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Resumo:

Neste trabalho, pardmetros morfolégicos (histologico e ultra-estrutural) e
morfometrico, das glandulas supra-renais e testiculos de camundongos tratados com
estreptozotocina (STZ) foram avaliados. Dezesseis camundongos machos, com 90 dias,
foram divididos nos seguintes grupos experimentais: Grupo I — controle; Grupo II —
diabético. Durante o tratamento realizaram-se testes semanais de urina com fitas
reagentes. Os animais foram sacrificados 32 dias apdés a constatagio do estado
diabético do grupo II, sendo fixados in situ por perfusfo. Retirou-se em seguida as
glandulas supra-renais e testiculos, as quais foram pesadas e processadas para os
estudos. Comparando-se a proteintiria média da urina dos animais dos grupos, obteve-
se um acréscimo no grupo Il da ordem de 1.4 vezes. Constatou-se que a glicose média
da urina no grupo I foi negativa, enquanto que, no grupo II tal média foi de 950 mg/dl.
O peso corpéreo medio dos animais do grupo I apresentou um acréscimo de 4,86%
contra a perda média de 12,47% do grupo II. Através do estudo morfométrico
constatou-se a redu¢@io de 15% no peso médio dos testiculos dos camundongos
diabéticos. Nestas glandulas constatou-se diminuigdo significativa (p<0,01) do
didmetro dos tabulos seminiferos. As glandulas supra-renais apresentaram-se
hipertrofiadas (23,75%), quando comparadas aos animais do grupo I. Observou-se
através das microscopias de luz e eletrdnica, ¢ da morfometria, um aumento
significativo (p<0,01) da zona fasciculada, sugerindo um aumento do niimero de suas
células. Nas zonas glomerulosa e reticular, nfo observou-se aumentos significativos. A
microscopia de luz e eletronica ndo evidenciaram alteragdes relevantes nas células das

glandulas estudadas.



Summary:

In the present study, morphometrical and morphological (histological and ultra-
structural) parameters of the adrenal and testicle glands of mice treated with
estreptozotocin (STZ) were evaluated. Sixteen male mice, with 90 days, were divided
in the following experimental groups: Group I - control; Group II - diabetic. During the
treatment, weekly tests of urine were realized with reagent bands. The animals were
sacrificed 32 days after the verification of the diabetic state of the group II, through the
in situ fixation by perfusion. Soon after, the adrenal and testicles glands were removed,
weighed and processed for the studies. The evaluation of the protein rate of the urine of
the animals of the groups, showed an increase of 1,4 times in the group II. It was
verified that the average glucose rate of the urine in the group I was negative, while in
the group II the average was of 950 mg/dl. The average corporal weight of the animals
of the group I presented an increment of 4,86% and it was noticed a decrease of
12,47% in the group II. Through the morphometrical study, it was verified the
reduction of 15% in the average weight of the testicles of the diabetic mice. In these
glands, significant decrease was verified (p < 0,01) of the diameter of the seminiferous
tubules. The adrenal glands were shown larger (23,75%), when compared whit the
animals of the group I. It was observed through the light and electron microscopy
study, and the morphometrical analysis, a significant increase (p < 0,01) of the
fascicular zone, suggesting an increase of the number of its cells. In the glomerular and
reticular zones, significant increases were not observed. The light and electron
microscopy study didn't evidence important alterations in the cells of the studies

glands.

Key Words: 1. Experimental Diabetes. 2. Adrenal. 3. Testicle.
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1 - Introducao

O Diabetes Mellitus ¢ uma doenca do metabolismo mediada por um fator
gené€tico, caracterizada pela deficiéncia relativa ou absoluta de insulina, causada pela
diminui¢cdo ou auséncia da secre¢do desta substincia pelas células B do péancreas, a
qual em sua expressdo clinica completamente desenvolvida, caracteriza-se por
hiperglicemia, doengas vasculares (como aterosclerose ¢ microangiopatia) e

neuropatias.

A insulina € um importante horménio anabdlico que desempenha papel
significativo na regulacdo do metabolismo de carboidratos, no armazenamento de
glicogénio, na sintese de acidos graxos, no transporte de aminodcidos e na sintese de
DNA, RNA e proteinas (Anderson et al., 1974). A administracio desse hormonio
permite um bom controle da glicemia, trazendo algum alivio da sintomatologia do

diabetes, porém as complicacbes persistem.

No segundo século da era Cristd, Galeno observou o diabetes, considerando-o
como disfungdo dos rins, sendo que posteriormente, por volta do século VI, os hindus
descreveram, em detalhes, alguns sintomas da doenca, observando sua relacéo causal
com o mal funcionamento do metabolismo humano, assinalando o “gosto adocicado da

urina” (apud Arduino et al., 1980).

A dificuldade de encontrar uma cura bem sucedida para o diabetes tem sido, em

grande parte, devida a falta de melhor conhecimento da etiologia da doenca, cujo



estudo apresenta varias dificuldades: 1) a complexidade de formas da doenca,
abrangendo um largo espectro de perfis clinicos e subclinicos; 2) a influéncia da idade,
com relagdo ao inicio da doenga; 3) diversidade de incidéncias nos diferentes £rupos
étnicos e geograficos, que parecem ndo ter relagdo definida com fenotipo, dieta ou
habitat. Ndo restam dividas de que fatores genéticos desempenham um papel
importante no desenvolvimento do diabetes. Apesar do papel da heranca ser
controvertido, (Creutzfeldt et al., 1976), o mecanismo que parece explicar as
manifestagbes da potencialidade diabética inclui uma combinacdo de uma heranca
poligénica ou multifatorial e algumas influéncias ambientais, até agora de
conhecimento restrito. Alguns relatos tém sugerido que existe também um componente

autoimune para diabetes (Carson, 1979).

Duas formas clinicas do diabetes foram estabelecidas: Tipo I — Diabetes
Mellitus Insulino Dependente (IDDM) (infanto-juvenil), o qual manifesta-se na
adolescéncia e caracteriza-se pela instabilidade, alta sensibilidade a insulina e alta
tendéncia a cetoses; Tipo II — Diabetes Mellitus ndo Insulino Dependente (NIDDM)
(diabetes da maturidade), que manifesta-se no aduito, sendo relativamente estavel,
apresentando obesidade, relativa insensibilidade a insulina e auséncia de cetoses,
exceto durante complicagdes agudas ocasionais (Ellenberg & Rifkin, 1962; Arduino et
al., 1980; Robbins et al., 1989).

Os animais modelo utilizados em estudos experimentais do diabetes
apresentaram, hiperglicemia, hipoinsulinemia (relativa ou absoluta) e obesidade, com
caracteristicas metabolicas comuns (Herberg & Coleman, 1977), sendo contudo
apresentadas diferencas especificas, quanto a severidade do arranjo metabélico, nas
diversas espécies ja estudadas. A sindrome da doenca nos camundongos diabéticos é
caracterizada pela resisténcia a insulina e pela hiperglicemia, a qual constitui-se numa
das mais severas sindromes de animais modelo (Rossini et al., 1977; Carson, 1979;
Shafrir, 1996).



A inducdo do diabetes em animais pode ser realizada através de agentes
quimicos que produzem hiperglicemia, os quais foram classificados em trés categorias:
1) agentes que destroem as células B, cuja recuperagfio ¢ lenta, visto que requer a
regeneragdo de tais células, caso seja possivel; 2) agentes que causam inibi¢do
passageira da produgao ou secrecio de insulina; 3) agentes que prejudicam a eficiéncia
metabolica de insulina em tecidos designados secundariamente. Substincias quimicas
da primeira categoria sdo particularmente interessantes, pois duplicam as lesdes que
ocorrem durante a destruicio das células B em I[DDM, provocando diabetes
relativamente satisfatoria para estudos experimentais. A aloxona ¢ a estreptozotocina
(STZ), sdo agentes antineopldsticos, toxicos para as células p do pancreas (produtoras
de insulina), 0s quais sdo extensivamente utilizados, pois doses diabetogénicas
apropriadas desses agentes, produzem animais com uma deficiéncia de insulina
semelhante a forma do diabetes do tipo 1. As doses variam de acordo com a espécie, a
idade ¢ o estado metabolico do animal (Carson, 1979; Mordes & Rossini, 1981;
Mordes et al., 1981; Grodsky et al., 1982).

A literatura relacionada com o diabetes experimental, relata um
importante resultado quanto & diferenga de peso dos animais, sendo que os animais
diabéticos pesam menos que os normais e que alguns de seus 6rgfios sofrem uma

reducdo significativa de peso e tamanho.

