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“E melkor tentar ¢ falhar,

a preocupar-se e ver a vida passar.

E melhor tentar, ainda que em vdo,

a sentar-se nada fazendo até o final.

Eu prefiro na chuva caminhar,

do que em dias tristes, em casa me esconder.

Prefiro ser feliz embora louco,
que em conformidade viver.”

Martin Luther King
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I- RESUMO

Embora seja bem conhecido que o estrogeno € essencial para o adequado
desenvolvimento embrionério € maturagdo pés-natal do testiculo, seu papel especifico para
a fisiologia testicular e em especial para a espermatogénese ainda permanece pouco
compreendido. O objetivo do presente estudo foi determinar o impacto da administra¢éo
subcutanea de uma dose tnica (35 mg/kg de peso corporal) de benzoato de estradiol e do
anti-estrogeno Tamoxifeno sobre o testiculo de ratos jovens (5 semanas de idade). Os
efeitos do desequilibrio hormonal passageiro foram avaliados uma (curto prazo) e sete
semanas (médio prazo) ap6s os referidos tratamentos com o uso de analises de rotina em
microscopia de luz e microscopia eletronica de transmissdo, associadas a analises
morfométricas e estereolégicas e também pelo método de TUNEL para a detec¢do de
células apoptéticas. O estrogeno afetou mais drasticamente a estrutura testicular e a
espermatogénese quando comparado com o Tamoxifeno. Em curto prazo, a exposi¢do a alta
dose de estrogeno reduziu em 50% o peso testicular, diminuiu o didmetro dos tubulos
seminiferos e a populagdo de células de Sertoli, induziu um aumento na apoptose das
espermatides alongadas acarretando seu desaparecimento. Embora o indice gdénado-
somatico tenha se recuperado sete semanas apés a injegdo de estrégeno, a taxa de apoptose
das células germinativas ainda permanece 5 vezes mais alta € 0 nimero de espermatides
alongadas é muito inferior ao encontrado nos animais controle. Em curto prazo, a exposi¢ao
a0 Tamoxifeno foi menos prejudicial para o testiculo de ratos jovens em comparagdo com 0
estrogeno, mas, em médio prazo, resultou em alguns efeitos semelhantes tais como redugéo
do diametro dos tubulos seminiferos, incidéncia elevada de células germinativas
apoptéticas, e atrofia de células de Leydig. A partir dos resultados obtidos concluimos, que
tanto a exposi¢do passageira a0 estrogeno como ao Tamoxifeno interfere negativamente na
dinamica testicular de ratos jovens, levando a danos na espermatogénese que persistem nos

animais adultos com uma provavel redugdo da fertilidade.



II-ABSTRACT

Although it is a consensus that estrogen is essential for normal embryonic
development and postnatal maturation of the testis, its specific role to the testicular
physiology and in particular to spermatogenesis, is still little understood. The aim of the
present research was to determine the impact of a single high dose (35mg/kg of body
weight) of estrogen and anti-estrogen Tamoxifen, administered subcutaneously in 5-week-
old rats, on the testis structure and spermatogenesis. The effects of these transient hormonal
disruptions were evaluated one (short-term) and seven weeks (medium-term) after
treatments by light and transmission electron microscopies, both associated to
morphometric and stereological analysis. Moreover, TUNEL’s method was employed in
order to detect the apoptotic process on germ cells. The estrogen affected more drastically
the testicular structure and the spermatogenesis when compared to Tamoxifen. In short
term analysis, the exposure to high doses of estrogen caused a 50% reduction in the testis
weight, besides a reduction in the diameter of seminiferous tubules and population of
Sertoli cells. This treatment also induced an increase in apoptosis and a total destruction of
elongated spermatids. Even though the gonad-somatic-index had been recovered within
seven weeks after the estrogen injection, apoptotic germ cell rate still remained five times
higher and the number of elongated spermatids was lower than that found in the control
animal group. In short term, the exposure to Tamoxifen was less harmful to the testis of
young rats when compared to the estrogen, but in medium term it resulted in some similar
effects such as the reduction of the seminiferous tubule diameter, high occurrence of germ
apoptotic cells, and Leydig cell atrophy. Based on these results we conclude that transient
exposure to estrogen and Tamoxifen induces alterations in testicular dynamics of young
rats with a probable damage to the spermatogenesis of adult animals.



II1 - INTRODUCAO

1. Caracteristicas morfolégicas

O testiculo ¢ um o6rgdo complexo que desempenha duas fungdes essenciais: a
esteroidogénese - biossintese dos esterdides gonadais - € a espermatogénese - producio de
um numero suficiente de espermatozoides para proporcionar a fertilidade. Tais objetivos
sdo realizados, respectivamente, em dois compartimentos teciduais distintos (Fig. 1), o
tecido intersticial € o compartimento tubular (GNESSI et al., 1997; RODRIGUES e
FAVARETO, 1999).

Figura 1 - Esquema de uma pequena por¢do de um tdbulo seminifero mostrando os
principais tipos celulares encontrados: 1. espermatide alongada; 2.espermatide esférica ; 3.
espermatdcito secunddrio; 4. célula de Sertoli ; 5. espermatogdnia; 6. 1dmina basal; 7.
células peritubulares; 8. células intersticiais do testiculo (células de Leydig); 9.
espermatocito primario; 10. célula em divisdo; 11. vaso sangiiineo. Extraido de

JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004.



Os tibulos seminiferos s@o delimitados por uma membrana basal, a qual € envolta
por uma camada de células midides (DYM e FAWCETT, 1970). O epitélio que os reveste
internamente ¢ composto por células de naturezas diferentes: as células de Sertoli e as
células germinativas. As primeiras formam uma camada continua ao longo de todo o tibulo
seminifero, fornecendo o suporte estrutural e metabdlico para as células germinativas que
se dispdem em vdrias alturas no epitélio a medida que se diferenciam durante a
espermatogénese. Portanto, as células germinativas em desenvolvimento exibem intima
associagdo com as c€lulas de Sertoli, ou seja, varias células germinativas estao em contato
com uma Unica célula de Sertoli. Além disso, as varias geragdes de c€lulas germinativas
ndo sdo distribuidas aleatoriamente no testiculo, mas sdo arranjadas em associagdes
celulares que variam ao longo do tibulo, constituindo os estddios do ciclo seminifero
tipicos para cada espécie (LEBLOND ¢ CLERMONT, 1952a). O nimero de estadios da
espermatogénese varia entre as espécies, por exemplo, em humanos h4 seis, camundongos
12 e, em ratos, 14 estadios (LEBLOND e CLERMONT, 1952a). No caso do rato estes
estadios foram definidos por Leblond e Clermont (1952b) e estdo ilustrados na Figura 2.

O ciclo do epitélio seminifero constitui, assim, uma sucessido de eventos nos quais
as associa¢des celulares avangam progressivamente até o aparecimento do mesmo tipo de
associagdo celular do ciclo seguinte. Cada fase ¢ composta por um agrupamento celular
especifico, que representa um grau de maturagdo celular. A duragdio do ciclo (o tempo
necessario para que a primeira gera¢do de espermatogdnias do tipo A se desenvolva e se
diferencie em espermatides maduras) varia de acordo com a espécie considerada. No
camundongo, a duragfio € de 34,5 dias; no rato, 48 dias; no hamster, 35 dias; no homem,
cerca de 64 dias (RODRIGUES e FAVARETTO, 1999).

A espermatogénese é um processo altamente complexo e sua manutengéo em niveis
qualitativos e quantitativos compativeis com as fungdes reprodutoras de adultos requer um
equilibrio entre trés etapas seqiienciais: a proliferagio de espermatogdnias por divisdes
mitéticas, o direcionamento de algumas destas células para a meiose ¢ a diferenciagdo das
espermitides em gametas altamente modificados morfologicamente, etapa conhecida como
espermiogénese (McLACHLAN et al., 2002).
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Figura 2- Estadios do ciclo do epitélio seminifero do rato (6 semanas de idade)
visualizados a partir de cortes em historesina corados com Hematoxilina-Eosina e
identificados com base em LEBLOND e CLERMONT (1952b). Note que os estadios VII e

VIII nfio contém espermatides alongadas.

As espermatogbnias sdo as células germinativas mais imaturas do testiculo e
encontram-se proximas 4 membrana basal, protegidas pela barreira hematotesticular,
formada pelas células de Sertoli. Em roedores sdo diferenciadas em trés tipos:
espermatogdnias do tipo A, espermatogdnias do tipo intermedidrio e espermatogdnias do
tipo B. Estas ultimas s3o comprometidas com a diferenciagdo. Subtipos das
espermatogonias tipo A sdo considerados as células tronco da populagdo de células
germinativas, embora ndo possam ser identificados com base na sua morfologia
(CLERMONT, 1972). As espermatogdnias sofrem numerosas mitoses para produzir um

grande numero de células germinativas vidveis para entrarem em meiose. Assim, a



proliferagio da populagio espermatogonial promove o surgimento de milhdes de
espermatozéides que sdo produzidos por dia (O’'DONNELL ez al., 2001).

