
BSA, 0,1 mmol/l de MIX ¢ 0,4 ug/ml de FSH, em estufa a 32°C, por um periodo de 3
dias (esquema 2). Os cfeitos das diferentes concentragdes de cadmio ¢ diferentes

periodos de exposi¢do estdo demonstrados de forma condensada na tabela 3.
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Tabela 3: Efeitos da aplicagio de cadmio as culturas de tabulos seminiferos. Qs
controles correspondem &s culturas realizadas nas mesimas condigdes descritas nos
experimentos 6 ¢ 7, na presenca de FSH (0,4ug/mly ¢ na auséncia de cadmio.

Concentragio parcde células | Células de | poticulas de células residuos | vacuolizagio | vacuolizagdo
{cxposigio) tubular | nidides Sertol lipidios | mullinucleadas | eclulares ciloplasmatica nuclcar
Controlc normal | normais normais varias ¢ poucas + + +
1” dia pequcnas
1uM - 1" dia normal | normais & - + T T "
{1 hora)
1opM - P dia * notmais # B + T oy yary
{1 hora)
100pM - 1* dia * # # potcas ¢ o+ ++ ++ +
{1 hora) peguenas
[uM - 1% dia fragil # - _ ++ 4t ++ -
{direta)
Controle normal | normais + varias ¢ 4+ + " T
2% dia pequenas
TuM - 2° dia + # ¢ L + -+ =+ b
(1 hora)
10uM - 2° dia + # 3 poucas ¢ ++ ++ b 4+
{] horg) pequenas
HOpM - 2dia | fragil # x . o ++ 4 r
{| hora)
1uM - 2% dia fragil # #* poucas ¢ ++ ++ ++ e
{chircta) pequenas
Controle normal | nerngds @ viirias ¢ + + + +
3° dia pequenas
1uM - 3" dia + # * _ ++ . - s
(1 hora) _
10uM - 3° dia frigit * # _ ++ s + s
{1 hora)
100pM - 3% dia fragil # = _ +—+ ++ ++ T
{1 hora)
1uM - 3% dia [ragil * # _ it ++ e ot
{dircta)

(++ presenca acentuada; + presenga; * presénga fraca; - auséneia; # descaracterizago)
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V. DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos diferentes experimentos demonstraram aspecto
alterado dos fragmentos dos tubulos seminiferos em relagdo ao padrio encontrado in
vivo, principalmente no que diz respeito a orgaﬁizaqﬁo do epitélio germinativo. Nao
foram mantidas as relagbes entre as diferentes populagdes celulares, como estio
presentes em tecidos integros (Leblond & Clermont, 1952a, b; Fawcett, 1975a, b;
Ritzén ef al., 1989).

As técnicas de isolamento e fragmentagdo dos tubulos seminiferos
introduziram alteragdes estruturais severas no epitélio germinativo. A opgdo por
realizar isolamento mecanico dos fragmentos visou eliminar danos causados por
tratamento enzimatico, que envolve tripsina ou colagenase, ¢ poderia afetar a parede
tubular, removendo as células midides, ¢ conseqiientemente fragilizando-a (Wright et
al., 1983; Seidl & Holstein, 1990). O uso de tampdo PBS durante a preparagio do
material (Kangasniemi ef a/., 1990a) facilitou a manipulagdo dos tabulos, tornando-
0s menos Vviscosos € tendo como conseqiéneia a diminuigdo dos danos. Mesmo
assim, for comum observar ao microscépio invertido a extrusio de células nas
extremidades e através dos fragmentos em padrdo semelhante ao citado por outros
autores (Parvinen ef al., 1983; Seidl & Holstein, 1990). A presenga de diferentes tipos
celulares em extrusdo pode auxiliar na identificagdo dos fragmentos em cultura
através da andlise por transiluminagio (Parvinen e¢f «/, 1983). Em nossos
experimentos as células mais comumente observadas sofrendo extrusdo foram as
espermatides, podendo também ser encontrados espermatécitos. Este fato pode ser
justificado pela localizag@o central e por sua relagio ndo tdo intrinseca com as células
de Sertoli, principalmente no que se refere as espermatides (Russell, 1977a, b; Ritzén
et al., 1989). A aparéncia destas células foi sempre saudavel, mesmo quando a cultura
sc estendeu por quinze dias. Nas extremidades dos fragmentos que apresentaram
extrusdo foi freqiiente a formagdo de agrupamentos celulares, e conseqiiente
diminuigdo de densidade celular intratubular. Alguns tObulos acabaram por
desintegrar-se, {ransformando-se num aglomerado de células, sendo impossivel
prosseguir com seu processamento.