Carson (1979) e Hanker et al. (1980), observaram os efeitos hipogonédicos do
diabetes espontdneo sobre as glandulas submandibulares ¢ rins, de camundongos
machos ¢ fémeas, os quais provocaram transformacoes morfolégicas nos referidos
érgdos. O mesmo ocotreu em camundongos diabéticos por indugdo quimica de aloxana

e de estreptozotocina ( Hilton et al., 1981 e Camargo, 1984).

Camargo (1984) em trabalho experimental, relatou uma diferenca significativa
com relagdo ao peso dos animais, onde os camundongos diabéticos pesaram menos que
os controles. Os animais que foram submetidos a indugdio do diabetes pela aloxana e

3



pela STZ, n8o so apresentaram a perda de peso durante os trinta dias de tratamento,
como também, alguns de seus drgios sofreram uma significativa reducio de peso e
tamanho. As glandulas submandibulares e os rins dos animais tratados com STZ, foram
mais atingidos, apresentando maior reducfio de peso e tamanho. Para os animais
tratados com aloxana foram as gléndulas submandibulares e os testiculos que
apresentaram uma redugfio maior de peso. As glandulas supra-renais comportaram-se
de maneira contraria, mostrando um acréscimo significativo de tamanho e peso, sendo
maior para os animais tratados com aloxana, do que os que receberam injecdes de STZ.
Por outro lado, os animais do grupo controle que receberam apenas tampdo citrato,
tiveram seu peso significativamente aumentado. Os resultados apresentados por outros
pesquisadores, também mostraram essa reagdo contraria das glandulas supra-renais, em
relagdo aos outros Orgdos importantes ja estudados (De Nicola et al., 1976, 1977;
Rebuffat et al., 1988).

Duboc et al. (1975); De Nicola et al. (1976, 1977); Rebuffat et al. (1988),
observaram um aumento dos niveis de corticosterona no plasma, e Wilke et al. (1993),
relatou que muitos individuos com diabetes mellitus insulino dependentes perdem,
eventualmente, a capacidade de secretar epinefrina da medular da glandula supra-renal.
O mecanismo para esta mudanga patologica € desconhecido. FEsses autores
hipotetizaram, que tais anormalidades possam ser atribuidas s mudancas neuropiticas
nos nervos espléncnicos maiores, ou nas células cromafins que eles inervam.
Evidéncias histologicas de degeneragio no interior dos nervos colinégicos terminais,

que inervam essas glandulas, foram observadas.

Os estudos de Naeye (1968), mostraram que no periodo de 32 a 50 dias de
idade, o peso das glindulas supra-renais de camundongos diabéticos atingiu apenas
71% do peso medio das glandulas dos camundongos controles; além do que,

apresentaram resultados interessantes quanto i massa citoplasmatica das células da



supra-renal cortical nos camundongos diabéticos, pois registrou-se o nivel médio de

75% daquela constatada nos animais controles.

Ratsimamanga (1969) relatou que, com camundongos diabéticos (db/db) de 2 a
4 meses de idade, o peso do par de gldndulas supra-renais era em média 11mg, sendo
este valor quase duas vezes aquele encontrado para os camundongos controles. Seus
resultados apresentaram ainda, a hipertrofia do cértex e da medula da glandula supra-
renal, sendo este fato, posteriormente relatado por De Nicola et al (1976, 1977) ¢
Rebuffat et al.(1988).

No final do primeiro milénio (D.C.), um grande médico arabe, Avicena,
forneceu excelente descrigdo do diabetes, ressaltando a perda das fungdes sexuais,
como um de seus sintomas (apud Arduino et al., 1980). Outros pesquisadores relataram
a existéncia de alteragdes no sistema reprodutor masculino, tanto no homem, como nos
animais com diabetes (Berquist, 1954; Schofling et al., 1963, 1967; Faerman et al.,
1972; Kolodny et al., 1974; Paz et al., 1978; Ficher et al., 1984; Ho, 1991).

Pesquisas realizadas na década de 60, em ratos diabéticos quimicamente pela
injecdo de aloxana (Hunt & Bailey, 1961); em camundongos geneticamente diabéticos
(Hellman et al., 1963); ¢ em hamster chinés com diabetes espontineo (Schéfling et al.,
1967), ressaltaram que as modificagdes na fertilidade, podem estar acompanhadas por
altera¢des patoldgicas nos testiculos e glandulas sexuais acessorias. De maneira geral,
as alteragOes encontradas séo semelhantes as seguidas de hipofisectomia (Foglia et al.,
1969).

Oksanen (1975), relatou diminuictes do diimetro dos tabulos seminiferos e
reducdes no peso dos testiculos, além da atrofia da vesicula seminal, em se tratando de
ratos diabéticos pela estreptozotocina. Relatou também, a diminuigdo das células de
Leydig, resultado igualmente observado por Schéffling et al. (1963, 1967) ¢ Paz et al.
(1978).



Motivados pelas questdes levantadas na literatura, envolvendo o diabetes
experimental e sua grande importincia nos dias atuais, propde-se nesta pesquisa, um
estudo morfologico ¢ morfométrico das glindulas supra-renais e dos testiculos de

camundongos, controles e diabéticos por indugfo de estreptozotocina.

Para os estudos morfométricos foram utilizados, inclusive, os mais recentes
métodos de quantificacdo, dados pela estereologia (Baddeley et al., 1986; Mandarim-
De-Lacerda, 1995).



2 - Revisdo Bibliografica

Na literatura referente ao diabetes, esta presente uma questio muito discutida,
que diz respeito a possivel causa do diabetes mellitus. Serd o diabetes mellitus causado
pela resisténcia 4 agfo da insulina, ou por uma deficiéncia em sua producdo nas células

f-pancreaticas?

Ziv & Shafrir (1997), embasados na segunda hipétese, utilizaram em suas
pesquisas 0s ratos Psammomys, mostrando que esses animais sdo dotados de um
pancreas fragil e notavel resisténcia a insulina, chegando 4 degeneraco de suas células
B-pancredticas, caso sejam submetidos, por vérias semanas, & condigio de super
estimulagdo da secre¢do de insulina, causada por um diabetes experimental. A
degeneraclio dessas células B impossibilita a producdo de insulina, sendo necessario
neste caso, a insulina externa para manter a vida do animal, prevenindo as cetoses. Os
ratos Psammomys s&o bons modelo para pacientes que apresentam resisténcia a agdo da

insulina, muito antes da deterioraco das células B do pancreas (diabetes tipo II).

Segundo Kanety et al. (1994), a hiperglicemia nos ratos Psammomys, pode ser
induzida pela super nutricio, servindo também como modelo para estudos desta
natureza. Esses estudos sdo muito dteis, tendo em vista, populacdes com a Sindrome de
resisténcia a insulina, onde a incidéncia do diabetes é notavelmente alta, sempre que

seus individuos melhoram sua nutrigio e imergem numa vida abundantemente
sedentaria (Shafrir, 1996).



sugeriram que a resisténcia a insulina ocorre, principalmente, para compensar sua
secrecdio extra e as disfungdes das células. A hiperinsulinemia tem sido causa de uma

variedade de efeitos de deteriorac¢iio observadas ix vitro e in vivo.

A hiperglicemia ¢ hipoinsulinemia foram avaliadas em ratos diabéticos pela
STZ, mostrando que era possivel a corregdo da hiperglicemia desses animais através da
administragdo de insulina; enquanto que corregdes da hipoglicemia nfo sdo duradouras
(Lisato et al., 1992).

Grodsky et al. (1982), enfatizaram a utilizacdo de animais modelos, no estudo
do genotipo especifico ou expressoes do fenétipo, associadas com o diabetes, podendo-
se desta forma, refletir diversas nuances da doenga humana. No mesmo trabalho, os
pesquisadores observaram animais diabéticos ¢ normais, como modelo genético do
diabetes induzido quimicamente. Caracteristicas de animais espontaneamente
diabéticos, com ¢ sem obesidade sdo descritos, com énfase no desarranjo genético e
metabolico.

A dose diabetogénica, da aloxana ¢ STZ, é normalmente de 4 a 5 vezes menor,
que suas doses letais, sendo que estas doses variam consideravelmente entre as

espécies, a idade e o estado metabdlico do animal (Grodsky et al., 1982).

Gaulton et al. (1985) ressaltaram a eficacia das drogas diabetogénicas STZ e
aloxana, avaliando-as nos modelos, em estudos de intimeras deficiéncias associadas
com o diabetes. Camundongos tratados com STZ ou aloxana, que apresentaram
diabetes estivel foram severamente prejudicados em suas habilidades de formacdo de
anticorpos, de divisio celular ou de resposta de hipersensibilidade in vivo.
Camundongos diabéticos por aloxana, puderam reverter completamente os efeitos de
imunidade, com administragdo de insulina in vivo, enquanto que os camundongos
tratados com STZ, restauraram as funcgdes de imunidade no niéximo a 80% dos niveis

normais. Aloxana e STZ exibem forte toxidade in vitro, para células das ilhotas
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pancredticas isoladas. Resultados indicaram que disfungdes de imunidade associada
com STZ podem ser atribuidas diretamente as funcdes de células linfocitas. Em
contraste, as disfunc¢des associadas com o diabetes induzido por aloxana, parecem ser

uma consequéncia do estado diabético do animal.