A tltima mitose das espermatogdnias do tipo B origina os espermatdcitos primarios
em pré-leptéteno (O’DONNELL ez al., 2001). Essas células replicam seu DNA e iniciam a
meiose (CLERMONT, 1972). Durante a préfase da primeira divisio meidtica, as células
germinativas sofrem transi¢des morfolégicas e podem ser classificadas com base no
tamanho e na morfologia nuclear (HESS, 1990). Na fase de zigéteno, ocorre pareamento
dos homélogos, e quando as células estio com os cromossomos completamente pareados
sdo chamadas espermatécitos em paquiteno, fase em que ocorre O crossing-over. Ao
paquiteno segue-se o dipl6teno, periodo no qual os cromossomos pareados separam-se
parcialmente, mantendo-se ligados somente nos locais onde ocorreu o Crossing-over
(quiasmas), fase conhecida como diacinese. E as células que sofreram a primeira divisdo
meidtica originam os espermatécitos secundérios. Estes, apds sofrerem a segunda divisio
meidtica, originam as espérmatides esféricas haploides.

O processo de diferenciagdo das espermatides esféricas em espermatides alongadas
€ conhecido como espermiogénese. Esse processo envolve formagdo e desenvolvimento do
acrossomo e do flagelo, condensagio da cromatina, mudanga na forma e alongamento do
nucleo e remogdo do excesso de citoplasma (LEBLOND e CLERMONT, 1952a). A medida
que o alongamento nuclear prossegue, o nicleo torna-se altamente compactado e a
transcricdo cessa (BRAUN, 1998). A espermiagio € a etapa final da espermiogénese e
envolve a liberagdo da espermatide alongada da célula de Sertoli para o limen do tabulo
seminifero (O’DONNELL et al., 2001).

O tecido intersticial ¢ formado por um tecido conjuntivo frouxo rico em vasos
sangiiineos e linfaticos, os quais sdo essenciais para o trinsito de horménios e nutrientes
dentro e fora do testiculo. Também sio encontrados neste tecido fibroblastos, eventuais
macréfagos e células de Leydig, essas tiltimas implicadas com a sintese de andrégenos,
principalmente a testosterona, assim como outros esterdides incluindo o estrogeno
(FAWCETT, 1994; GNESSI et al., 1997). Duas populagdes diferentes sio reconhecidas em
roedores — as células de Leydig fetais e as adultas (HAIDER, 2004). A linhagem das

células de Leydig adultas contém cinco tipos principais de células: as precursoras



mesenquimais, as progenitoras, as recém-formadas, as imaturas e as maduras (MENDIS-
HANDAGAMA e ARYARATNE, 2001). Os horménios secretados por essas células sdo
fundamentais para o controle das funcdes reprodutoras masculinas nos vertebrados, atuando
na diferenciacéo e no funcionamento dos orgéos reprodutores, induzindo o comportamento
reprodutivo caracteristico da espécie e influenciando a producdo de espermatozodides
(RODRIGUES ¢ FAVARETTO, 1999).

2. Regulacio Hormonal

De maneira geral, o equilibrio entre as diferentes etapas da espermatogénese ¢
controlado por horménios, fatores de crescimento, interagGes celulares e outras substincias
de acdo local. Assim, a coordenagdo necessaria para as fungdes espermatogenéticas €
alcangada por uma complexa rede de relagdes enddcrinas, parcrinas e Justacrinas,
responsaveis pela sintonia metabélica entre células de Leydig, células de Sertoli e células
germinativas, num processo conhecido como dinamica testicular (SPITERIGRESH ez al.,
1993; GUITTON et al., 2000; O’ DONNELL et al., 2001).

E bem conhecido que as gonadotrofinas, ou seja, o horménio foliculo estimulante
(FSH) e o horménio luteinizante (LH), secretados pela adenohip6fise em resposta ao
hormoénio hipotaldmico liberador de gonadotrofinas (GnRH), sdo os maiores reguladores
enddcrinos da espermatogénese (McLACHLAN et al., 1996). O LH estimula as células de
Leydig a secretar testosterona, a qual age no epitélio seminifero controlando a
espermatogénese. O FSH estimula a produgfo pelas células de Sertoli de numerosos
fatores, os quais participam da regulagdo da espermatogénese, refletindo a capacidade das
células de Sertoli em promover mudangas que so necessarias nas células germinativas
(O’DONNELL et al., 2001). Por muitos anos presumiu-se que as células de Sertoli eram o
maior fator controlador da sincronia no desenvolvimento das células germinativas.
Entretanto, em um estudo recente observou-se que o transplante de espermatogdnias de rato

em camundongos leva a diferenciagdo destas células segundo a cinética da



espermatogénese do doador, demonstrando certo autocontrole das células germinativas
(FRANCA ef al., 1998).

O papel da testosterona e do FSH para a espermatogénese tem sido alvo de
numerosos estudos. No entanto, pouco se sabe sobre como esses hormdnios agem sobre as
células de Sertoli para estimular e manter a espermatogénese (McCLACHLAN et al., 1996).
Estudos sobre o papel do FSH e da testosterona na supress3o ¢ na restauragio da
espermatogénese em ratos adultos indicam que esses horménios exercem efeitos
independentes e sinérgicos sobre o desenvolvimento das células germinativas
(McLACHLAN et al., 2002). Singh e cols. ( 1995) demonstraram em um experimento com
camundongos hipogonadais, caracterizados pela deficiéncia congénita em GnRH e
consequentemente em LH e FSH, que o andrégeno sozinho estimula todas as fases de
desenvolvimento das células germinativas, enfatizando a necessidade de andrégeno para a
espermatogénese.

A testosterona €, entre as multiplas formas moleculares de andrégenos, a mais
potente metabolicamente, correspondendo a 95% dos andrégenos totais encontrados na
circulagdo sangiiinea. Entre as vérias fun¢es da testosterona no testiculo a mais Importante
€ a de facilitar a progressdo das espermatides esféricas em espermatides alongadas, pois
estudos com ratos mostram que altas doses de FSH foram incapazes de completar esse
passo vital (McCLACHLAN et al., 1996). Receptores de andrégenos tém sido encontrados
apenas em células de Sertoli (BREMNER e al., 1994; SUAREZ-QUIAN et al., 1999; ZHU
et al., 2000) e com base nessas evidéncias, tém sido postulado que a testosterona ndo age
diretamente sobre as células germinativas, mas o seu alvo primério de agdo sdo as células
de Sertoli, as quais, por sua vez, atuam sobre as células germinativas através da secre¢do de
fatores paracrinos (SHARPE, 1997; PARVINEN et al., 1998;).

Analises bioquimicas dos niveis intratesticulares de testosterona em ratos adultos
revelaram valores maximos nos estadios VII e VIII do ciclo do epitélio seminifero e valores
mais baixos nos estadios de XIII-V (BREMNER et al., 1994; PARVINEN et al., 1998),
sugerindo uma agdo androgénica preferencial nos estadios VII-XI do ciclo do epitélio
seminifero, enquanto os estadios XIII-V sdo controlados preferencialmente pelo FSH.



O FSH desempenha um papel chave no desenvolvimento de testiculos imaturos,
particularmente por controlar a proliferagio das células de Sertoli. Além disso, atua
predominantemente no desenvolvimento e diferenciacéo espermatogonial, na prevenc¢io da
degeneragdo prematura das espermatogdnias e espermatéeitos e na divisio meidtica
(McLACHLAN et al., 1996). Estudos utilizando camundongos transgénicos com ruptura
do gene para o receptor de FSH (KUMAR et al., 1997) ou para o gene da subunidade B do
FSH (DIERICH et al., 1998) tém ajudado a entender se o FSH é ou ndo essencial para a
espermatogénese. Os machos de ambos os modelos transgénicos sdo férteis e exibem todos
0s estagios de desenvolvimento das células germinativas. O mesmo ocorre como oS
camundongos hipogonadais tratados com testosterona (SINGH et al., 1995), sugerindo que
o FSH nido € absolutamente necessario para a fertilidade. Entretanto, em ambos os casos os
testiculos e a producdo de espermatozéides sdo menores (SINGH ef al., 1995; KUMAR et
al., 1997; DIERICH et al., 1998), devido a necessidade de FSH para a divisdo das células
de Sertoli durante o periodo neonatal (SINGH e HANDELSMAN, 1996 a e b).

Desde 1930 € reconhecido que o estrégeno é sintetizado no macho (ZONDEK,
1934). Entretanto, a descoberta desse horménio “feminino” no macho foi amplamente
ignorada e seu papel foi considerado de pequena importancia para o funcionamento do
testiculo e para a fertilidade masculina. Mais tarde muitos estudos demonstraram que as
células testiculares fetais e imaturas de roedores sintetizam estrogeno, pois possuem a
enzima aromatase, a qual é responsével pela conversio de testosterona em estrégeno
(ROMMERTS et al., 1982; KUROSUMI et al., 1985; TSAI-MORRIS ez al., 1985;
PAPADOPOULOS et al., 1986; TSAI-MORRIS et al., 1986; WENIGER e ZEIS, 1987;
1988; WENIGER, 1990; 1993) e expressam receptores de estrogeno dos tipos o e B
(GRECO e al., 1992; FISHER et al., 1997; SAUNDERS e al., 1998; van PELT et al.,
1999; JEFFERSON et al., 2000; NIELSEN et al., 2000; SAR ¢ WELSCH, 2000). A tabela
1 mostra a localizagéo dos receptores de andrégeno, de estrogeno o e B (ERa e ERB) e da
aromatase nos principais tipos celulares do testiculo, em diferentes fases do

desenvolvimento.