Juntamente com a extrusdo celular surgiram espacos intercelulares
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s¢ manteve em todos os experimentos realizados. Por ter sido uma caracteristica
observada nas analises dos tubulos seminiferos antes de serem cultivados (FIGURAS
5 e 47), deve ser atribuida as condi¢des de manipulagio, apesar de ter sido agravada
com o tempo de cultura,

Para eliminar ou pelo menos minimizar esta perturbagdo, foi realizado o
fechamento das extremidades tubulares com leve esmagamento, a partir dos
experimentos 6 ¢ 7. Notamos que apesar deste procedimento ter impedido o fluxo
intenso de c€lulas para o exterior dos tibulos a descamagdo destas em dire¢do ao
limen permanece (FIGURAS 24 e 49). Este fato corresponde ao colapso da corda
espermatogénica (Steinberger & Steinberger, 1970; Seidl & Holstein, 1990). Esta
desorganizagiio afetou principalmente as células de localizagdo mais central no tibulo
(FIGURAS 4 ¢ 48), sendo que as espermatogdnias geralmente mantiveram sua
posiglo periferica, e parecendo ser uma populagdo de células pouco afetada pelas
condi¢des de cultura. Desta forma, estas ¢élulas poderiam garantir a continuidade do
processo de espermatogénese caso as condigdes de desenvolvimento fossem
favoraveis novamente, como descrito por outros autores (Clermont & Hermo, 1975;
Steinberger & Steinberger, 1970; 1975).

Uma vez que as células do epitélio seminifero dependem da integridade das
relagdes estruturais presentes neste tecido, a deésorganizagdo, causada pela
manipulagdo, interfere no desenvolvimento celular, A provavel causa desta
desorganizagdo, introduzida através de processos mecdnicos de isolamento dos
fragmentos, pode estar relacionada as perturbagdes fisicas sofridas pelas células de
Sertoli. Desta forma, as interagdes destas células com as c¢élulas germinativas seriam
desfeitas, ¢ estas altimas seriam liberadas de sua posigio original no epitélio. Na
analise histologica dos fragmentos antes de serem cultivados ndo foram observadas
alteragdes nas c€lulas de Sertoli (FIGURA 5), porém no decorrer da cultura estas
apareceram descaracterizadas morfologicamente (FIGURA 29). A desorganizagio do
epitélio seminifero pode causar ou agravar processos de degeneragio que se
estabeleceram no tecido com o decorrer da cultura.

Apesar do padrio de transiluminagio ter se mantido normal durante todo o
nosso experimento, notamos que mais da metade dos fragmentos dos experimentos 1,

2 ¢ 3, analisados histologicamente, estavam alterados, coincidindo com os dados da
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nestes resultados de manutengdo morfolégica das células, devido ao aprimoramento
das condi¢des de manipulagio ¢ cultura.

Os sinais de degeneragdo foram observados através de analises histoldgicas
logo no primeiro dia de cultura (FIGURAS 23 e 24), em concordédncia com o trabalho
de Steinberger & Steinberger (1970). Esta deéenera@éo pode estar relacionada a
desorganizagdo do epitélio seminifero, distirbios morfoldgicos e funcionais das
células de Sertoli e alteragdes da parede tubular como citado por Seidl & Holstein
(1990). Os sinais de degeneragdo mais aparentes que encontramos foram; o
arredondamento nuclear das células miodides (FIGURAS 10 e 34), o espessamento da
parede tubular (FIGURAS 12 e 16), a presenga de residuos celulares (FIGURAS 28 e
54), além de vacuolizago citoplasmatica (FIGURA 9) e/ou nuclear (FIGURA 29).