A proteintria € caracteristica de doenga renal, entretanto as causas das lesdes
renais sugeridas por Sodeman & Sodeman (1983) sfio variadas. Os pesquisadores
Stolinsky et al. (1972), Schein et al. (1974), Dupriest Jr. et al. (1975) e Oberg et al.
(1981) atribuiram a proteintiria apresentada por pacientes portadores de cancer, aos
efeitos toxicos da STZ sobre os rins, apds tratamento utilizando esse agente
diabetogénico. Os resultados sugeriram que essa proteinuria era transitoria, visto que a
suspensdo da droga permitiu o restabelecimento das fungbes renais, ndo sendo
observado o aparecimento do diabetes clinico, apesar da presenga de glicose na urina
dos pacientes.

A STZ produz um efeito téxico especifico nas células B (Mordes & Rossini,
1981), sendo geralmente mais eficiente do que a aloxana, em muitas espécies. Uma
hipStese primaria da agéo da STZ, pode ser a estimulagdo da ADP-ribose polimerase
(Whish et al., 1975), a qual modifica a sintese do DNA, que repara e diferencia células
B (Gold et al., 1981 e Robbins et al., 1989). Os efeitos metabélicos da insulinopenia
induzida pela STZ sdo similares aqueles descritos para aloxana.

Trés tipos de relatos das sindromes do diabetes induzidos pela STZ, foram
apresentados por Gold et al. (1981): A) Quando a droga € administrada em doses
micas de alta concentragfo, causa necroses agudas nas células B e o desaparecimento
da insulina provinda dessas células (maior com 24 — 72 horas). Doses efetivamente
letais sdo sentidas mais fortemente com a idade, o sexo e o estado nutricional
(sensibilidade maior nos animais jovens, machos e estressados). Nos roedores, uma
forte € Unica dose de STZ pode, nio somente destruir as fungdes das células B, como

também prejudicar a estimulagdo do aminoicido pelo glucagon. A STZ tem sido
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utilizada, em estudos experimentais, para induzir diabetes agudas em macacos, sendo
somente utilizado, nestes casos, a injecdo de dose anica de alta concentracio (Gold et
al., 1981); B) Doses tnicas e de pequena concentracio de STZ sdo frequentemente
atribuidas como subdiabetogénicas, porém isto nio ¢ necessariamente verdadeiro. A
administragdo dessas doses (aproximadamente 50% da dose bésica) pode resultar num
demorado (de 10 a 60 dias ) e gradual desenvolvimento de um diabetes severo. Este
fato foi observado em camundongos jovens, podendo também ocorrer em adultos. A
insulites ndo foi observada neste caso. Como nos demais modelos de STZ, a
sensitividade foi mais forte em animais machos e estressados. (Gold et al., 1981); C)
Multiplas doses menores, administradas durante um periodo maior que 4 a 5 dias,
produzem um demorado, porém, progressivo diabetes, comegcando pouco tempo depois
da ultima dose ¢ aumentando com o passar dos dias, provocando necroses nas células B
e severa hiperglicemia (Mordes & Rossini, 1981). Pouco tempo apés a iniciacdo da
administracdo da droga, ocorre uma infiltragsio intensa nas ilhotas pancredticas, de
macrofagos e linfocitos, resultando numa insulites similar aquela vista em jovens
diabéticos insulino dependentes. Estudos com pancreas perfundido in vitro indicaram
que a secre¢o de insulina era seriamente prejudicada apds a infiltragdo dos linfocitos
(Gold et al., 1981).

O diabetes insulino dependente induzido em camundongos suscetiveis, por
multiplas doses de pequena concentragdo de STZ, foi proposto para o estudo da
destrui¢8o das c€lulas f3, considerando camundongos C57BL/KsJ com, e sem timo, por
fatores genéticos ou devido & intervengdo cirtrgica. A cirurgia para retirada do timo
aumentou a suscetibilidade de um grupo de machos, induzindo-os a severa
hiperglicemia. Necroses das células B e infiltragdes inflamatérias das células foram
constatadas em estudos histopatoldgicos. Em geral, as fémeas, dos dois grupos: timo
intacto e timectomizadas apresentaram menos suscetividade, que os machos & uma

induzida pela STZ, exibindo porém, uma insulites igualmente severa. Assim a detecgo
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da insulites ndo prediz o desenvolvimento de uma hiperglicemia mais severa, pois
muitas das fémeas tratadas com STZ, depois de 35 dias do experimento, continuaram
apresentando modesta hiperglicemia (abaixo de 200mg/dl) comparada com os machos
(acima de 400mg/dl) (Leiter, 1982).

Segundo Paik et al. (1982), a suscetibilidade de camundongos para o diabetes
experimental insulino dependente por inducdo de doses multiplas subdiabetogénica de
STZ, apresentou-se mais forte nos machos, do que nas fémeas. Tal observagio é
consistente com a visdo de que, o fator critico que determina a suscetibilidade dos
camundongos aos efeitos da hiperglicemia por STZ, é o nivel global de andrégenos
bastante maior que o nivel de estrégenos nos animais receptores. Atualmente estudam-
se varios mecanismos alternativos para o efeito dos hormonios nos sexos, de acordo

com a sensibilidade diabetogénica.

Rossini et al. (1977), através de injegdes multiplas de doses subdiabetogénica de
STZ em camundongos machos CD-1, produziram uma sindrome diabética que inclui
uma rea¢do imune das c€lulas das ilhotas do péncreas. A importdncia do animal
modelo na patogénese genética desse diabetes, foi estudado comparando varias
linhagens inatas de camundongos. De oito linhagens de camundongos estudadas, sé o
C57BL/Ks] desenvolve insulites e hiperglicemia, comparavel aquelas observadas em
camundongos CD-1. Em duas linhagens de camundongos (DBA/2J e BALB/c])

observaram-se insulites moderada e intolerancia de glicose.

Brand et al. (1994), estudaram o papel do glucagon na hiperglicemia diabética,
uma questdo de controvérsia tendo em vista que, na produgio de glucagon seletiva
existem dificuldades e deficiéncias. Camundongos recém-nascidos foram tratados com
STZ ¢ desenvolveram uma hiperglicemia moderada, enquanto que camundongos
adultos tratados com STZ, desenvolveram uma hiperglicemia severa, sendo que apés
um tratamento com insulina, a glicose no sangue foi parcialmente nivelada. Os

resultados produziram forte evidéncia adicional, para a hipotese de que o glucagon esta
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envolvido na patologia do diabetes. O hormonio representa um papel importante no
desenvolvimento da hiperglicemia do diabético por STZ, mas a neutralizagio do

glucagon s6 conduz a normalidade de glicemia na presencga de insulina.

Bestetti & Rossi (1980), estudaram o cérebro de ratos Wistar machos, um ano
depois das inje¢bes de STZ em tampdo citrato, através da microscopia de luz e
eletronica de transmissdo. Foram observadas as seguintes alteragdes significativas:
acumulo de glicogénio, degeneracdo de neurdnios e mudancas nos axOnios. Na
microscopia eletronica dos ratos diabéticos, foi revelado o aumento de glicogénio nos
corpos neurais € processos (axonios, sinapses), assim como nas células glia. Estas
mudangas demonstram a existéncia, debaixo de condigbes experimentais, de

patogenicidade de encefalopatia relacionado ao diabetes induzido por STZ.

Nos sistemas circulatorio, visual, renal e nervoso periférico, os efeitos adversos
do diabetes sdo comumente reconhecidos e tem sido amplamente estudados; assim
como, os efeitos da diminuigdo de secre¢do de insulina, ou da resisténcia da acdo da

insulina nas glandulas endécrinas. (Steger & Rabe, 1997).

Pesquisas clinicas, e com animais, demonstraram que o diabetes meilitus estd
geralmente associado as alteragdes na glandula tirdide, na supra-renal e nas funcdes
gonadais. Algumas dessas alteracdes podem ser revertidas com tratamento 3 base de
insulina, porém, as fungbes enddcrinas, algumas vezes nfio sdo restauradas, mesmo
com rigoroso controle de glicemia. O funcionamento do cértex da supra-renal,
frequentemente intensifica-se por causa do diabetes, sendo isto devido s alteractes das
respostas de realimentagfo glucocorticoides. As respostas ao estresse € aos exercicios,
foram frequentemente anormais (Steger & Rabe, 1997).