10



Tabela 1- Resumo dos dados publicados até o momento sobre a localizagdo dos receptores de andrégeno

(AR) e de estrégeno a e B (ERa e ERB) e da aromatase no trato reprodutor de roedores machos do periodo
fetal até a idade adulta. Modificado de O’DONNELL et al.,2001 E WILLIANS ef ai., 2001,

AR ERa ERB Aromatase

Fetal
Células de Leydig +
Células de Sertoli

Gonocitos

+ o+ o+ o+

Ductulos associados + +
Neonatal
Células de Leydig +
Células de Sertoli +
Gondcitos/Espermatogénias
Espermatocitos

+
+

-+
“+

+ o+ o+

Ductulos eferentes + +
Epididimo
Piibere
Células de Leydig + &
Células de Sertoli
Espermatogénias
Espermatocitos s _ —
Espermatides esféricas
Espermatides alongadas » _ -
Ductulos eferentes + + +
Epididimo + + +
Adulto
Células de Leydig + + +
Células de Sertoli -
Espermatogénias = _ _
Espermatdcitos

+ 4+ + o+ +

+

+

+ o+

+ o+

Espermatides esféricas -
Espermatides alongadas
Ductulos eferentes

Epididimo + + +

+
4

+
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Devido ao fato de haver muitos dados conflitantes na literatura a respeito da exata

localizacdo dos receptores de estrogeno tipo a e P e da atividade aromatasica no testiculo
adulto, muitos estudos sobre este assunto tém sido desenvolvidos com camundongos
(COUSE et al., 1997; ROSENFELD et al., 1998), ratos (FISHER et al., 1997; SAUNDERS
et al., 1997; 1998; SHUGHRUE et al., 1998; van PELT et al., 1999; PELLETIER et ai.,
2000), primatas (WEST e BRENNER, 1990; FISHER et al., 1997; PELLETIER et al.,
1999) e humanos (ENMARK er al, 1997; PELLETIER e EL-ALFY, 2000;
PENTIKAINEN et al., 2000 e SAUNDERS ef al., 2001). A localizagdo dos ERa € ERB €
da aromatase no testiculo adulto estd resumida na Figura 3, a qual foi feita com base nos
relatos ja descritos (O’DONNELL et al., 2001).

Os estudos citados sugerem que o testiculo € capaz de sintetizar e responder ao
estrégeno durante todos os estagios de desenvolvimento. A presenca de ERa e ERp e da
aromatase demonstra que a a¢do do estrogeno € importante para o desenvolvimento e
funcionamento das células de Leydig, células de Sertoli e células germinativas, assim como
para o desenvolvimento e funcionamento dos ductulos eferentes e epididimo. Em
particular, as células germinativas s3o capazes de sintetizar estrogeno local e responder a
ele, via ERP, sugerindo que a a¢@o paracrina e intdcrina do estrégeno possa ser importante
no seu desenvolvimento (O’DONNELL et al., 2001). Ndo tem sido descrito que o
estrogeno regule algum estagio particular da espermatogénese, mas promove proliferagéo
espermatogonial (KULA, 1988; MIURA ef al., 1999) e matura¢do dos espermatozdides no
epididimo (HESS et al., 1997).

Os dados disponiveis até o momento em roedores mostram que o estrogeno €
importante para manter a fun¢do reprodutiva no macho (CARREAU et al., 1999, 2001;
HESS et al., 2001; O’DONNELL ez al., 2001; CARREAU, 2003; CHO et al., 2003;
GANCARCZYK et al., 2004). No entanto, o seu efeito direto ainda ndo € completamente
entendido.
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Figura 3- Resumo da localizagdo dos receptores de estrégeno o e B e da aromatase no
testiculo adulto (O’DONNELL et al., 2001).

Estudos envolvendo a suplementagdo de estrgeno tém contribuido para uma
melhor interpretag@o do seu papel no desenvolvimento testicular. Os fitoestrogenos, como a
genesteina, sdo componentes estrogénicos ndo esteroidais fracos, produzidos pelas plantas e
conhecidos por se ligarem aos ERa e ERB. A exposicio neonatal a altas doses de
genesteina induz mudangas estruturais no complexo uretroprostatico em ratos (STRAUSS
et al., 1998) e inibe o crescimento e proliferacdo de células testiculares (DIAKA er al.,
1998), além de reduzir a expressdo de ERa e AR, demonstrando seu efeito em nivel
molecular sobre os 6rgdos reprodutores (SHIBAYAMA et al., 2001). Em um estudo
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realizado com camundongos “knocknout” para o gene cyp 19 da aromatase (ArKO)
submetidos a uma dieta rica em fitoestrogenos foi observado um efeito agonista ao
estrégeno, devido a auséncia de estrégeno endégeno. No entanto, nos camundongos
normais submetidos a mesma dieta, o fitoestrégeno provocou efeito antagonista, devido a
sua combinagdo com o estrogeno endbégeno. Portanto, os fitoestrogenos podem simular a
agdo do estrégeno endégeno dentro do epitélio seminifero (ROBERTSON ez al., 2002).

O Zearalenone (ZEA) ¢ uma substancia estrogénica natural produzida pelo fungo
Fusarium (MIRICHA et al., 1968). O ZEA causa alteragdes no trato reprodutor de animais
de laboratério e domésticos (KUIPER-GOODMAN et al., 1987). Kim e cols. (2003)
demonstraram em seus estudos com ratos que uma dose unica (5 mg/kg) de ZEA induz
apoptose nas c€lulas germinativas, principalmente em espermatogbnias e espermatécitos
primarios nos estadios de I-VI do ciclo seminifero. No entanto, seu efeito citotéxico ocorre
somente por um periodo curto, imediatamente apés a administragio.

O Dietiletilbestrol (DES) € um estrégeno sintético ndo esteroidal que causa atrofia
dos testiculos (OHTA et al., 1995), redugdo dos niveis de testosterona (ATANASSOVA et
al., 1999) e carcinoma testicular (McLACHLAN et al., 1998). Em humanos também causa
cancer testicular além de hipospadias, criptorquidismo, redugio dos espermatozoéides e
diminui¢do da fertilidade. A exposicdo neonatal de camundongos a altas doses de DES
causa esterilidade, resultando em anormalidades do sistema reprodutor, tais como expansio
dos ductos Miillerianos, criptorquidismo, hipotrofia dos testiculos e epididimo, cistos
epididimais, causando tumores na rede testis e no tecido intersticial (McLACHLAN et al.,
1975; McLACHLAN, 1977; VORHERR e al., 1979; NEWBOLD e al., 1985; 1987a;
1987b; VISSER et al, 1998; EMMEN et al., 2000; GUPTA, 2000; NEF et al., 2000). A
exposi¢@o de camundongos durante os periodos gestacional e de lactagdo a doses diarias de
10 pg/kg de DES causou alteragdes irreversiveis quanto ao crescimento testicular, fungdo
dos espermatozoides, expressdo de genes envolvidos na esteroidogénese, fungéio lisossomal
e desenvolvimento testicular (FIELDEN et al., 2002).

A exposi¢do de roedores no periodo neonatal ao estrogeno ou a componentes
estrogénicos promove mudangas na secregdo de gonadotrofinas durante o desenvolvimento
pubere (ATANASSOVA er al., 2000; TENA-SEMPERE et al., 2000) e pode de fato alterar

14



a organiza¢do do eixo hipotaldmico-hipofisirio, e assim essas mudangas persistem no
adulto (ATANASSOVA ef al., 1999). Uma dose alta tinica de benzoato de estradiol em
ratos machos com um dia de idade causa uma redugéo tanto na secre¢do de GnRH como na
resposta pituitaria para a GnRH (PINILLA ef al., 1992), assim como uma profunda
supressdo na circulagdo FSH, LH e conseqiientemente nos niveis de testosterona (TENA-
SEMPERE et al., 2000). Esta diminui¢&o também & observada em ratos machos adultos que
receberam doses de estradiol durante 10 dias (De JONG et al., 1975).

Para elucidar o papel do estrégeno em machos tém sido utilizados também
tratamentos com anti-estrogenos (GILL-SHARMA e al, 1993; GOPALKRISHNAN et al.,
1998; LEE et al., 2000; PADMALATHA RAI e VIJAYALAXMI, 2001; OLIVEIRA et al.,
2001, 2002; HESS, 2003; GANCARCZYK et al., 2004) e com inibidores de aromatase
(STEELE et al., 1987; JUNIEWICZ ef al., 1988; TURNER et al., 2000). De acordo com
Lee e cols. (2000), o tratamento com o anti-estrogeno ICI 182,780 provocou alteracdes no
sistema reprodutor do macho que s3o similares aquelas encontradas em camundongos
“knocknout” para o receptor de estrogeno tipo a (ERaKO). Oliveira e cols. (2001)
comprovaram que o tratamento em longo prazo com esse mesmo anti-estrégeno resulta em
prejuizos na estrutura e na fungdio do sistema reprodutivo masculino. Em uma série de
experimentos usando anti-estrogeno ICI 182,780 para bloquear os efeitos dos estrégenos
endogenos via ERa e ERB, Hess (2003) confirmou a hipétese de que o estradiol é um
horménio essencial para a fungdo reprodutiva masculina, quando encontrado em niveis de
circulagdo normal. Altas concentragdes de estrégeno podem exercer efeitos negativos sobre
0 desenvolvimento testicular enquanto baixas concentragdes podem ter efeitos
estimulatérios (ATANASSOVA et al., 2000; EBLING et al., 2000).