Como resultado do processo degenerativo que se instala nas células ocorre
condensagdo diferencial da cromatina, caracterizada por vacuolizagio nuclear, e
degenerag@io dos componentes citoplasmaticos como resultado da diminuicio do
metabolismo celular. Em conseqiiéncia aparecem residuos nos espacos intercelulares,
provenientes da intensa degeneragdo citoplasmatica.

A despolarizagio das células de Sertoli, ou sua descaracterizagiio morfoldgica,
foi observada a partir dos primeiros dias de cultura, onde algumas células sdo afetadas
(FIGURA 24). Isto estd diretamente relacionado aos processos preparatorios da
cultura e ndo foi revertido ao longo desta. No quarto dia de cultura, nos experimentos
6 e 7, praticamente todas as células de Sertoli presentes estavam descaracterizadas
(FIGURA 29). Qutros sinais de degenefagﬁo que apafééeram neste tipo. celular
correspondem a presenga de residuos ¢ goticulas de lipidios no citoplasma, que
algumas vezes apresenta vacuolizagfio. Também observamos que as goticulas de
lipidios presentes nas células de Sertoli tiveram seu padrio de distribuicdo
modificado ao longo da cultura. Inicialmente observamos goticulas pequenas e
numerosas, restritas aos citoplasmas celulares (FIGURA 7), como ocorre em tecidos
integros (Fawecett, 1975b), ¢ ao longo da cultura ocorreu a condensagio destas
goticulas, que se tornaram maiores € menos numerosas € podendo ser encontradas nos
espagos intercelulares (FIGURA 11). Este tipo de distribuigio também foi
encontrado por Miething (1993) em testiculos em processo de envelhecimento, ou na

presenga de sinais de degeneragdio, como foi relatado por Seidl & Holstein (1990). A
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presenga destas goticulas sugere a diminuicdo do metabolismo de lipidios pelas
células (Hoja ef ¢f., 1995) acarretando no crescente actmulo.

A presenga de células multinucleadas ¢ freqiiente em toda nossa
experimentaglo (FIGURA 24), inclusive entre as células que sofreram extrusio
durante a fragmentagdo dos tubulos, mesmo antes de cultivados. Estas células
multinucleadas podem ser espermatocitos normais, devido a sua natureza sincicial, ou
mesmo de outros tipos celulares. A presenga destes outros tipos celulares esta
relacionada a alteragles patologicas ou degenerativas. Com o decorrer da cultura
comegaram a aparecer grandes massas celulares multinucleadas (FIGURA 29), que
podem ter sua origem a partir do aumento de pontes citoplasmaticas existentes,
confluéncia de membranas ou amitose. Estas massas celulares ndo sfo mais de
natureza sincicial e envolvem diferentes tipos celulares, Este foi um dos sinais mais
evidentes de degeneragio e seu aparecimento, em diferentes niveis, permitiu avaliar o
grau de degeneracio do tecido.

A presenga de soro fetal bovino (SFB) como complemento do meio de cultura,
utilizado nos experimentos 1,2,3,4 e 5, alterou o padrdo histologico dos fragmentos
em relagdo aos fragmentos fixados antes de serem cultivados. Sabe-se que a presenca
de SFB em sistemas de cultura de tecidos ou érgdos acaba por ativar populagdes
inespecificas de células, apesar de fornecer varios dos nutrientes necessarios para
complementar o meio de cultura (Maurer, 1986). Em nosso experimento a
caracteristica mats marcante do SFB foi o espessamento da parede tubular,
provavelmente devido a sintese de coldgeno pelas células midides em um processo de
descaracterizacdo funcional destas células. Observamos varias camadas na parede
tubular (FIGURA 12). O espessamento da parede tubular foi acompanhado em geral
por invaginacdo celulas miédides ou de material da parede tubular em dire¢do ao
* lamen, acarretando em aparente aumento da densidade intratubular (FIGURA 18). O
aspecto das células midides também foi alterado devido a aplica¢dio do SFB, tendo
sido observado o arredondamento nuclear destas (FIGURA 16). Nos casos das
culturas mantidas por 15 dias as c¢élulas midides que sofreram extrusdo
diferenciaram-se em células do tipo fibroblasticas. Estas células diferenciadas
aderiram ao fundo da placa de cultura e cresceram de forma confluente,