Muitas evidéncias indicam a existéncia de uma inter-relagfio entre a insulina e o
cortex da supra-renal. Experimentos com o diabetes cronico, tem apresentado uma
hipertrofia da supra-renal (Devercerski et al., 1963; Ratsimamanga et al., 1969; Kraus,
1973; De Nicola et al., 1976, 1977).
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Segundo Jean et al. (1994), embora o estresse possua um importante papel no
desenvolvimento do diabetes mellitus, ndo hé& evidéncias experimentais do
envolvimento direto da medula da supra-renal, no inicio do distarbio; assim estes
pesquisadores propuseram-s¢ a examinar essa possivel acfio. Utilizando-se ratos
machos Wistar, divididos em dois grandes grupos (diabéticos por inducio de STZ e
ndo diabéticos), os quais foram subdivididos em ratos ADM (cuja supra-renal foi
retirada cirurgicamente) e ratos SHAM (cuja supra-renal foi mantida), detectou-se um
nivel de glicose menor no plasma dos ratos ADM, em comparagio com aquele
observado nos ratos SHAM, ambos injetados apenas com tampio. O nivel de glicose
aumentou (p<0,001), nos dois grupos de ratos tratados com STZ, sendo 28% maior nos
ADM do que nos ratos SHAM (p<0,03). O nivel de insulina no plasma ndo difere entre
os animais ADM e SHAM, tratados somente com tampéo (p>0,05), porém ¢ diminuido
em animais injetados com STZ, sendo que os ratos ADM possuem niveis de insulina
mais altos do que os SHAM (p<0,03). A insulina contida no pancreas apresenta grande
diminui¢do (p<0,001) nos diabéticos em geral, sendo que, a insulina contida no
pancreas foi maior nos ADM do que nos SHAM (p<0,05). O glucagon contido no
péancreas foi maior nos SHAM injetados com STZ do que naqueles injetados apenas
com tampdo (p<0,05). Tais resultados indicam que os ratos ADM apresentam maior
resisténcia ao desenvolvimento da hiperglicemia, depois de uma injecdo de STZ, do
que os animais SHAM, ao que associa-se o alto grau de insulina contido no pancreas.
Em geral, estas observagdes sugerem que a medula da supra-renal deve estar envolvida

no desenvolvimento do diabetes mellitus experimental.

Deane (1962), apresentou uma descri¢do da estrutura das glandulas supra-renais
de mamiferos, com o auxilio da microscopia de luz, dividindo-a em zonas. A
arquitetura dessas gléndulas foi estudada, através de microscopia eletronica, por Motta

et al. (1979, 1984). Nussdorfter (1986), apresentou um conjunto de investigacdes ultra-
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estruturais da glindula supra-renal de ratos, fazendo também uma breve descri¢ao

comparativa das celulas dessa glidndula em outras espécies.

Existem hipéteses relativas a proliferagio de células, bem como suas renovagdes
no cortex da supra-renal de mamiferos, porém, este tépico estd longe de ser elucidado.
As c€lulas do cortex da supra-renal, de mamiferos adultos, possuem baixa atividade de
proliferagdo, levando um tempo considerdvel para serem renovadas. Este fato torna
dificil a investiga¢do das caracteristicas dinimicas da proliferacio destas células,
visando o esclarecimento da cinética das mesmas, pois gastar-se-ia um longo tempo de
estudo com ratos, utilizando-se a técnica de auto-radiografia (Kataoka et al., 1996).
Assim esses pesquisadores radiocatalogaram quase todas as células do corpo de ratos
recém-nascidos, sendo a excegdo, os neurdnios do sistema nervoso central. Para isso,
fizeram uso de injegGes subcutineas de (H) trimidine a cada seis horas durante 30 dias,
sendo registrados os impulsos observados. As pesquisas revelaram que as células do
cortex da supra-renal proliferam-se entre a zona glomerulosa e a fasciculada; e que as
células novas ou renovadas moveram-se, com o0 tempo, em duas diregdes: superficie
cortical e superficie medular. Metade das células do cortex nas zonas glomerulosa,
fasciculada e reticular foram renovadas em 30, 60 e 120 dias respectivamente, levando-
se, desta maneira, aproximadamente 240 dias para que as células do cortex pudessem
ser substituidas por células renovadas.

De Nicola et al. (1976, 1977) apresentaram resultados que sugeriram maior
probabilidade para a existéncia de uma hiperfun¢do da supra-renal, do tipo misturado
(isto €, gluco e mineralocorticoides), logo ap6s a indugdo do diabetes por STZ, em
ratos machos Wistar, sendo que mais tarde (2 a 3 meses), o desarranjo metabélico dos
ratos diabéticos, apresentou-se como em um estresse cronico. Sugeriram ainda, que o
limiar da reacdo dos esteroides foi menos sensivel 4 variagio do corticosterona no

plasma, sendo detectada uma destrui¢do deste hormdnio na regido periférica da supra-
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renal, e que outros fatores, inclusive o figado, regularam e removeram os horménios da

corrente sangiiinea dos animais diabéticos.

Hausberger & Hausberger (1960) relataram que as glandulas supra-renais dos
ratos obesos (ob/ob) sdo hiperplasticas. Shimomura et al. (1987), relataram gue a
glandula supra-renal, e seus esterides, possuem grande importincia no
desenvolvimento ¢ manutengio de muitas caracteristicas dos ratos obesos (ob/ob) ou
dos diabéticos (db/db).

Appel et al. (1979), observaram em seus experimentos com camundongos YKK
de idade avangada, um hiperadrenocorticalismo ou um aumento do cértex da supra-
renal, resultado imediato de uma hiperplasia da zona fasciculada e reticular. Nos
estudos de ultra-estrutura realizados, observaram poucas goticulas de triglicerideos e
maior numero de mitocondrias, além do aparelho de Golgi bastante desenvolvido, nas
células da zona fasciculada e reticular. Anormalidades estruturais e funcionais, desta
glandula, foram precedidas pelo desenvolvimento de obesidade, hiperglicemia e
hiperinsulinemia.

Rebuffat et al. (1988) relataram que o estado dos eixos hipofisarios
hipotaldmicos (intactos ou farmacologicamente interrompidos) dos ratos diabéticos
pela indugdo de STZ, alteraram significativamente os resultados obtidos. Uma
hipertrofia das células da zona fasciculada ¢ uma alta concentracio de corticosterona
no plasma, foram detectadas nos ratos do primeiro grupo. Contrapondo-se a isso,
observou-se no outro grupo de animais, que o diabetes experimental provocou atrofia
das células da zona fasciculada € um decréscimo no nivel de corticosterona do plasma.
Os efeitos do diabetes induzido por STZ foram completamente revertidos pela infusdo
de insulina nos grupos de ratos, discutindo-se, porém, a deficiéncia cronica de insulina.

Scribner et al. (1991), usaram o diabetes induzido pela STZ em ratos e
obtiveram resultados revelando que, ratos diabéticos cronicos (STZ) secretam muito

corticosterona (evidenciado pelo decréscimo do peso do timo), aumentam a excrecio
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urindria de corticosterona ¢ possuem elevado nivel desse horménio no plasma durante
algumas horas do dia.

Um estudo histologico da supra-renal de ratos com diabetes hipotaladmico
hereditério insipido (DI), em comparagdo com ratos Brattleboro normais, revelou uma

estrutura normal (Arimura et al., 1967).

As fungoes reprodutoras (macho e fémea) foram frequentemente deturpadas na
presenca do diabetes. Com base nos estudos com animais, sugeriu-se que a maior causa
da alteragfo secundaria de secre¢do de LHRH hipotaldmica para o diabetes induzido,

foi o metabolismo neurotransmissor hipotaldmico (Steger & Rabe, 1997).

Rossi & Aeschlimann (1982) relataram, ndo apenas um decréscimo significativo
nos pesos dos testiculos, considerando ratos Wistar controles e diabéticos por STZ,
bem como a diminui¢do da superficie dos tiibulos seminiferos. Estes resultados foram
comprovados por analises qualitativas e quantitativas, sendo estudados trés momentos

no decorrer de um ano (4, 8 ¢ 12 meses).

A resposta de hiperglicemia, em camundongos machos e fémeas (castrados e
ndo castrados) com doses miltiplas e baixas de inje¢cdes de STZ foi determinada com
ou sem tratamento de testosterona. A castracdo dos machos diminuiu a resposta
hiperglicémica, enquanto que o tratamento com testosterona restabeleceu este quadro
(Rossini et al., 1978).