O Tamoxifeno € um anti-estrégeno ndo esteroidal amplamente usado no tratamento
do céancer de mama. Ele bloqueia competivamente os receptores de estrogeno e seus efeitos
variam de um completo antagonismo ao estrogeno até o puro agonismo, dependendo da
concentragéo e do tecido alvo (PARTE er al., 2000; CORRADA et al., 2004). Em humanos
e ratos ele € preferencialmente anti-estrogénico com uma atividade estrogénica residual
(FURR ¢ JORDAN, 1984). O tratamento com esse anti-estrégeno promove 0 aumento de

FSH e diminui os niveis de LH e testosterona, alterando a espermatogénese e a morfologia
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testicular (GOPALKRISHNAN et al., 1998). Seu potencial genotéxico para os machos é
conhecido com base nas anormalidades induzidas nos espermatozoides (PADMALATHA
RAI e VIJAYALAXMI, 2001), na diminui¢do da fecundidade, da fertilidade e da poténcia
(GILL-SHARMA et al, 1993). Considerando que a concentragéo apropriada de LH e FSH,
assim como o inicio da secre¢do durante os periodos neonatal e puberal ¢ fundamental para
0 procedimento normal da espermatogénese (RUSSEL et al., 1987; 1998), a €Xposicao ao
estrogeno e ao Tamoxifeno pode ter importantes efeitos a longo prazo sobre o eixo
hipotaldmico- hipofisario e assim, sobre a espermatogenese.

Enquanto a administracdo de estrégeno ou de seus inibidores causa diminui¢3o nos
niveis circulantes de gonadotrofinas, a administragéio de inibidores de aromatase aumenta
os niveis de LH e testosterona em cachorros adultos (JUNIEWICZ et al., 1988).
Adicionalmente, Turner e cols., (2000) demonstraram que em ratos tratados com inibidores
de aromatase a concentragdo de gonadotrofinas e testosterona também aumentam.

A investigagdo do papel do estrégeno no controle do eixo hipotdlamo-hipéfise-
testiculos tem sido facilitada pelos modelos experimentais transgénicos, como € o caso dos
camundongos ArKo e ERKo (EDDY et al., 1996; FISHER et al., 1998; KREGE et al.,
1998; LINDZEY et al., 1998; COUSE e KORACH, 1999; ROBERTSON et al., 1999;
HESS et al., 2001; MAHATO et al., 2001; TODA et al., 2001). Os camundongos ERaKo
sdo inférteis, seus testiculos parecem normais até a puberdade, no entanto comecam a se
degenerar com a ruptura da espermatogénese (EDDY et al., 1996). O fenétipo testicular
desses camundongos € caracterizado pela atrofia dos tibulos seminiferos e varias
anormalidades morfologicas no espermatozéide. Recentemente Mahato e cols. (2001)
mostraram em camundongos ERaKo que as células germinativas sem receptores de
estrogeno do tipo o ndo se desenvolvem normalmente e que as células somaticas do
sistema reprodutivo masculino requerem esses receptores para sustentar a produgdo de
espermatozoides férteis. Adicionalmente, Hess e cols. (2001) demonstraram que a
infertilidade do ERaKo € resultado da deficiéncia na reabsor¢do do fluido nos ductulos
eferentes, resultando em esperma diluido e aumento da pressdo nos tibulos seminiferos.
Devido a uma série de experimentos realizados por Lindzey e cols ( 1998), foi constatado
que o estrogeno facilita o “feedback™ negativo da testosterona sobre o eixo hipotalamo-
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hipéfise-testiculos de camundongos. Posteriormente, foi demostrado que os animais
ERaKo tém um aumento nos niveis de androgenos, o que leva a concluir que ocorre uma
alteragdo na organizagdo do eixo hipotélamo-hipofise-testiculos. O perfil endécrino dos
camundongos “knocknout” para o receptor de estrogeno tipo B (ERBKO) ainda ndo foi
detalhado, contudo, o fato de serem férteis sugere que ndo ha ruptura enddcrina.

Assim como observado em ratos tratados com inibidores de aromatase, em
camundongos ArKO ocorre também um aumento nos niveis de LH e testosterona, no
entanto a concentracdo de FSH permanece normal (FISHER et al., 1998; ROBERTSON et
al, 1999). Nesses animais, a inibi¢do da biossintese do estrogeno resulta em uma
espermatogénese anormal. Inicialmente esses camundongos sdo férteis, por volta da 18*
semana de idade, sdo notados defeitos pés-mei6ticos nas células germinativas, coincidindo
com aumento de apoptose e conseqiientemente redugio da fertilidade (ROBERTSON et al.,
1999). Em humanos a deficiéncia da aromatase bem como a falta de expressao do ERa
devido a mutagGes ocorridas naturalmente leva a infertilidade e diminuigdo da viabilidade
dos espermatozdides (FAUSTINI-FUSTINI et al., 1999).

Sabe-se que a administra¢do de estrégeno em animais durante o periodo neonatal ou
adulto prejudica o funcionamento do sistema reprodutor masculino, bem como a fertilidade.
No entanto, ndo sfo do nosso conhecimento relatos sobre o efeito da administracio
transitoria de altas doses de estrogeno e Tamoxifeno em ratos jovens. Considerando que os
estudos relativos ao efeito das alteragdes nos niveis hormonais sobre o testiculo, acima
citados, ndo enfatizam sua influéncia especifica sobre a espermatogénese e considerando,
ainda a escassez de informagdes a respeito das alteragdes morfolégicas causadas nas
diferentes populagdes celulares envolvidas, acreditamos que as analises realizadas irdo
ampliar as informagGes a respeito dos fatores reguladores da espermatogénese e as bases
celulares da resposta testicular frente a distirbios passageiros na concentragcdo de

horménios esterdides ou de seus inibidores.
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IV - OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi analisar comparativamente as conseqiiéncias, em curto e
médio prazo, do tratamento transitério com estrégeno e com o anti-estrogeno Tamoxifeno,
sobre a estrutura testicular e a espermatogénese de ratos jovens. Assim, foram examinadas
as alteragdes morfologicas e quantitativas no testiculo e nas suas principais populacdes

celulares, uma e sete semanas ap6s a administra¢do dessas substincias.
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Resumo

Embora seja bem conhecido que o estrogeno é essencial para o adequado
desenvolvimento embrionario e maturagdo pés-natal do testiculo, seu papel especifico para
a fisiologia testicular ¢ em especial para a espermatogénese ainda permanece pouco
compreendido. O objetivo do presente estudo foi determinar o impacto da administragdo
subcutdnea de uma dose tinica (35 mg/kg de peso corporal) de benzoato de estradiol e do
anti-estrégeno Tamoxifeno sobre o testiculo de ratos jovens (5 semanas de idade). Os
efeitos do desequilibrio hormonal passageiro foram avaliados uma (curto prazo) e sete
semanas (médio prazo) apds os referidos tratamentos com o uso de analises de rotina em
microscopia de luz e microscopia eletronica de transmissdo, associadas a analises
morfométricas e estereologicas e também pelo método de TUNEL para a deteccdo de
c€lulas apoptéticas. O estrogeno afetou mais drasticamente a estrutura testicular e a
espermatogénese quando comparado com o Tamoxifeno. Em curto prazo, a exposicdo a alta
dose de estrégeno reduziu em 50% o peso testicular, diminuiu o didmetro dos tibulos
seminiferos e a populagdo de células de Sertoli, induziu um aumento na apoptose das
espermatides alongadas acarretando seu desaparecimento. Embora o indice génado-
somatico tenha se recuperado sete semanas apos a injegdo de estrégeno, a taxa de apoptose
das células germinativas ainda permanece 5 vezes mais alta e o niimero de espermatides
alongadas € muito inferior ao encontrado nos animais controle. Em curto prazo, a exposi¢do
a0 Tamoxifeno foi menos prejudicial para o testiculo de ratos jovens em comparagio com o
estrogeno, mas, em médio prazo, resultou em alguns efeitos semelhantes tais como reducio
do didmetro dos tibulos seminiferos, incidéncia elevada de células germinativas
apoptdticas, e atrofia de células de Leydig. A partir dos resultados obtidos concluimos, que
tanto a exposi¢do passageira ao estrégeno como ao Tamoxifeno interfere negativamente na
dinamica testicular de ratos jovens, levando a danos na espermatogénese que persistem nos

animais adultos com uma provavel redugido da fertilidade.
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Introducéo

A espermatogénese € um complexo processo pelo qual as células germinativas
indiferenciadas sofrem proliferacdo, meiose e diferenciagdo para dar origem aos
espermatozoides. Sabe-se que as gonadotrofinas sdo os principais horménios reguladores
da espermatogénese [1]. Além disso, estudos em camundongos hipogonadais (hpg), os
quais sofrem de uma deficiéncia congénita de gonadotrofinas, mostram que todas as fases
da espermatogénese podem ser estimuladas pela administragdo exdgena de testosterona
mesmo na auséncia de LH e FSH [2]. Se por um lado, o papel da testosterona e das
gonadotrofinas no testiculo tem sido extensivamente estudado [para revisdo ver referéncia
3], uma maior énfase na elucidagdo do papel do estrégeno para o desenvolvimento e fungo
testiculares tem sido dada apenas na tltima década [1,4,5].