diferentemente daquelas que mantiveram suas caracteristicas morfologicas ¢ ndo
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colaboradores (1970). Foi constatado em outros trabalhos a diferenciagdio de células
midides na presenga de SFB em células com caracteristicas de misculo liso
(Steinberger et al., 1970) e fibroblasticas (Tung & Fritz, 1986; Seidl & Holstein,
1990; Tung & Fritz, 1990). Outros autores também constataram a interferéncia do
SFB sobre as culturas de elementos genninativeé (Steinberger ef af., 1969; Mather,
1980; Mather ef «l., 1982).

Devido aos efeitos inespecificos do SFB, ficou estabelecido que este ndo
deveria ser utilizado como complemento para o meio de cultura nos nossos
experimentos seguintes.

A importincia da presenca de horménio foliculo estimulante (FSH) no meio
de cultura como complemento € bastante discutida. Parece haver um consenso quanto
a sua importancia na iniciagdo da espermatogénese, mas nfo para a manutencdo do
processo. Alguns autores admitem sua importéncia apenas na manutengio qualitativa
(Steinberger ef al., 1969; 1970; Chemes et «f., 1971; Welch et al., 1979; Parvinen et
al., 1980; Mather ef al., 1982; Parvinen ef al., 1983; Matsumoto, 1989; Kangasniemi
et al., 1990a; Seidl & Holstein, 1990). Neste experimento a presenca de FSH
diminuiu a degeneragdo presente no tecido em cultura, tanto em grau quanto em
freqiiéncia de degeneragdo, resultado este também constatado por Seidl & Holstein
(1990). Desta forma o FSH nfo impediu que ocorressem sinais de degeneragio
celular, mas pelo menos retardou seu aparecimento, quando comparados com os
fragmentos cultivados apenas em meio de cultura (DMEM ¢/ou HAMF10). Com base
em estudos anteriores foram testadas 4 cohéeﬁtra'g:'ées diferentes de FSH 0,1,02,
0,4 ¢ 0,8ug/ml) (Parvinen e colaboradores, 1983; Anthony & Skinner, 1989; Seidl &
Holstein, 1990; Bortani e colaboradores, 1993). Estas variagdes de concentragdo ndo
trouxeram poucas diferencas quanto a diminuigo de degeneragio ou de
desorganizagdo celular. As menores concentrages testadas (0,1 e 0,2ug/ml) ndo
tiveram efeito td0 expressivo quanto a concentrago de 0,4ug/ml. Foi observado que a
maior concentragdo do hormoénio testada (0,8ug/ml) aumentou a freqiéneia de
aparecimento dos sinais de degeneragdo de uma forma geral. Para o prosseguimento
do processo de padronizagdio ficou estabelecido o uso de FSH a concentragdo de

0.4ug/ml.
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A presenga de sinais de degeneragiio bem como a desorganizagio tecidual
foram relativamente freqiientes nas culturas. As variagdes das condi¢Bes aplicadas
visavam minimiza-los. Sabe-se que para a manutengdo das populagdes presentes no
epitélio seminifero € fundamental a integridade deste epitélio, como por exemplo a
manutencdo da barreira hemato-testicular garan{indo um microambiente especifico
aos tibulos seminiferos ¢ também a manutengio das interagbes celulares especificas
entre as células de Sertoli e as demais células germinativas. O processo de
padronizagio visou estabelecer as alteragdes introduzidas pela técnica de cultura,
sendo possivel estabelecer correlagdes entre os resultados obtidos como foi proposto
por Russell & Steinberger (1989). Devemos considerar o fato de que parte dos
trabalhos propondo a técnica de cultura de tabulos seminiferos baseia-se em estudos
bioquimicos, ¢ apesar de citarem as analises morfologicas e histologicas estas ndo
constavam dos resultados apresentados (Lacroix er «f., 1981; Wright ef al., 1983;
Toppari & Parvinen, 1985; Toppari er al., 1985; Kangasniemi ef af., 1990a; Perez-
Ramirez & Castells, 1991). Apesar das dificuldades da técnica, foram obtidos
resultados histologicos mais encorajadores por outros autores (Steinberger &
Steinberger, 1966; Parvinen er al., 1983; Vihko er /., 1984; Toppari et al., 1986,
Kangasniemi ef al., 1990b; Seidl & Holstein, 1990 ¢ Boitani er af., 1993), motivando
a continuidade deste estudo.