Ford & Hamilton (1984), observaram em ratos diabéticos por aloxana a
concentragio de glicose no plasma e a concentragdo de insulina. Os pesos corporeos
apresentaram-se diminuidos com relacio aos controles, o que ndo ocorreu
significativamente com o peso dos testiculos. Mudangas semelhantes foram vistas em
ratos diabéticos tratados com STZ. A producdo de glicose através das espermatogénias
e dos tabulos seminiferos dos ratos diabéticos foi diminuida quando comparado com os

animais controles.
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Kiln-Velten et al., 1982 estudaram os mecanismos para redugiio das respostas
das céulas de Leydig testicular in vitro, em ratos adultos machos tratados com STZ,
pela estimulacdo com gonadotrofina coridnica humana. Um decréscimo na formagdo
de testosterona apos 6 semanas do diabetes mellitus foi observado, assim como a
diminui¢do do acimulo AMP ciclica intercelular ¢ a conversdo da progesterona para

androgeno.

Nos estudos de Thliveris et al. (1984), as células de Leydig dos ratos controle e
dos animais injetados com STZ, foram caracterizadas por um nimero moderado de
mitocondrias, algumas goticulas de lipidios, e abundéancia de reticulo endoplasmatico
liso. Uma analise quantitativa dos n(imeros de mitocondrias e goticulas de lipidios ndo
revelou nenhuma diferenga entre os animais controle e os diabéticos por STZ;
entretanto observaram que as mitocOndrias ficaram menores, as goticulas de lipidios
maiores, notou-se também uma tendéncia para menos células com perfis dilatados de
reticulo endoplasmatico liso nos diabéticos. Os resultados citolégicos e bioquimicos

sugerem que o diabetes causa pequeno efeito nas fungdes da célula de Leydig.

Orth et al. (1979) induziram o diabetes experimental por STZ, em ratos Wistar
machos, atraves de uma Unica injegéo intravenosa. Os estudos foram seriados (2, 3 ¢ 4
semanas apos a injec@o da droga), revelando que ocorreram alteragdes morfolgicas

nas células de Leydig.

Howland & Zebrowski (1976), relataram que o diabetes mellitus experimental
induzido por aloxana e STZ, interferiu nos pesos dos érgios reprodutores ¢ na
gonadotrofina pituitaria (glandula que nivela a testosterona no plasma). Estes estudos
foram realizados em ratos (castrados e ndo castrados) com trés meses, ¢ a duracdo da
experiéncia foi de trés semanas, sendo que todas as fases resultaram em perdas de peso
corporal, em concentragdes elevadas de glicose no plasma e na redugéo dos pesos das

glandulas acessorias sexuais (ratos intactos).
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O eixo pituitdrio-testicular foi investigado em ratos machos diabéticos para
determinar a relacio entre as altera¢cOGes hormonais e as atividades esteroidogénica.
Ratos machos Sprague-Dawley que pesavam cerca de 250-300g foram usados nas
experiéncias. O diabetes induzido por STZ resultou em uma redugdo significativa de
hormdnio luteinizante (LH) no plasma (34%, p<0,02) e de prolactina (33%, p<0,001)
mas ndo modificou as concentracdes de horménio fo_licuio estimulante (FSH). O
tratamento com insulina restabeleceu completa e parcialmente, o LH anormal e o
langamento de prolactina no plasma. Os resultados obtidos sugerem que a insulina
possa ter um papel fisiologico diferencial, regulando a atividade de secrecdo da
glandula pituitaria. A insulina € necessaria para um nivel normal de LH, bem como
para a produgdo normal de prolactina e o funcionamento das células de Leydig, porém
sua influéncia na producgio de FSH e na funcéo das células de Sertoli ndo apresentou-se
claramente (Perez et al., 1982).

Zanato et al. (1994) investigaram o desenvolvimento sexual de ratos Wistar
machos no periodo de 22 a 97 dias de idade, através de métodos morfomeétrico,
bioquimico e de radioimunologia. O primeiro aumento significativo de testosterona no
plasma (T) foi observado entre os dias 40 e 50, sendo acrescido progressivamente
depois disso, atingindo um mdximo em 76 dias. A prolactina no plasma aumentou em
paralelo, alcan¢ando um méximo em 76 dias e atingindo uma baixa por volta de 83 a
97 dias de idade. A evolugdo do epitélio germinal foi investigada, em cortes
transversais de tabulos seminiferos analisados ao acaso. Espermatécitos eram as
células germinativas mais avangadas nos testiculos de 22 dias de idade. Aos 40 dias, as
espermatogdnias evoluiram para espermatides em fase de maturacdo e aos 50 dias de
idade, espermatides maduras foram achadas nos testiculos, embora em pequenas
quantidades. A partir de 63 dias de idade, um progressivo aumento na quantidade das
espermatides maduras foi observado, sendo que a producfio de esperma aumentou até

97 dias de idade. Estes resultados estdo relacionados com ratos Wistar machos na
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puberdade entre 40 ¢ 50 dias de idade (180-200 g de peso corpéreo) e completamente

amadurecidos entre 83 e 97 dias de idade (aproximadamente 400 g de peso corpéreo).

Diante dos relatos apresentados nestas segdes, esta pesquisa tem como objetivo,
o estudo abrangente dos efeitos do diabetes sobre as gldndulas supra-renais e testiculos

de camundongos, envolvendo:

a Morfologia, através da microscopia de luz e eletronica de

transmissio;

a Morfometria, utilizando o calculo planimétrico por contagem de

pontos;

- a Estereologia, considerando parimetros tridimensionais de estruturas

anatOmica através de cortes bidimensionais; e

- a Analise Estatistica, através do teste “t-Student™, aplicada a todos os

dados obtidos.
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3 - Materiais & Métodos

Neste trabalho, foram utilizados dezesseis camundongos machos CS7BL/6J,
normatis com trés meses de idade, pesando aproximadamente 25 gramas cada um. Estes
animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB). Ao
chegarem no biotério do Departamento de Anatomia, foram divididos em dois grupos
(I e I1), com oito camundongos cada um e mantidos apenas dois animais por gaiola.

Durante toda a experiéncia, todos os animais foram pesados semanalmente e
receberam alimentac¢éo solida balanceada na forma de granulos (rag¢fo purina) e dgua
ad-{ibitum.

Como agente diabetogénico utilizou-se a estreptozotocina (Sigma Chemical
Company).

O Grupo I recebeu apenas tampdo citrato, o qual serviu para controle e
comparacdo € o Grupo H recebeu tratamento com estreptozotocina.

O meio utilizado para administragdo do agente diabetogénico foi o tampdo
citrato 0,1 M ¢ pH 4.4. Cada animal recebeu 5 inje¢Oes intraperitoniais, de 0,1 ml da
solugdo, em intervalos de 7 dias. A dosagem utilizada foi de 75 mg/kg de peso nas trés
primeiras doses ¢ 150 mg/kg nas duas ultimas, perfazendo um total de 525 mg/kg de
peso, para cada animal. O grupo controle recebeu ao mesmo tempo 0,1 ml de tampdo
citrato 0,1 M e pH 4,4 pela mesma via intraperitonial.

Para a determinacdo do estado diabético dos animais, foi usado o Multistix

10SG - Tira Reagente (Bayer), que determinou a variagdo aproximada de glicose
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(mg/dl), proteina (mg/dl) ¢ pH na urina. A urina foi recolhida por compressdo manual
da bexiga de cada camundongo, ¢ uma gota de urina era colocada no reagente da fita,
mas sempre desprezando a primeira gota. A urina era colocada nas dreas da fita
reagente respectivamente, da glicose, da proteina ¢ do pH. Apos dois segundos, o
excesso da gota de urina era removida com o auxilio do papel de filtro. A leitura dos
resultados foi feita trinta segundos apés a aplicagdo da urina na fita reagente, em
comparagdo com a tabela fornecida pelo laboratdrio.

Dois testes de urina foram feitos com Multistix 10SG em todos os animais, para
andlise quantitativa de glicose, de proteina e do pH, durante a semana que antecedeu o
inicio do tratamento com estreptozotocina para servir de controle padrdo. Outros 8
testes foram feitos, um por semana, em todos os animais em experiéncia durante o
tratamento, aplicando a mesma técnica e condi¢des, para certificar-se do estado
diabético e quantificar a proteina da urina dos animais.

Ap6s 32 dias da constatacdo do estado diabético, os camundongos foram
pesados, anestesiados com éter etilico e fixados in situ por perfusdo através do
ventriculo esquerdo do coracdo. Com o animal anestesiado ¢ em decibito dorsal, foi
aberto a parede antero-lateral esquerda do térax e, através do ventriculo esquerdo foi
injetada rapidamente solugdo salina com a ajuda de uma seringa de 20 ml. A drenagem
do sangue ¢ do excesso de fixador foi efetnada através de uma pequena incisfo no
ventriculo direito até que todo o sangue tivesse sido eliminado, e em seguida, foi
injetado com uma seringa, 20 ml de 2% de paraformoldeido em 0,1 M tampdo fosfato,
pH 7.4. Seguiu-se rapidamente a abertura da parede abdominal e a retirada das
glandulas supra-renais e testiculos, e colocados em solugdo salina. As pecas foram
pesadas ¢ cortadas sob fixador, e destinadas a rotina para microscopia de luz e
microscopia eletrénica de transmiss&o.