Varios estudos tém indicado que um aumento na exposi¢do fetal ou neonatal de
individuos machos ao estrégeno pode afetar o desenvolvimento do sistema genital e
comprometer seu funcionamento na idade adulta [6-8]. A exposi¢do de fetos humanos ao
potente estrogeno dietiletilbestrol, via administragdo materna, aumenta a incidéncia na
prole de desordens do sistema genital tais como criptorquidismo, hipospadia e baixa
contagem de espermatozoides [7]. A administragdo desse estrogeno ndo esteroidal a ratos
no periodo neonatal (2-12 dias ap6s o nascimento), seja em baixas (<4ug/Kg) ou em altas
(>100ug/Kg) doses tem um efeito negativo sobre o desenvolvimento testicular, diminuindo
o namero de células de Leydig e de Sertoli [9]. Por outro lado, os efeitos da exposicdo
estrogénica sobre as células germinativas de roedores sdo dose-dependentes, uma vez que
em altas doses nota-se uma diminui¢do dessas populagdes celulares, enquanto em baixas
doses elas aumentam, acelerando o inicio normal da espermatogénese [8,10]. A
compara¢do de experimentos de administracdo de estrogeno com experimentos de
supressdo da producdo de testosterona (tratamento com antagonista de GnRH) e de
bloqueio da agdo do andrégeno, via administragdo neonatal do anti-andrégeno flutamida,
tém indicado que a ocorréncia de anormalidades no trato reprodutor masculino requer

simultaneamente uma alta a¢do de estrogenos e uma baixa a¢@o de androgenos [8,11].
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Evidéncias diretas para o papel fisiologico do estrogeno nos 6rgdos reprodutores
masculinos tém sido fornecidas pelas investigagdes com camundongos “knocknout™ para os
receptores de estrogeno tipos o (ERaKO) e B (ERBKO) e para o gene cyp 19 da aromatase
(ArKO) [12-15]. Os testiculos de camundongos ERaKO parecem normais até a puberdade,
mas, entdo, comeg¢am a degenerar, com a interrupgdo da espermatogénese e progressiva
atrofia dos tibulos seminiferos e conseqiiente infertilidade [12]. A infertilidade dos
camundongos ERaKO tem sido atribuida a deficiéncia na reabsorcdo de fluido testicular
pelos ductos eferentes, resultando em esperma diluidos, aumento da pressdo nos tibulos
seminiferos e conseqiiente atrofia do epitélio germinativo [16]. Os camundongos ArKO,
contudo, também apresentam uma falha progressiva na espermatogénese e infertilidade,
mas ndo foram encontradas evidéncias da deficiéncia na absorgio de fluido pelos tibulos
eferentes, indicando que outros mecanismos estdo envolvidos na indugio da infertilidade
[15]. Além disso, andlises detalhadas da espermatogénese em camundongos ERaKO
indicam que as células germinativas sem ERa néo se desenvolvem normalmente e que as
células somaticas do sistema reprodutor masculino requerem esses receptores para sustentar
a produgdo de espermatozdides [17].

Embora varias linhas de evidéncia indiquem que tanto a superexposi¢do como a
falta da agdo de estrogeno interferem negativamente na espermatogénese, sugerindo-lhe
uma participagdo direta neste processo, o seu papel especifico ainda nfo é claro. No
presente estudo, analisamos as conseqiiéncias, em curto e médio prazo, da exposicdo
transitoria a uma dose alta de estrogeno sobre a estrutura testicular e espermatogénese de

ratos jovens, comparando com o tratamento semelhante com o anti-estrégeno Tamoxifeno.

Material e métodos

Ratos Wistar machos, obtidos do Biotério Central da Universidade Estadual de
Campinas (Campinas, SP, Brasil), foram mantidos no Biotério do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas da Unesp (Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil), em condigdes
padrdes de temperatura (25°C), umidade do ar 40%-70% e luminosidade (12h de luz: 12h
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de escuro), sendo alimentados com ragdo animal Labina (Purina, Paulinia, Brasil) e agua
filtrada “ad libitum”. Apds a pesagem, os animais com 5 semanas de idade foram divididos
aleatoriamente em trés grupos (n = 10). Naqueles do grupo controle foram injetados
subcutaneamente apenas com 0,5ml de 6leo de girassol, enquanto nos demais foram
injetados com uma dose unica desse solvente contendo 35mg/Kg de peso corporal de 3-
benzoato de B estradiol (Sigma, St. Louis, MO) ou contendo 35mg/Kg de peso corporal de
Tamoxifeno (Sigma, St. Louis, MO). Metade dos animais de cada grupo foram sacrificados
1 semana apds o tratamento e a outra metade 7 semanas apds o tratamento, utilizando-se

inalagdo profunda com CO,, seguida de decapitacao.

Preparagao do testiculo para microscopia de luz e eletronica de transmissdo

Apés a remogio do epididimo, ambos os testiculos foram pesados. Os
testiculos direitos foram imediatamente imersos em Bouin. Apés 15 min no fixador de
Boiun, foram feitas pequenas incisdes na tunica albuginea e ap6s 1h de fixagdo os testiculos
foram seccionados transversalmente em fatias de 2-3mm de espessura. Esses fragmentos
permaneceram por mais 18h em Bouin, sendo processados para inclusio em historesina
(Leica-historesin embbeding kit, Nussloch, Alemanha).

Fragmentos dos testiculos esquerdos foram fixados, durante 24h, em
formaldeido a 4% recém preparado em tampéo fosfato 0,IM e processados para incluséo
em Paraplast (Merck, Darmstadt, Alemanha). Os cortes histolégicos em historesina (3pm
de espessura) foram corados com Hematoxilina-Eosina [18] pela técnica de Reticulina de
Gomori [18], tendo sido empregados nas analises histologicas e morfométricas. Os cortes
histolégicos em parafina (Spm de espessura) foram submetidos a técnica de TUNEL
(Oncogene Research Products, Boston, EUA).

Parte dos fragmentos dos testiculos esquerdos foram fixados em solugdo de
glutaraldeido 3% e acido tanico 0,25% em tampao Milloning, pH 7,3, por 2 horas, a 4°C.
Depois da pés-fixagdo em solugdo de tetroxido de 6smio a 1% em tampao Milloning, por 1
hora, as amostras foram desidratadas e incluidas em araldite (Electron Microscopy
Sciences, Washington, EUA). Os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de
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uranila [19] e citrato de chumbo [20] e examinados no Microscopio Eletronico de

Transmissdo, LEO 906 (Zeiss).
Andlises quantitativas

Foram determinados o peso corporal dos animais, o peso fresco do testiculo € o
indice Gonado-Somatico [IGS = (Peso testicular /Peso corporal) x 100].

As anilises morfolégicas e quantitativas foram efetuadas em fotomicroscépio
Zeiss-Jenamed (Jena, Alemanha) acoplado com Sistema Digitalizador e Analisador de
Imagens Image-Pro Plus ©Media Cybernetics versao 4.5 for Windows software (Maryland,
USA). Todas as andlises abaixo descritas foram realizadas em cortes histolégicos em
historesina provenientes de pelo menos trés fragmentos testiculares diferentes por cada

animal:

1. Diametro dos tibulos seminiferos: foi determinado em cortes corados pela técnica
de Reticulina de Gomori [18], que evidencia as fibras contendo coldgeno do tecido
peritubular, facilitando a delimitagdo dos tibulos seminiferos. Foram medidos 20 tubulos
em corte transversal por animal utilizando-se o0 aumento de 200x.

2. Freqiiéncia das diferentes populacdes de células do epitélio seminifero: foi
avaliada de acordo com os procedimentos de Chandolia e cols. [21], com uma pequena
adequagdo visto que utilizamos os tubulos seminiferos nos estadios I ao VIII do ciclo do
epitélio germinativo. Esses estadios, reconhecidos com base nas descri¢des de Leblond e
Clermont [22] e Hess [23], foram escolhidos por conterem os representantes das principais
fases de diferenciagdo espermatogénica, inclusive as espermadtides esféricas que ndo sdo
observadas nos demais estadios. As células de Sertoli e as células germinativas, subdividas
em quatro categorias (espermatog6nias € espermatocitos em pré-leptéteno, espermatdcitos
em paquiteno, espermatides esféricas e espermatides alongadas), foram quantificadas com
base nos perfis nucleares visualizados em cortes transversais dos titbulos seminiferos. Um

total de 20 tibulos seminiferos por animal foi empregado.
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3. Freqiiéncia dos tiibulos seminiferos segundo a quantidade de espermaitides
alongadas: com o objetivo de averiguar as conseqiiéncias dos tratamentos sobre a fase final
da maturacio espermatica, os tubulos seminiferos foram classificados quanto a quantidade
de espermatides alongadas em: (1) tibulos sem espermétides, (2) com menos de 25, (3) de
25-100, ou (4) com mais de 100 espermatides alongadas. A freqiiéncia relativa de cada uma
dessas categorias de tabulos foi determinada.

4. Células germinativas apoptéticas: foram identificadas pelo método de TUNEL e
seu niimero determinado em cortes transversais de tubulos seminiferos (n = 50 por animal).

5. Volume relativo ocupado pelas células de Leydig: foi estimado em cortes
histolégicos em historesina, com base no método de contagem de pontos [24], fazendo uso
de reticulo M 132 e de imagens contiguas digitalizadas com a objetiva de 10x.

6. Medidas de #Area nuclear e citoplasmitica das células de Leydig: foram
efetuadas a partir de cortes aproximadamente centrais desses tipos celulares, no aumento de
100x em um total de 20 perfis citoplasmaticos por animal.

Os dados quantitativos foram avaliados pela analise de variancia ANOVA e
pelo teste de Tukey para comparagdes multiplas usando o Programa Statistica 6.0
(Copyright© StatSoft, Inc. 1996). Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

Resultados

A Figura 1 mostra as variagdes do peso corporal, peso testicular e IGS
observadas uma (Fig. 1A) e sete semanas (Fig. 1B) apds a inje¢do de dose unica de
benzoato de estradiol e de Tamoxifeno. No caso do Tamoxifeno ndo houve alteragdes
significativas estatisticamente para estes parimetros, nos dois tempos analisados. Ao
contrario, uma semana apés a administragéo de estrégeno, o peso testicular diminuiu cerca
de 50% e sete semanas apos a aplicagdo ainda continuou em média 22% menor que o do
grupo controle. Entretanto, embora o IGS tenha sido reduzido em 60% uma semana apods a

injecdo de estrégeno, houve uma recuperacdo deste indice ap0s sete semanas, visto que
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tanto o peso testicular como o peso corporal permaneceram abaixo do encontrado nos
animais controle (Fig. 1).