Foi determinada como condigfo ideal de cultura a manipulagdo dos tubulos
seminiferos em PBS e a cultura em meio HAMF10:DubelcoMEM (v:v), contendo 100
pg/ml de gentamicina, 15mM/ml HEPES, 1,2 g/l de bicarbonato de sédio, 1 g/l BSA,
0,1 mmol/l de MIX e 0,4 ug/ml de FSH, em estufa a 32°C.

O periodo de 3 dias foi determinado como ideal. A partir do quarto dia de
cultura sdo intensificados os processos de descaracterizacdo das células de Sertoli,
aparccimento de massas celulares multinucleadas, fragilizacdo da parede tubular,
aparccimento de vacuolizagiio nuclear e citoplasmatica, aparecimento de inclusdes
citoplasmaticas e residuos celulares. Foi observado, ao microscopio invertido, o
movimento das caudas dos espermatozoides que sofreram extrusdio até o terceiro dia

de cultura.
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Os resultados obtidos a partir da aplicagio do cadmio nas culturas de tabulos
seminiferos demonstraram a intensificacio dos processos degenerativos presentes nos
experimentos 6 e 7, na auséncia de cadmio.

Notamos que os sinais de degeneragio tecidual aparecem mais precocemente
nos materiais expostos ao metal. Além do aceleramento degenerativo observado, fol
constatado um aumento de freqiiéncia do aparecimento desses sinais nos cortes
histologicos analisados.

QO efeito do caddmio se mostrou diretamente proporcional as concentragdes
aplicadas as culturas e ao tempo de exposi¢do das mesmas ao metal, em concordancia
com outros autores (Gunn & Gould, 1970; Janecki ef «f., 1992; Waalkes ef al.,
1992a). As trés concentragdes de cadmio testadas (1, 10 e 100uM) foram baseadas
em dados da literatura envolvendo outros experimentos (Espevik ef al., 1982; Wahba
et al., 1990; Janecki et al., 1992; Von Ziglinicki e¢f al., 1992). Com aumento da
concentragcio do cadmio ou o prolongamento da exposigiio dos tibulos ao metal, os
processos degenerativos sdo mais intensos e freqiientes. J& no segundo dia de cultura
do material exposto a 10uM de cadmio praticamente ndo podem ser observadas
células com aspecto normal, nem mesmo contornos celulares bem definidos, quando
o material ¢ analisado & microscopia de luz (FIGURA 40). A degeneragéo do tecido ¢
marcante. Estas observacdes sugerem a impossibilidade de reversio do quadro
degenerativo que se estabelece durante a cultura. Qutros autores constataram a agdo
do cadmio sobre as células germinativas logo apos a exposi¢io ao metal, quer seja in
vivo (Gunn & Gould, 1970; Aoki & Hoffer, 1978; Selypes ef d¢l., 1992; Waalkes ef al,,
1992a; Cabral,F. H.C., 1996-dados ndo publicados) ou in vitra (Lee & Dixon, 1973,
Espevik et al., 1982; Janecki ef af., 1992; Von Ziglinicki ef af., 1992). Pode haver
interferéncias de componentes do proprio meio de cultura sobre a absorc¢io e agdo do
cadmio (Von Ziglinicki ef al., 1992), mas a uniformidade dos componentes e técnicas
utilizadas nos experimentos descarta este fator, uma vez que os resultados obtidos
foram entendidos com base em dados comparativos.