Os orgéos do lado diretto de quatro animais de cada grupo foram colocados em
solucgdo salina e sob lupa, removeu-se o excesso de tecido adiposo e conjuntivo para,

rapidamente serem secos em papel de filtro e, em seguida pesados e fotografados.
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3.1 - Estudo Histologico

Os orglos do lado direito dos outros quatro animais de cada grupo e, do
esquerdo de dois animais foram imediatamente cortados ao meio sob fixador para
microscopia de luz, completando-se a fixagfio por mais duas horas e meia sob imerséo
em 2% de paraformaldeido em 0.1 M tampio fosfato pH 7,4 e logo apds, foram
lavados e conservados em 0,22 M sacarose em 0,1 M tampdo fosfato pH 7.4, para
posteriormente serem utilizados.

Os fragmentos das glandulas supra-renais e testiculos dos grupos controle e
diabético induzido por STZ, foram processados pela técnica histoldgica de rotina e
incluidas em Paraplast Plus (combinagdo de parafina purificada e plastico
polimerizado, contendo Dimethyl Sulphoxide - DMSO), para em seguida, serem
cortados com 6 micrdmetros de espessura em um Micrétomo Reichert-Jung (Mod.
1130/Biocurt). Os cortes histologicos foram corados pela Hematoxilina e Eosina (H.E.)
e Tricrémico de Mallory, e posteriormente fotografados em um microscépio Carl Zeiss

— Jenapol.

3.2 - Estudo Ultra-estrutural

Os orgdos do lado esquerdo de seis animais de cada grupo foram cortados sob
fixador em tamanhos apropriados (1mm) para microscopia eletrdnica de transmisséo,
completando-se sua fixacdo por imersdo em 3% de glutaraldeido ¢ 2% de
paraformaldeido em 0,1 M tampéo fosfato pH 7,4, por um periodo de duas horas e

meia.

Posteriormente, os fragmentos foram pés-fixados por um periodo de duas horas
em solugdo de tetroxido de 6smio a 1% diluido em tampdo fosfato, pH 7,4. Seguindo-
se a pos-fixagdo, os fragmentos foram lavados em agua destilada e corados com acetato

de uranila a 0,5% em solu¢do aquosa de sacarose, overnight.
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ApoOs a passagem pelo acetato de uranila, os fragmentos foram desidratados em
série de concentragdes crescentes de acetona até atingir 100%. A inclusdo foi feita em
resina Araldite, para a polimerizacio e o endurecimento; o material foi colocado em
moldes especiais e submetido a uma temperatura de cerca de 60° C overnight. Em
seguida, os blocos foram preparados e cortados em um ultramicrétomo (LKB 8800
Ultrotome 111}, com 0,5 micrometros de espessura. Esses cortes semifinos foram feitos
com navalha de vidro, montados em l4mina e corados pela técnica de Richardson et al.
(1960), (Azul de Metileno - Azur II de Mallory), para serem examinados sob
microscopia de luz. Apés definir as 4reas desejadas para a analise em microscopia
eletronica de transmissdo, os blocos foram trimados e submetidos a novos cortes. Em
seguida, foram feitos cortes ultrafinos em um ultramicrétomo (Ultracut UCT 020
Leica), com navalha de diamante, montados em telas de cobre de 200 mesh,
contrastados com citrato de chumbo (Reynolds, 1963 e Glauert, 1975), examinados e

fotografados em um microscopio eletrénico LEO 906, do Laboratério de Microscopia

Eletrénica do Instituto de Biologia da Unicamp.

3.3 - Estudo Morfométrico

Para o estudo morfométrico foram utilizados quatro animais de cada grupo
(controle ¢ diabético). Os cortes para esta andlise, foram os preparados
histologicamente, com coloragdo em H.E. e Tricromico de Mallory. Selecionou-se dez
cortes de cada animal, e em seguida foram feitas medidas para deferminagﬁo
quantitativa da fracdo de volume, (Vy), através de um reticulo quadrilatero na ocular
graduada (1mm/100) acoplada ao microscopio de luz Olympus CBB e objetiva de 10X.
A medida foi feita tendo como parametros o cortex e a medula da glandula supra-renal.

Utilizou-se a estereologia para quantificar, a Densidade de Volume (Vy), € a
densidade de superficie (Sy), nas trés zonas do cortex da glandula supra-renal
(glomerulosa, fasciculada e reticular), através do Sistema-teste Cicloides (Baddeley et

al., 1986), o qual utiliza secgdes verticais. O sistema-teste foi reproduzido em acetato e
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com o auxilio de um microscopio Nikkon {(Optiphot-2) sob luz transmitida, utilizando-
se a objetiva de 40x/0,55 NA de imersdo em agua, acoplado a uma video-cdmara
Hamamatsu € um monitor Sony. O acetato foi fixado no monitor permitindo a
quantificacdo das zonas.

A porcentagem media das zonas foi determinada pela equagéo:

Vy=Pp/ Py,
sendo, Pp 0 niimero de pontos coincidentes sobre cada uma das zonas da glandula e Py
o numero total de pontos, isto €, somatdria dos Pp das zonas consideradas.

A densidade de superficie foi determinada através da contagem das interseccdes
dos arcos cicloides com as células de cada zona em particular, aplicando-se a seguinte
equacao:

Sy = 2I/L,
onde, 7 ¢ a intersecgdo dos arcos cicloides com o citoplasma das células e L é o
comprimento do arco.
Nos testiculos a média dos didmetros ortogonais (D, e D,) foi obtida através da
medicdo de 20 tubulos seminiferos por animal, com uma régua graduada inserida na
ocular, onde as unidades de medida obtidas (um ocular) foram aferidas em mm,

mediante o uso de uma lamina (ZEISS) contendo Imm dividido em 100 partes,

0,01mm ou 10pm (pm objeto).

3.4 - Estudo Estatistico

O estudo estatistico foi realizado nas seguintes varidveis: peso corporeo inicial e
final (g); peso das glandulas (mg); a quantificacio da glicose e proteina na urina; a
densidade de volume ¢ a densidade de superficie da glandula supra-renal e a média dos
didmetros ortogonais dos tiibulos seminiferos dos testiculos. Em todas essas variaveis
foi realizado andlise estatistica, utilizando-se o Teste t-student para verificar se as

médias dos resultados morfométricos de varidveis de duas amostras eram
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estatisticamente iguais ou ndo. Deste modo utilizamos o test-t para amostras
independentes. Todo estudo foi realizado com nivel de probabilidade de erro de 5%
(Guedes & Guedes, 1988).
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4 - Resultados

4.1 - Analise da Urina

AlteracOes quimicas significativas na urina dos camundongos utilizados no
experimento, foram reveladas pela utilizac¢fo de fitas reagentes. O valor padrio normal
de proteina na urina obtido antes do tratamento, foi de 34,69 mg/dl. Durante os dias do
experimento, no lote de animais controle (n=8), os quais receberam apenas injeces de
tampdo citrato, o valor médio de proteina na urina, foi de 34,86 mg/dl, enquanto que os
animais que receberam tratamento com STZ, apresentaram uma taxa média de
proteina, da ordem de 1,4 vezes maior, que aquela encontrada nos controles, conforme
mostra a Tabela 1.

Reagdes negativas para glicose nos testes que antecederam o tratamento, foram
observadas em todos os animais. As mesmas reacBes negativas foram encontradas nos
animais que receberam apenas tamp#o citrato, durante o tratamento. Os animais que
receberam injegOes de estreptozotocina (agente diabetogénico), apresentaram valores
significantes de glicostria, indicando o estado diabético dos animais, como indica a
Tabela 1.

O pH da urina manteve-se constante em todos os animais, tanto antes do

tratamento, como durante o mesmo.
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Tabela 1 — Analise da Urina com Fita Reagente (Multistix 10 SG)

Antes do Controle Diabético (STZ)
Tratamento
n=16 n==8 n=8§
Proteina (mg/dl) 34,69 +7,92 34,86% + 7,72 49,17* + 7,26
Glicose (mg/dl) { 0 950+ 190
pH 6.4 6,53 6,23

Os valores mostrados sfio a média de {(n) animals

Proteina

Controle x Estreptozotocina : p < 0,01

Glicose

Controle x Estreptozotocina : p < 0,01

mg/d} 50

40
30
20
10

Controle

Diabético

* significativo; p < 0,01

significativo; p<0,01

Grafico 1 — Taxa média de proteina em mg/dl, na urina de camundongos machos
controle (n=8) e diabético (n=8).