Os ratos do grupo controle com seis semanas de idade possuiam testiculos
imaturos. Assim, na maioria dos tubulos seminiferos foram encontradas as associagdes
celulares do ciclo seminifero com todas as fases da diferenciagdo espermatica previamente
descritas [22,23]; contudo, os estadios VII e VIII freqiientemente estavam incompletos nao
exibindo as fases finais de maturagio (espermatides alongadas fase 19) [Fig. 2 da
introdugdo da tese]. J4 os animais do grupo controle com 12 semanas de idade exibiram
espermatogénese completa (Fig. 2G).

Os testiculos dos animais expostos uma semana antes a dose alta de estrégeno
apresentaram menor didmetro tubular (Figs. 2B e 3A) e aparente diminuigdo do volume
ocupado pelas células de Leydig. A andlise histolégica revelou que todos os animais
submetidos & exposi¢do estrogénica apresentaram leves alteragdes no epitélio seminifero,
como vacuolizagdo citoplasmatica, descolamento prematuro de células germinativas e
aumento de células apoptdticas. Embora essas alteragdes tenham sido observadas com
maior freqiiéncia uma semana apds o tratamento, elas persistiram ap0s sete semanas, porém
em menor grau (Fig. 2H ¢ K).

A injegdo de uma dose alta de Tamoxifeno ndo casou alteragdes histologicas
significativas no testiculo, seja em curto ou médio prazo (Figs. 2C e 2I), mas provocou uma
discreta diminuigdo no didmetro dos tbulos seminiferos apos sete semanas (Fig. 3A).

As conseqiiéncias da administragdo do estrogeno e do anti-estrogeno sobre as
populagdes celulares do epitélio seminifero sdo mostradas na Figura 3. Em curto prazo,
ambos levaram a uma diminui¢do no nimero de perfis nucleares de células de Sertoli por
corte transversal do tibulo seminifero (Fig. 3B). Entretanto, sete semanas apds a exposi¢ao
estrogénica houve um aumento no nimero dos perfis nucleares deste tipo celular por corte
transversal do tibulo (Fig. 3B). Uma semana apés a injegdo de Tamoxifeno foi verificado
um aumento do numero de espermatdcitos em paquiteno (Fig. 3D) e apds sete semanas
detectou-se uma diminuicdo no mimero de espermatides esféricas (Fig. 3E). Em curto

prazo, a administragio de estrogeno provocou o desaparecimento das espermatides
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alongadas, as quais ainda foram encontradas em quantidade bem mais baixa do que no
controle nos testiculos de animais tratados sete semanas antes com o estrogeno (Fig. 3F).

Em média 25% dos tbulos seminiferos presentes nos testiculos dos animais
controle com 6 semanas de idade ndo possuiam espermatides alongadas. Uma semana ap6s
a injegdo de estrogeno essa porcentagem passou para 85% (Fig. 4A). Os testiculos dos
animais com 12 semanas de idade apresentaram a maior parte dos tibulos seminiferos com
mais de 25 espermatides alongadas, sendo que, em média, 40% dos tibulos continham mais
de 100 espermétides (Fig. 4B). A incidéncia de tibulos contendo entre 25 e 100
espermatides alongadas e daqueles com mais de 100 espermatides alongadas foi muito
inferior nos testiculos de animais tratados sete semanas antes com 35mg de estrégeno.

A comparagdo do epitélio seminifero seja nos cortes corados com
Hematoxilina-Eosina como naqueles submetidos a técnica de TUNEL (Fig. 5) indicou um
aumento do nimero de células apoptéticas, em particular nos animais tratados uma semana
antes com o estrogeno (Figs. 2E, K; 5B, E, G-K). Os testiculos dos animais controle com 6
semanas de idade apresentaram em média 0,39 + 0,07 células apoptéticas/corte transversal
de tibulo seminifero. Uma semana apés a exposigdo ao estrogeno este niimero duplicou
(0,82 %+ 0,11; p < 0,05), permanecendo inalterado no caso do Tamoxifeno (0,34 % 0,05).
Nos testiculos de animais controle com 12 semanas de idade foram detectadas 0,0340,01
células apoptdticas/corte transversal de tibulo seminifero. Um niimero bem mais elevado
de células apoptéticas também foi constatado para os animais submetidos sete semanas
antes a dose alta de estrogeno (0,15 + 0,03; p < 0,05) ou de Tamoxifeno (0,13 £0,03; p<
0,05).

Embora a anilise em microscopia de luz indicasse que as células germinativas
em apoptose verificadas apds os tratamentos correspondiam a espermatdcitos primérios, a
analise ultra-estrutural surpreendentemente revelou que a vasta maioria dessas células eram
espermatides alongadas em fase adiantada de morte celular. Tais células geralmente eram
encontradas em grupos e exibiam vérios sinais morfologicos tipicos de células em
apoptose, tais como condensagéo da cromatina, degeneracdo de organelas citoplasmaticas e
nas fases finais, dispersdo do envoltério nuclear. Nesse caso, muito freqiientemente elas se
encontravam em regides basais do citoplasma das células de Sertoli (Figs. 6A-D).
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A andlise ultra-estrutural convencional ndio permitiu constatar outros danos
especificos dos tratamentos aqui empregados sobre as demais células germinativas como
espermatogdnias e espermatides esféricas ou mesmo sobre as células de Sertoli. Este tltimo
tipo celular aparentemente manteve suas caracteristicas ultra-estruturais normais apds
ambos os tratamentos, seja em curto ou em médio prazo, a exce¢do de um aumento no
nimero de inclusdes citoplasmaticas com um aspecto semelhante as vesiculas de mielina
(ndo mostrado) no caso dos animais tratados sete dias antes com o estrégeno.

O volume testicular relativo das células de Leydig diminuiu mais da metade
uma semana apds a administragdo do estrégeno (Tab. 1). Uma acentuada diminui¢do no
volume relativo dessas células também foi observada apés sete semanas, ocorrendo, neste
tempo, também nos animais tratados com Tamoxifeno (Tab. 1). Contudo, como esse
volume variou muito entre os animais sujeitos & exposigdo aos agentes estrogénicos sete
semanas antes, as diferengas observadas ndo foram estatisticamente significativas (Tab. 1).
A anélise da érea citoplasmatica das células de Leydig nos cortes em historesina revelou
que elas sofreram uma atrofia uma semana apés a administragdo do estrogeno e do
Tamoxifeno (Tab. 1). Ocorreu uma recuperagdo da 4rea citoplasmatica dessas células sete
semanas aps a exposi¢do estrogénica, mas o nivel de atrofia persistiu, no caso do
Tamoxifeno (Tab. 1).

A comparagdo dos animais dos dois grupos controle mostrou que, em ambas as
idades, as células de Leydig exibem o citoplasma com as caracteristicas ultra-estruturais
muito semelhantes entre si e tipicas para este tipo celular, ou seja, grande quantidade de
cisternas de reticulo endoplasmatico liso (REL) e abundantes mitocondrias com cristas
tubulo-vesiculares (Fig. 7A). A analise ultra-estrutural do testiculo dos animais tratados
uma semana antes com o benzoato de estradiol, além de confirmar a atrofia citoplasmatica
dessas células, também revelou uma dilatagdo das cisternas do Golgi e uma drastica
redugdo no nimero de cisternas de REL e no seu limem (Fig. 7C). Tal redugdo no REL
ainda persiste 50 dias apdés a exposicdo estrogénica, quando ndo foram encontradas
evidéncias de aumento do complexo de Golgi (Fig. 7E). Quanto ao efeito em curto prazo do
Tamoxifeno sobre a estrutura das células de Leydig, parece haver uma resposta variavel
para este tipo celular, visto que algumas exibiram uma nitida atrofia e diminui¢do dos
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elementos do REL (Fig. 7B), enquanto outras mostraram o citoplasma repleto de vesiculas
dilatadas de REL e mitocdndrias, sugerindo intensa atividade esteroidogénica (Fig. 7D).
Sete semanas ap6s a exposigdo ao anti-estrégeno ndo esteroidal foi encontrada uma grande

quantidade de células de Leydig com nitidos sinais de degeneracdo (Fig. 7F).

Discussio

O papel do estrogeno no desenvolvimento testicular tem sido um tema
controverso durante anos. Entretanto, inimeros estudos realizados na tltima década com
abordagens experimentais bastante diversificadas tém comprovado que o estrogeno é
essencial ndo apenas para o adequado desenvolvimento do aparelho reprodutor masculino,
mas também para a espermatogénese e fertilidade masculina [12,15,16,25-30]. Existem
evidéncias abundantes na literatura indicando que a exposi¢do uterina ou neonatal de
roedores ou do homem a estrogenos exdgenos causa variadas falhas no desenvolvimento
testicular [7-10,31]. Assim, uma unica dose de estrogeno, administrada a ratos com 5 dias
de idade, causa severos danos testiculares, levando a infertilidade e a auséncia de células de
Leydig maduras no testiculo adulto [31]. Também € bem conhecido que os estrogenos,
quando administrados em doses farmacologicas a roedores adultos, inibem a
espermatogénese e a esteroidogénese [1].