Nao foi observado com fregiiéncia o acumulo de goticulas de lipidios nos
citoplasmas ou espagos intercelulares. Este fato pode ter ocorrido devido a

intensificacdo degenerativa observada e da diminuigdo de densidade intratubular.
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Observamos como um dos principais efeitos a descaracterizagdo morfologica
das células de Sertoli. Esta ocorre a partir do primeiro dia de cultura com a menor
concentragio de cadmio testada (1pM) (FIGURA 35), e que corresponde a um quadro
semelhante ao do quinto dia de cultura na auséncia de cadmio (experimentos 6 ¢ 7)
(FIGURA 32). Este fator foi progressiva. A“s células de Sertoli apresentaram
arredondamento nuclear, retracdo e vacuolizagio citoplasmaticas (FIGURA 43). Nao
eram freqiientes goticulas de lipidios acumuladas nos citoplasmas celulares. Foi
descrito anteriormente por Espevik e colaboradores (1982) e por Janecki e
colaboradores (1992) o efeito do cadmio sobre as células de Sertoli ¢ sobre as jungOes
entre elas, responsaveis pela barreira hemato-testicular, em concordancia com 0s
nossos resultados.

Além da degeneragdo das células de Sertoli foram constatadas em nossos
experimentos alteragdes em outros tipos celulares. As células miodides foram afetadas
quando expostas a este metal, apresentando arredondamento nuclear ¢ intensa
vacuolizagio citoplasmatica (dados ndo demonstrados). Como conseqiiéncia da
degeneragdo destas células ocorreu significativo adelgacamento das paredes
tubulares, que adquiriram fragilidade excessiva, sendo freqiientes os pontos de
rompimento (FIGURA 63). Outra caracteristica morfologica da parede que se tornou
alterada em virtude da exposigio ao cadmio € o aspecto rugoso, escamado, que esta
exibe, ¢ pode ser claramente constatado através de preparagiio de microscopia
eletronica de varredura (FIGURAS 62 ¢ 68). A fragilidade da parede pode ter
acentuado a desorganizagio intratubular, através do aumento da extrusio celular.
Como conseqiiéncia desta desorganizagio ocorreu intensificagdo da degeneraglio das
populagdes celulares presentes nos tabulos seminiferos.

As células germinativas também se apresentaram afetadas devido a agdo do
cadmio. A presenga do metal desencadeia um processo de vacuolizaglo
citoplasmatica intensa podendo scr notados residuos nos espagos intercelulares ¢
extensas areas de degeneragiio (FIGURAS 43 e 46). A vacuolizagdo nuclear também
foi considerada um indicativo de degeneraglo, sendo observada a partir do primeiro
dia de cultura e afetando grande parte das células presentes nos tabulos seminiferos
analisados (FIGURAS 37 e 38).

Qutra caracteristica degenerativa resultante da acfio do cddmio sobre as
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podem ser detectadas como grandes massas celulares multinucleadas (FIGURA 45),
diferentemente das células multinucleadas observadas nos fragmentos antes de serem
cultivados (cspermatécitos). A provavel explicagio para o aparccimento deste tipo de
células pode estar baseada na fusdo de suas membranas, uma vez que isto pode ser
observado ja a partir do primeiro dia de cultura com a aplicacdo do cadmio (FIGURA
35).

Aparentemente as células menos afetadas morfologicamente apds o
tratamento com cadmio foram as espermatides tardias ou os espermatozdides
presenies nos tubulos seminiferos (FIGURAS 35, 43, 66 ¢ 71), provavelmente devido
ao seu baixo metabolismo celular.

Frente a estes resultados obtidos podemos concluir que o cadmio possui agio
toxica direta sobre as populagdes celulares presentes nos tubulos seminiferos
mantidos em condi¢des de cultura.

O mecanismo de agdo toxicoldgica do cadmio ¢ bastante controverso. A
sensibilidade do testiculo ao cadmio ¢ conhecida (Parizek & Zahor, 1956; Gunn &
Gould, 1970; Aoki & Hoffer, 1978; Waalkes et «l., 1988, Wahba ef al., 1990, Selypes
et al., 1992; Von Zighnicki ef af., 1992; Waalkes ef al, 1992a) ¢ no entanto a
hipdtese mais aceita baseia-se no fato da necrose tubular ser secundaria as alteragdes
da rede vascular testicular. A degeneraciio ou alteragdo dos elementos germinativos
surgiria como conseqiiéncia da isquemia testicular (Gunn & Gould, 1970; Aokt &
Hoffer, 1978; Selypes er al., 1992; Waalkes er af, 1992a). Qutros autores ja
demonstraram a agdo direta do cadmio sobre as células do epitélio germinativo,
empregando experimentos de cultura de células (Wahba et af., 1990; Janecki ef al,
1992; Von Ziglinicki ef al., 1992).