4.2 - Analise de Peso

4.2.1 - Peso Corporeo dos camundongos

O peso dos animais foi aferido durante o experimento €, como pode-se observar
na tabela 2, os camundongos utilizados para a indugdo do diabetes apresentaram uma
perda de peso significativa desde o inicio do tratamento. Por outro lado, os animais que
receberam apenas tampdo citrato, integrantes portanto do grupo controle, revelaram

aumento significativo em seu peso médio.

Tabela 2 — Peso Corpéreo Médio (em g) dos Animais Durante o Experimento

Controle Diabético (STZ)
n==8 =8
Peso inicial 23,39* £ 0,61 24.48* + 0,65
Peso no sacrificio 27,20% £ 0 21,41* + 1,88
Variacdo 3.81 - 3,07

* significativo; p < 0,01
Os valores mostrados sfio a média de (n) animais.

Peso Inicial X Peso no Sacrificio
Controle X Controle : p < 0,01
Estreptozotocina X Estreptozotocina : p <0,01
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Grafico 2 - Eveluciio do peso corpéree médio (em g) de camundongos machos
controle (n=8) e diabético (n=8).

4.2.2 - Peso dos orgdoes dos camundongos

Os animais que foram submetidos & indugfio do diabetes pela estreptozotocina
ndo s& apresentaram perda de peso corpdreo durante o tratamento, como também
apresentaram alteragdes significativas no peso e tamanho dos testiculos e das glandulas
supra-renais. Os testiculos dos animais diabéticos pela estreptozotocina foram os mais
atingidos, revelando uma reducio média de peso da ordem de 15%. As glandulas
supra-renais s¢ mostraram de maneira contraria, pois apresentaram um aumento
significativo de tamanho, ¢ um acréscimo de peso da ordem de 23,75%. (Gréficos 3 ¢

4).



g

Conwole Significative: p <4,02

Grifico 3 — Peso médio (mg) das glandulas supra-renais de camundongos machos
controle (n=8) e diabético (n=8).

mag g20

145 &

110 §

105 ¢

100 &

95

90
Controle Diabético Significativo: p <0,81

Grafico 4 — Peso médio (mg) dos testiculos de camundongos controle e diabétice.
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4.3 - Analise através da Microscopia de Luz

4.3.1 - Das Glindulas Supra-Renais

As gléndulas supra-renais dos camundongos machos controle apresentaram-se
revestidas por uma capsula conjuntiva. A camada cortical era constituida de trés zonas
histolégicas, designadas de acordo com a disposicdo das células secreforas: zona
glomerulosa, adjacente a cépsula; zona fasciculada, 2 mais desenvolvida e
intermediaria; zona reticular, a mais interna e delgada. A camada medular apresentou
suas células dispostas em cordGes e sustentadas por uma delicada rede colagena, a qual
continha canais venosos e capilares (Figs. 1 ¢ 3).

Na zona glomerulosa, as c€lulas secretoras apresentaram-se pequenas e
compactas, dispondo-se em forma de agregacbes ovoides irregulares ou arciformes,
com nicleos alongados e citoplasma pouco acidéfilo, contendo goticulas de lipidios
(Fig. 5).

A zona fasciculada consistia de estreitos corddes de células secretoras, com
espessura de apenas uma célula, entre os quais, observaram-se capilares. Suas células
eram grandes ¢ poli€dricas, cujo citoplasma apresentou-se levemente basofilico e rico
em goticulas de lipidios, podendo conferir, as células, uma aparéncia espumosa
(Fig. 5).

A zona reticular € a mais interna do cortex, limitrofe da camada medular, e
apresentou-se constituida de corddes irregulares, tornando-se assim, menos espessa, em
relagio as demais. Suas células apresentaram-se menores e de contornos irregulares,
quando comparadas as c€lulas das outras zonas do cértex; apresentaram ainda um
niicleo pequeno e arredondado, € citoplasma com pequena quantidade de goticulas de
lipidios em seu interior (Fig. 7).

A camada medular era composta de grupos de céjulas secretoras, intimamente

ligadas, as quais apresentaram formato poliédrico, com grandes nucleos ¢ citoplasma
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fortemente basofilico, no qual observou-se a presenga de muitos granulos. Suas células
formam uma densa rede, contendo capilares e vénulas em suas mathas (Fig. 7).

Na analise dos orgdos dos animais tratados com estreptozotocina, observou-se
que a camada cortical das glandulas supra-renais era ligeiramente aumentada (Figs. 2 ¢
43.

Na zona glomerulosa dos animais diabéticos, as células secretoras apresentaram-
se também pequenas ¢ compactas, com a mesma disposico e forma daguelas dos
apimais controles; o mesmo ocorreu com as células da zoma reticular, ou seja,
formando cordBes irregulares e apresentando células menores, tornando-se assim, uma
camada menos espessa, em relacdo ds demais (Fig. 6).

Na zona fasciculada, as células apresentaram-se organizadas em corddes,
mantendo seus ntcleos arredondados e mostrando um ligeiro aumento do volume
citoplasmatico, porém, tendo um aspecto histologico aparentemente normal, quando
comparadas as células dos controles (Fig.6).

Na camada medular das glandulas supra-renais dos animais diabéticos, as
células apresentaram-se na forma poliédrica, dispostas em corddes irregulares, cujos
nicleos mostraram-se grandes € os citoplasmas repletos de grinulos. Tais células
formam uma densa malha, abrigando capilares e vénulas, com aspectos histologicos

normais, quando comparados aos animais controles (Fig. 8).

4.3.2 - Dos Testicuios

Nos testiculos dos animais controles observou-se que os tfibulos seminiferos
eram altamente contorcidos, sendo vistos cortes transversais, obliquos e longitudinais.
O epitélio germinal apresentou varios estagios da espermatogénese e espermiogénese,
sincronizados pelas ondas de atividades sequenciais ao longo da extensdo de cada
tubulo. Nos espacos intersticiais observou-se a presenca das células enddcrinas,

denominadas Células de Leydig, fixadas no tecido de sustentacgo (Fig. 9).
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As espermatoglnias apresentaram-se na camada basal do epitélio seminifero,
possuindo um grande nicleo arredondado, com cromatina condensada ou dispersa.
Pode-se observar os espermatGcitos primarios e as espermatides, cuja maturagio
(processo de espermiogénese) as transformariam nos espermatozéides (Fig. 11),

Observou-se que as células da série espermatogénica eram sustentadas pelas
células de Sertoli, nas quais foram vistos que os niicleos possuiam uma forma
predominantemente piramidal e estavam proximos 2 membrana da regifio basal, sendo
entremeadas com as espermatogdmias. Observou-se ainda gue existe um fnico
nucléolo, bem centralizado, nos nicleos das células de Sertoli (Fig. 11).

Nos animais diabéticos, observou-se uma ligeira reducdoc no didmetro dos
tibulos seminiferos e uma diferenga pequena na quantidade de células germinativas, de
alguns dos tabulos observados. As células de Leydig apresentaram-se agrupadas nos

espagos intersticiais. Alteragbes celulares significativas ndo foram observadas (Figs. 10
e 12).

4.4 - Analise Através da Microscopia Eletronica de Transmissio

4.4.1 - Das Glandulas Supr a-Renais

Na zona glomeruiosa das glandulas supra-renais (GSR) dos camundongos
machos controle, as células secretoras apresentaram-se definidas, com nucleos de
forma alongada, mais de um nucléolo ¢ membranas evidentes. Os citoplasmas
mostraram-se, €m sua maioria, repletos de mitocndrias ligeiramente ovais,
apresentando cristas tubulares e membranas externas definidas. As goticulas de lipidios
apresentaram-se dispersas no citoplasma das células e de tamanhos variados.
Observaram-se capilares fenestrados entre as agregactes celulares (Fig. 13).

Em maior aumento, as células desta regifio, apresentaram vérias goticulas de

lipidios em diversos tamanhos, as quais estavam envoltas por reticulo endoplasmatico
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liso de forma tubular e mitocOndrias com cristas tubulares e membranas externas bem
delimitadas (Fig. 15).

Na zona fasciculada das GSR dos camundongos controle, as células
apresentararn-se em forma de cordSes, onde os citoplasmas eram abundantes e repletos
de goticulas de lipidios de vérios tamanhos, e as mitocondrias bem evidentes e
espalhadas aleatoriamente. Nos espagos intercelulares podiam-se observar
interdigitagOes entre cflulas vizinhas. Nas células observou-se nicleo arredondado,
caracterizado por mais de um nucléolo proeminente (Fig. 17).

Em maior aumento, as células secretoras, da mesma zona, apresentaram-se
separadas por tecido de sustentacfo ¢ capilares. Pdde-se observar o nicleo com mais de
um nucléolo e a heterocromatina agrupou-se ao redor da periferia do niicleo,
caracterizando-se por areas elétron-densas, sendo o material nuclear ndo elétron-denso,
a eucromatina. Os citoplasmas apresentaram grande quantidade de goticulas de lipidios
em varios tamanhos. As mitocondrias mostraram cristas tubulares e membranas
externas bem delimitadas e preservadas (Fig. 19).