Apesar do amplo conhecimento a respeito dos efeitos deletérios de altas doses
de estrogeno para a fisiologia testicular, ndo sdo do nosso conhecimento estudos que
focalizem as conseqii€ncias da exposigdo transitoria a alta dose desse hormdnio na fase de
transicdo da puberdade para a idade adulta. Este periodo nos parece interessante, pois, se
por um lado vérios processos da maturagdo testicular como a proliferacdo das células de
Sertoli, origem e diferenciagdo das células de Leydig adultas e o inicio da espermatogénese
Ja ocorreram [1,3], os testiculos ainda podem ser considerados imaturos, no caso do rato, e
os niveis hormonais destes animais encontram-se numa fase de transi¢do, pois com 5

semanas apresentam 0,75 ng/ml de testosterona, e este valor duplica no animal com 6
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semanas de idade (1,5 ng/ml) e aumenta 4 vezes mais quando o animal torna-se adulto 3,5
ng/ml) [32].

Este estudo demonstrou que uma tnica dose de 35mg de benzoato de estradiol,
quando administrada a ratos jovens, leva, ap0s uma semana, a uma drastica reducdo do
tamanho testicular ¢ a um grande prejuizo para a espermatogénese relacionado
principalmente com um drastico aumento da apoptose de células germinativas, em especial
das espermatides alongadas. Este tratamento também resulta na atrofia das células de
Leydig acompanhada da redugdo das organelas envolvidas com a sintese de esterdides o
que indica efeito inibitério sobre a esteroidogénese. Embora sete semanas apos o
tratamento estrogénico, ja se observe uma recuperagdo parcial do peso testicular e o
didmetro dos tubulos seminiferos tenha retornado ao normal, o nimero de células
germinativas apoptéticas ainda € 5 vezes mais alto do que nos animais controle e a
freqii€ncia de espermatides alongadas é um tergo do esperado. Além disso, a deficiéncia em
organelas esteroidogénicas nas células de Leydig ainda persiste. Assim, em comparagao
com os achados prévios referentes a exposi¢do estrogénica durante o periodo neonatal,
podemos concluir que, embora em doses mais altas do que as relatadas na literatura [33-
36], a exposi¢do a uma tnica dose de estrogeno no periodo pés-piibere ocasiona efeitos
mais brandos para a histologia testicular, nfo resultando em alterages morfologicas
evidentes. Entretanto, mesmo que a histologia testicular ndo tenha sido alterada
drasticamente, nossos dados revelam um severo dano para a funcéo testicular com prejuizos
relacionados a4 perda de espermadtides finais e provavel deficiéncia da atividade
esteroidogénica que ainda persistem 50 dias ap6s o tratamento.

Sabe-se que o testiculo ¢ ao mesmo tempo o sitio de sintese e de agdo de
estrogenos [5,16]. Na tltima década houve uma crescente expansio do conhecimento a
respeito dos tipos celulares envolvidos com esses processos [5,16,37]. Em ratos, o sitio
principal de aromatizagdo de testosterona em estrégeno é dependente da idade, pois em
animais jovens, entre 20 e 28 dias de idade, esse processo ocorre nas células de Sertoli e é
direcionado pelo FSH [38], enquanto, em adultos ele é estimulado pelo LH e ocorre
preferencialmente nas células de Leydig [39]. Recentemente também foi detectada a

atividade da aromatase citocromo P450 nas espermatides e nos espermatozodides, sendo que
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neste ultimo caso ela diminui quando da passagem destes pelo corpo e cauda do epididimo
[40]. No caso do rato, parece existir uma distribuicdo diferencial das duas isoformas de
receptores de estrogeno no testiculo, com as células de fora dos tibulos seminiferos
expressando preferencialmente os receptores tipo o e as do epitélio germinativo o tipo B
[1,16,41,42]. Tendo estas consideragdes em mente é razoavel Supor que a exposi¢do
passageira a dose alta do estrogeno ou do anti-estrégeno ndo esteroidal Tamoxifeno deve
ser interpretada como tendo efeitos diretos decorrentes da super-estimulag¢do das células
que expressam esses receptores. E o que parece ter ocorrido no presente estudo visto que as
células germinativas mais afetadas foram as espermatides finais que sabidamente contém
ambos os receptores de estrogenos e também a atividade aromatasica. As nossas anélises
demonstraram que a quantidade de espermatides alongadas nos tibulos seminiferos dos
ratos tratados com estrdgeno diminuiu drasticamente, e que, pelo menos em parte, isso foi
devido a apoptose das células nesta fase final de diferenciagdo. Blanco-Rodriguez e
Martinez-Garcia [43] sugeriram que o estrogeno possa ser pro-apoptético para as células
germinativas, pois a administragdo de estradiol (50mg/dia) em ratos machos provocou
apoptose dessas c€lulas, atribuida & diminui¢do dos niveis de gonadotrofinas e de
testosterona. Nossos dados a cerca do nimero de células germinativas apoptoticas [44] e
seu drastico aumento sete dias apds a exposi¢do estrogénica confirmam seu papel indutor
de apoptose.

Virias investigagdes tém indicado que a exposi¢@o a altas doses de estrogeno
leva a uma ruptura no eixo hipotalamo-hipofisario, bloqueando a secrecio de
gonadotrofinas e, consequentemente, inibindo a produgdo de testosterona [33-36]. Uma
dose alta unica de benzoato de estradiol em ratos machos com um dia de idade causa uma
reducéo tanto na secregcdo de GnRH como na resposta pituitaria para a GnRH [35], assim
como uma profunda supressdo na circulagdo FSH, LH e conseqiientemente nos niveis de
testosterona [36]. Essa diminui¢do também € observada em ratos machos adultos que
receberam doses de estradiol durante 10 dias [33]. Assim, com base nesses relatos
anteriores pode-se sugerir que o tratamento com o benzoato de estradiol aqui empregado
tenha acarretado um bloqueio da sintese de FSH e LH e também de testosterona, induzindo

uma ruptura enddécrina nos animais pés-puberes.
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Embora seja dificil discriminar os efeitos diretos e os indiretos da exposi¢io
estrogénica dos animais pds-puberes para a fisiologia testicular, a partir dos métodos
utilizados no presente estudo, a comparagdo dos efeitos causados pelo anti-estrogeno
Tamoxifeno pode auxiliar nesta interpretagio. O Tamoxifeno é um anti-estrégeno ndo
esteroidal amplamente usado no tratamento do cancer de mama. Ele bloqueia
competivamente os receptores de estrégeno e seus efeitos variam de um completo
antagonismo ao estrégeno até o puro agonismo, dependendo da concentragdo e do tecido
alvo [45,46]. Em humanos e ratos ele é preferencialmente anti-estrogénico com uma
atividade estrogénica residual [47]. Tratamentos prolongados (acima de 30 dias) de ratos
adultos com o Tamoxifeno reduzem os niveis séricos de LH e testosterona [48], levam a
anormalidades nos espermatozoides [49], a diminuicio da fecundidade, da fertilidade e da
poténcia [48]. Também tem sido relatada uma desorganizagdo do epitélio seminifero em
tratamentos de 90 dias, de tal modo que a classificagdo em estadios ndo é possivel [48,50].
Por outro lado, tem sido constatado que uma tnica dose de 50mg desse anti-estrégeno nio
causa alteragGes, seja em curto ou em longo termo, nos niveis de gonadotrofinas e dos
horménios esterdides sexuais de ratos adultos [51]. Portanto, com base nos dados de Fauser
e cols. [51] nés sugerimos que as alteracSes induzidas no presente estudo pela
administragdo de uma tnica dose de Tamoxifeno foram causadas pelo bloqueio da agdo do
estrogeno nas células alvo.

A analise ultra-estrutural ndo permitiu notar efeitos lesivos evidentes nas
c€lulas de Sertoli que exibiram uma organizagdo aparentemente normal no que se refere a
quantidade e disposi¢do de organelas, elementos do citoesqueleto e jungdes celulares. Foi
observado um aparente acimulo de estruturas semelhantes a vesiculas de mielina no seu
citoplasma (nfio mostrado) apés ambos os tratamentos, 0 que merece uma investigacdo
mais detalhada. Apesar do aspecto aparentemente normal, constatou-se uma diminuic¢do no
numero de perfis nucleares desta célula por corte transversal de tibulo seminifero no
testiculo dos animais tratados uma semana antes com estrégeno ou com o anti-estrogeno.
Néo ¢ possivel afirmar que esta variagdo € conseqiiéncia de uma diminui¢fo no nimero
total de c€lulas de Sertoli, mas é muito provavel que isto tenha ocorrido, ainda mais se for
considerado que a diminuigdo aqui constatada pode ter sido subestimada, pois o didmetro
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tubular diminui ap6s os tratamentos. De qualquer modo, essa diminui¢go foi observada para
ambos os tratamentos podendo ser interpretada como um efeito direto do estrégeno ou do
seu agonista sobre esse tipo celular. Sabe-se que a exposi¢cdo tempordria aos estrogenos,
seja na fase gestacional ou no periodo pos-natal, reduz o mimero de células de Sertoli no
testiculo adulto com drasticas implicagdes para a producdo de espermatozoides [52]. Sabe-
se, também, que o estrogeno em concentragdes normais tem um efeito estimulatério sobre a
divisio das células de Sertoli, durante o desenvolvimento pdés-natal do testiculo de
roedores, exibindo um efeito negativo sobre a diferenciagio desse tipo celular [4]. Com
bases nessas informagdes e considerando que as essas células sio altamente resistentes, ndo
ciclantes, e que néo foram encontrados sinais de morte ou degeneragéo ¢ possivel sugerir
que a diminui¢do do nimero de perfis nucleares observada logo apés os tratamentos seja
conseqiiéncia de um aumento no volume citoplasmético ou hipertrofia, ou seja,
conseqiiéncia da agdo estimultéria do estrogeno que, por sua vez, pode ter levado ao
aumento na sua atividade metabdlica. Esta hipétese, entretanto, requer confirmacdo.
Também ndo se pode deixar de mencionar que muitas das alteragdes que persistem em
médio prazo, tais como a redugdo do didmetro tubular e 0 aumento das taxas de apoptose
das células germinativas, possam ser conseqiiéncia de um comprometimento funcional das
c€lulas de Sertoli em longo prazo.