Nio foi possivel quantificar, com os experimentos in vitro, qual a intensidade
dos danos causados pela agdo do cadmio no epitélio seminifero, uma vez que a
propria técnica de cultura deste tecido ja leva a alteragbes estruturais. E necessario
entdo se estabelecer um teste comparativo, padronizando inicialmente as alteragdes
introduzidas durante a cultura deste epitélio em condigdes normais e as alteragGes
quando da presenga do cadmio. No entanto, nossos resultados reforgam a teoria de
que o cadmio afeta diretamente as células germinativas, em concorddncia com o

trabalho de Lee & Dixon (1973), que constatou que doses pequenas de cadmio, que
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Os resultados obtidos neste trabalho podem ser utilizados como base para
investigagOes futuras da patobiologia do cidmio sobre as células germinativas. Apesar
de ndo podermos definir qual a ordem dos acontecimentos degenerativos que afetam a
estrutura testicular durante a exposigio ao cadmio, este estudo comprovou a

interferéncia prejudicial deste metal no processo espermatogénico.
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VI. CONCLUSOES

1- A manipulagio dos tibulos seminiferos constitui a primeira fonte de
alteragdes do tecido em cultura. O uso de tampdo (PBS) para isolar os fragmentos
tornou-0s mMenos viscosos, permitindo que os danos a0 material intratubular fossem
diminuidos. As perturbagdes fisicas sofridas pelas células de Sertoli durante as
preparagfes constituiram a principal causa da desorganizagdo tecidual observada.
Grande parte da degeneragfo celular observada, inclusive das células de Sertoli,
resultou da dissociagdo entre as diferentes populagdes presentes, como conseqiiéncia
da desorganizagéo tecidual.

2- As condigdes ideais de cultura estabelecidas neste trabalho foram: meio
HAMF10:DMEM, na presenga de HEPES (15mM/ml), bicarbonato de sodio (1,2g/1),
BSA (1g/1), MIX (0,1mM/1), FSH (0,4ug/ml) ¢ gentamicina (100ug/ml), em estufa a
32°C.

3- A presenga de soro fetal bovino (SFB) no meio de cultura causou a
descaracterizagio das células midides, resultando no arredondamento nuclear destas
¢ espessamento da parede tubular. A invaginagdo de células midides e de material
da parede tubular, devido a presenga de SFB, resultou em densidade intratubular. As
cé¢lulas midides diferenciaram-se em fibroblastos, quando em condigdes especificas
de cultura (meio HAMF10, SFB15%, durante 15 dias), crescendo aderidas 4 placa
de cultura em padrio confluente.

4- A presenga de hormdnio foliculo estimulante (FSH) no meio de cultura
causou a diminuigdo da intensidade ¢ da freqiiéncia de aparecimento dos sinais de
degeneracdo. A concentraglo de 0,4ug/ml do hormdnio se mostrou a mais eficiente
entre as testadas (0,1, 0,2, 0,4 e 0,8ug/ml).

5- O periodo de 3 dias de cultura foi determinado como sendo ideal para o
estudo dos efeitos do cadmio sobre os de tdbulos seminiferos.

6- Com a padronizagfo da cultura e a determinagio da alteragdes teciduais
introduzidas no epitélio germinativo foi possivel aplicar esta técnica em estudos

toxicolégicos.



78

7- O cadmio possui efeito toxico sobre as células germinativas in vitro. O
efeito do cadmio foi progressivo, proporcional & concentragio (1, 10 ¢ 100uM) ¢ ao

tempo de exposigdo (1 hora, 1, 2 e 3 dias).
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VII. RESUMO _

Foram realizados sete experimentos de cultura de tibulo seminiferos
abrangendo variagdes das condigdes de fragmentagio, manipulagdo e de cultura, As
variagOes aplicadas & cultura visaram minimizar os sinais de desorganizagfio e
degeneragdo tecidual. Verificou-se que as técnicas de fragmentagio introduziram
altera¢Oes na organizagdo do epitélio seminifero, como o deslocamento de populagdes
celulares germinativas em dire¢do ao lamen tubular. Como consequéncia desta
movimentagdo celular apareceram também espagos intercelulares no epitélio
germinativo. Esta desorganizacdo tecidual interfere na integridade das interagdes
entre as populagdes celulares presentes, necessarias para seu desenvolvimento.
Apareceram sinais de degeneragdo celular progressives como a descaracterizagdo das
células de Sertoli, acamulo de goticulas de lipidios, vacuolizagdo nuclear e
citoplasmatica ¢ presenga de residuos celulares. As alteragdes ndo puderam ser
revertidas. O teste de complementos no meio de cultura (soro fetal bovino-SFB, e
horménio foliculo estimulante-FSH) objetivou o aprimoramento da técnica. A
presenga de SFB ativou populagdes celulares inespecificas, as células midides,
causando alteragdes morfologicas nestas células, como o arredondamento nuclear.
Estas células cresceram desordenadamente ¢ a parede tubular apresentou-se
espessada. Ja4 a presenca de FSH teve efeito positivo, retardando o aparecimento dos
sinais de degeneragio. Foi importante estabelecer quais as condigbes ideais de
cultura, meio HAMF10:DMEM, na presenga de HEPES(15mM/ml), bicarbonato de
sédio (1,2g/1), BSA(1g/l), MIX(0,1mM), FSH(0,4ug/ml) e gentamicina(100ug/ml),
em estufa a 32°C, por um periodo de 3 dias. Nestas condigfes obtivemos o minimo
possivel de alteragbes do epitélio seminifero. Estabelecemos entdo um padrdo das
alteragdes introduzidas através da técnica de cultura em si. Frente a este controle
foram realizados dois experimentos de aplica¢do do cadmio as culturas de tubulos
seminiferos. Estes experimentos foram realizados num periodo de trés dias, com
fixagdes didrias, utilizando as condigdes de cultura pré-estabelecidas. Foram testadas
trés concentra¢des do metal (1;10 e 100uM) durante uma hora de exposigdo. Também
foi realizado um controle com exposic¢do direta dos tibulos seminiferos em cultura ao
cadmio 1pM. Foi constatada a intensificagdo e o aceleramento dos sinais de

degeneragio devido a presencga do metal no meio de cultura.
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VIIL. ABSTRACT

Cultures of seminiferous tubules were made according to seven experiments
including variations of fragmentation conditions, of manipulation and of culture
medium. Tubule fragmentation and manipulaﬁon introduced disturbances of the
seminiferous epithelium, such as the dislocation of germ cells directed towards the
tubular lumen. As a consequence of this movement there were intercellular spaces.
The epithelial integrity is fundamental for cellular interactions necessary for cellular
development. During the culture period cellular degeneration occurred progressively.
Morphological disturbances of the Sertoli cells, marked accumulation of lipid
droplets, nuclear and citoplasmatic vacuolization and the presence of cellular debris
were observed. The addition of calf fetal serum (CFS) to the medium activated myoid
cell populations and caused morphological alterations of these cells (such as nuclear
rounding). These changes were accompanied by the thickening of the tubular wall. On
the other hand the presence of FSH in the culture medium was very positive, delaying
and reducing degeneration signs. It was important to establish the disturbances caused
by the culture techniques and the period during which the seminiferous tubules can be
maintained with minimum alterations to be used as a control situation. Two
experiments were made with cadmium applied to the seminiferous tubules cultures.
These experiments were based on culture conditions established by the previous
experiments and they were monitored with daily fixations during a three day period.
Three concentrations of this metal (1, 10 e 100uM) were tested during a onc hour
period of exposition. A control of direct exposition of tubules to the metal (1uM) was
carried out entire culture period. As a consequence of cadmium present in the culture,
degeneration was intensified and accelerated. It was established that cadmium can act

directly on germ cells causing degenerative alterations
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