Varias evidéncias comprovam a fungdo inibitéria do estrégeno sobre o
desenvolvimento e a fungdo das células de Leydig [5]. A esteroidogénese das células de
Leydig ¢ diretamente inibida pelo estradiol [53]. Tem sido relatado que uma tnica dose de
estrogeno a ratos no 5°. dia de idade leva a infertilidade e auséncia de células de Leydig
maduras no testiculo de animais adultos [31]. Nossos dados mostram que, em curto prazo,
ambos os tratamentos levam a atrofia das células de Leydig, mas que esta atrofia persiste
apenas no caso do tratamento com o Tamoxifeno onde foram encontradas células com
sinais de degeneragdo. Em adi¢do, a anilise ultra-estrutural revelou que esta atrofia ¢
acompanhada pela diminui¢do das organelas envolvidas com a esteroidogénese para ambos
Os tratamentos em curto prazo € isso persiste apenas no caso do tratamento com o

estrogeno. Assim, € possivel sugerir que, para as células de Leydig, o Tamoxifeno atuou
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como um agonista do estrogeno e confirmar os efeitos inibitorios da acdo estrogénica sobre
a atividade esteroidogénica, previamente descritos {5,53].

Em resumo, concluimos que tanto a €Xposi¢do passageira ao estrégeno como ao
Tamoxifeno interfere negativamente na dindmica testicular de ratos jovens, levando a danos
na espermatogénese que persistem nos animais adultos com uma provavel redu¢do da
fertilidade.
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Tabela 1 — Volume ocupado pelas células de Leydig no testiculo (%), 4rea citoplasmética e

area nuclear (um?) das células de Leydig de ratos, 1 (A, 6 semanas de idade) e 7 semanas

(B, 12 semanas de idade) ap6s o tratamento com veiculo farmacolégico (Controle),
35mg/Kg de peso corporal de 3-benzoato de B estradiol e 35mg/Kg de peso corporal de

Tamoxifeno. Os valores representam a média + desvio padrdo referentes a 5 animais. * - P

<0,05.
Volume Relativo Area citoplasmatica Area nuclear
A B A B A B
Controle 7,8+1,2 5,440,4 | 191,2+10,9 | 197+13,8 | 42,3+1,3 49+2.7
Estrogeno | 3,5+0,2* 3+0,3 151,35+7,6% | 188,389 | 41,8+1,3 44.6+1.6
Tamoxifeno | 6,4+1,9 2,610,2 | 135,4+9,1* | 143,9+6* | 39,1409 | 41,8+1.6*
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Legenda das Figuras

Figura 1 — Variagbes no peso corporal, peso testicular e {ndice testiculo-somatico (TSI) de
ratos, 1 (A) e 7 semanas (B) apds a administragio do veiculo farmacolégico (Cont), de
benzoato de estradiol (Est) e deTamoxifeno (Tam). * - p <0,05.

Figura 2 — Cortes histologicos em historesina corados com Reticulina de G&mdri de
testiculo de ratos tratados uma semana (A-F) ou sete semanas (G-L) antes com o veiculo
farmacolégico (A, D, G, J), benzoato de estradiol (B, E, H, K) e Tamoxifeno G E L)
mostrando os tibulos seminiferos (A, B, C, G, H, I) ou detalhe do epitélio seminifero no
estadio VII. A espermatogénese completa ndo ocorre em todos os tibulos seminiferos nos
animais controle de seis semanas de idade (A), mas apenas em alguns (D). O didmetro
tubular ¢ menor (B) e as espermatides alongadas estdo ausentes no epitélio seminifero nos
animais tratados sete dias antes com o estrégeno (B, E), onde é observada a presenca de
células apoptéticas (setas). O testiculo (C) e o epitélio seminifero (F) de rato jovem tratado
com Tamoxifeno aparecem histologicamente normais. No animal controle de 12 semanas
de idade a espermatogénese ¢ completa (G, J).O didmetro dos tdbulos seminiferos
permanece menor nos animais tratados sete semanas antes com estrégeno (H) e as células
apoptoticas (setas) ainda sdo observadas no epitélio seminifero (K). Os tubulos seminiferos
dos animais tratados com Tamoxifeno sete semanas antes também apresentam menor
didmetro (I) mas ndo foram encontradas lesdes no epitélio seminifero (L). Legenda: S-
Célula de Sertoli; G- Espermat6nia; P- Espermatécito primirio em Paquiteno; St7-
Espermatide esférica na fase 7 de diferenciagfo; St19- Espermatide alongada na fase 19 de
diferencia¢do. A-C, G-I = 100x. D-F, J-L = 400x.

Figura 3 - Variagdo no (A) didmetro dos tibulos seminiferos e na freqiiéncia dos tipos
celulares do epitélio germinativo (B-F) detectadas apés uma (barras preenchidas) e sete
semanas (barras vazias) nos ratos tratados com uma dose tnica do veiculo farmacol6gico
(Cont), benzoato de estradiol (Est) e Tamoxifeno (Tam). * - p < 0,05.
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Figura 4 — Freqiiéncia de tibulos seminiferos nos testiculos de ratos tratados uma (A) ou
sete (B) semanas antes com uma dose tnica do veiculo farmacolégico (Cont), benzoato de
estradiol (Est) e Tamoxifeno (Tam), segundo a quantidade de espermétides alongadas (0,
menos de 25, entre 25 e 100, 100 ou mais). * - p <0,05.

Figura 5 — Cortes histolégicos de testiculo de ratos com 6 (A, B, C, GK) e 12 (D,E,F)
semanas de idade contra-corados com hematoxilina, mostrando a presenca de células
germinativas TUNEL-positivas em animais submetidos a administragdo de veiculo
farmacolégico (A, D), benzoato de estradiol (B, E, G-K) e Tamoxifeno (C, F). A-F = 200x.
G,H = 400x. I-)K = 1000x.

Figura 6 — Cortes ultrafinos de testiculo de rato Jjovem uma semana apds a administragéo
de uma dose tnica de estrégeno, mostrando o citoplasma de células de Sertoli contendo
espermatides em apoptose. As setas indicam os flagelos das espermatides. Barras: A = 1,5
pm; B =0,93 pm; C=3,36 um; D = 2,0 um.

Figura 7 — Aspectos ultra-estruturais das células de Leydig de ratos com 6 (A, B,C,D) e
12 semanas de idade (E, F) que foram tratados uma (A, B, C,D) e sete (E,F) semanas antes
com veiculo farmacolégico (A), benzoato de estradiol (C, E) e Tamoxifeno (B, D, F).
Legenda: N — Nicleo; SER — Reticulo Endoplasmético Liso; GC — Complexo de Golgi; M
— Mitocéndrias; Barras: A =1,5 um; B=2,0 pm; C=1,2 pm; D=1,0 um; E = 0,71 um; F
=2.6 um.
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VI - CONSIDERACOES E CONCLUSOES GERAIS

A partir de andlises histologicas e ultra-estruturais, assim como das avaliagdes
morfométricas e esteriologicas constatou-se que administragdo de uma dose alta de
benzoato de estradiol a ratos jovens causa uma dréstica atrofia testicular acompanhada de
redugdo do didmetro dos tiibulos seminiferos e destruigo, por apoptose, de espermatides na
fase final de diferenciagdo, além de induzir atrofia das células de Leydig e diminuir sua
capacidade esteroidogénica. Embora sete semanas ap6s a exposicdo estrogénica o Indice
Gonado Somitico tenha retornado ao normal, o prejuizo para a fisiologia testicular ainda é
evidente. Assim, concluiu-se que mesmo quando administrado no periodo pos-pubere,
quando o testiculo ji se encontra na fase final de maturagéio, o estrOgeno tem um grande
efeito genotéxico, relacionado a destruigio de espermatides alongadas e bloqueio da
atividade esteroidogénica das células de Leydig.

Em curto prazo, o bloqueio agudo da atividade do estrogeno em ratos Jjovens, pela
aplicagdo de alta dose do anti-estrégeno Tamoxifeno, causa discretas alteragdes no testiculo
em comparacdo com a aplicagdo direta do estrégeno. Entretanto, em médio prazo, ele leva a
uma discreta redug@o no didmetro dos tibulos seminiferos, atrofia das células de Leydig,
diminui¢do do mimero de espermatides esféricas e um aumento do nimero de células
apoptoticas para niveis semelhantes aos da exposigdo estrogénica. Portanto, concluimos que
seus efeitos danosos ocorrem preferencialmente em médio prazo.

Em resumo, concluimos que tanto a exposi¢do passageira ao estrogeno como ao
Tamoxifeno interfere negativamente na dindmica testicular de ratos jovens, levando a danos
na espermatogénese que persistem nos animais adultos com uma provavel redugdo da
fertilidade.
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