Considerando ainda as GSR de camundongos machos controle, ohservou-se a
boa caracterizagdo da zona reticular (a mais interna do cértex) na qual as células
agruparam-s¢ de maneira irregular ¢ em tamanhos reduzidos, quando comparadas
aquelas da zona fasciculada. Os citoplasmas mostraram-se com poucas goticulas de
lipidios elétron-densos e grande quantidade de mitocondrias proeminentes e espalhadas
ao acaso, com membrana externa bem preservada e cristas internas de forma tubular.
Os nucleos apresentaram-se com formato irregular, e mais de um nucléolo. Observou-
se também a presenca constante de vasos sanguineos fenestrados entre as células dessa
zona (Fig. 21).

Na zona medular das GSR dos camundongos machos controle, as células
apresentaram-se intimamente ligadas, com nucleos grandes e arredondados,
caracteristicas importantes desta regifo. Os citoplasmas apresentaram-se grandes e

repletos de granulos, com pequena quantidade de mitocondrias (Fig. 23).
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Nas mesmas células, em maior aumento, foram observadas as membranas
nucleares preservadas e nucléolos bem definidos. Os citoplasmas mostraram-se
repletos de grémnulos e mitocOndrias, com membrana externa e cristas tubulares bem
definidas, sendo evidentes, em algumas 4reas, os reticulos endoplasmaticos lisos. O
aparelho de Golgi também fez-se presente proximo ao nicleo, onde observaram-se
brotamentos das cisternas {(Fig. 25).

Nas glandulas supra-renais de camundongos machos tratados com
estreptozotocina, as células da zona glomerulosa apresentaram nicleos arredondados e
grandes, com mais de um nucléclo. Os citoplasmas mostraram-se ricos em
mitocOndrias ¢ também em goticulas de lipidios, as quais estdo espalbadas de maneira
aleatoria. Capilares fenestrados entre as agregacdes celulares também foram
observados (Fig. 14).

Em maior aumento, as mitocOndrias das células da zona glomerulosa
apresentaram o padréo das cristas de forma tubular ¢ membrana externa preservada. Os
nucleos arredondados apresentaram invaginag®es em sua membrana, nucléolo
proeminente e grande quantidade de heterocromatina, agregadas na face interna da
membrana nuclear ¢ eucromatina difusa no interior do ntficleo. O aparelho de Golgi fez-
se presente de modo bem desenvolvido, circundando a mitocOndria, ndo havendo
portanto, alteragdes aparentes, em comparag8io aos controles (Fig.16).

Na zona fasciculada das GSR dos animais diabéticos, as células apresentaram-se
na forma de cordOes e ligeiramente maiores do que aquelas apresentadas nos controles.
Numerosas goticulas de lipidios e de mitocdndrias puderam ser vistas espalhadas de
forma aleatoria pelo citoplasma celular. Nicleos grandes e arredondados,
caracterizados por mais de um nucléolo ¢ corpos de cromatina, localizavam-se no
centro do citoplasma das células. Os capilares fenestrados também foram vistos entre

as cflulas (Fig. 18). Num maior aumento foram observadas invaginagbes das

membranas celulares (Fig. 20).
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As ceéluias da zona reticular, em camundongos tratados com STZ, apresentaram-
se de maneira irregular quando comparadas aquelas da camada adjacente (2 zona
fasciculada}. Seus nicleos apresentaram-se grandes e irregulares, com a presenca de
mais de um nucléolo e cromatina densa adjacente 4 face interna da membrana nuclear,
podendo-se observar ainda eucromatina difusa. Grande quantidade de mitocéndrias
com membranas externas e cristas tubulares bem caracterizadas, foram vistas nas
células. Perfis de reticulo endoplasmético liso e algumas estruturas elétron-densas
estavam presentes. Observaram-se também capilares fenestrados entre os
agrupamentos celulares (Fig. 22).

Nos camundongos machos tratados com STZ, 2 zona medular das GSR
apresentou grupos de células com micleos grandes e arredondados. Os citoplasmas
repletos de granulos elétron-densos e com quantidade reduzida de mitocdndrias
préximo ao ndcleo, foram vistos. Foram observados também o aparelho de Golgi e
perfis de reticulo endoplasmatico liso ao redor do nucleo (Fig. 24).

As c€lulas da zona medular das GSR dos camundongos diabéticos (Fig. 26),
apresentaram granuios e mitocondrias evidentes, espathadas ao acaso, nos citoplasmas.
Os aparelhos de Golgi mostraram certa dilatagfio em suas cisternas. Observaram-se os
perfis de reticulo endoplasmitico rugoso concentrados de um lado do nicleo e os
reticulos endoplasmaticos liso espalhados pelo citoplasma. Observaram-se que os
nucleos eram arredondados, porém de tamanho menor que os dos controles,

apresentando também nucléolos proeminentes e membrana nuclear bem definida.

4.4.2 - Dos Testiculos

Nos testiculos dos camundongos controle, devidamente processados para a
microscopia eletrénica de transmisso, foram observados em cortes transversais,
tibulos seminiferos ativos. Foram observadas espermatogénias localizadas sobre a

membrana da regifio basal, nas quais destacaram-se seus grandes nlicleos com
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nucléolos proeminentes e corpos de cromatina. As células midides apresenfaram-se sob
a mesma membrana, em forma delgada. Os espermatécitos primérios e as espermatides
foram observadas, sendo que no citoplasma das espermatides foi visto o aparelho de
Golgi e vesiculas acrossémicas (Fig. 27).

Em maior aumento (Fig. 29), observaram-se as células de Sertoli, as quais
localizavam-se adjacentes 2 membrana da regifio basal, apresentando niicleo piramidal
e citoplasma abundante e irregular. Os corpos de cromatina densos apresentaram-se
associados ao nucleolo, cuja forma oval foi observada. As invaginacdes da membrana
nuclear puderam ser vistas com facilidade. Um ndmero moderado de mitocéndrias foi
observado nas células do testiculo.

Células de Leydig foram estudadas, sendo observados miicleos irregulares. Os
nucl¢olos apresentaram-se proeminentes e proximos & membrana nuclear (Fig. 31).
Adjacentes 4 essa membrana, observaram-se corpos de cromatina densos (Fig. 33).

Em maior aumento, nos citoplasmas das células de Leydig aparecem goticulas
de lipidios semelhantes as células secretoras de esteréides do cértex da glandula supra-
renal, espalhadas e circundadas por reticulo endoplasmdtico liso. Estas células
apresentaram citoplasmas repletos de mitocéndrias, onde a membrana externa e cristas
tubulares internas estavam preservadas (Fig. 33).

Na analise dos testiculos dos camundongos tratados com STZ, observaram-se
varios tibulos seminiferos ativos em cortes transversais. As espermatogdnias eram
aparentes ¢ nao apresentaram alteragGes morfologicas. Notou-se a presenca de células
mioides. Os espermatocitos primdrios, em contato com as células germinativas, e as
espermatides foram examinadas, ndo sendo constatadas quaisquer alteracdes celulares,
quando comparados com os animais controle (Figs. 28 ¢ 30).

As células de Leydig, apresentaram nicleos de forma irregular, cromatina
dispersa e nucléolo na periferia, porém ndo foram observadas alteracbes ultra-

estruturais (Fig. 32), contudo observou-se, em maior aumento, um ligeiro acréscimo
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dos perfis de reticulo endoplasmatico liso, que circundavam as goticulas de lipidios
(Fig. 34).

4.5 - Analise Morfoméirica

4.5.1 - Das Glandulas Supr a-Renais

Atraves da analise morfométrica dessas glandulas, de camundongos conirole e
diabéticos por STZ, observaram-se alteracdes nas dimensées de suas regifes cortical e
medular. Os cortex das glandulas dos camundongos diabéticos apresentaram um
acréscimo da ordem de 14,34% (p<0,05), em relagio as gléndulas dos animais
controles, enquantc que a regifio medular aumentou 6,58%, aumento este gue ndo ¢

significativo (p>0,05) (Tabela 3 e Grafico 5).

Tabela 3 ~ Area Média (mm”®) das Regides da Glandula Supra-Renal

Controle Diabético {STZ)

n=4 =4
Cortex 0,46350* £ 0,049 0,53000* £ 0,032
Medula 0,14050 + 0,030 0.14975 £ 0,029

* significativo; p < 0,05
Para cada animal (n) foram analisados 10 cortes aleatérios, sendo a média geral apresentada acima.
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Griafico 3 - Area Média (mm®) das Regides da Glindula Supra-Renal

A partir desses resultados, realizaram-se estudos da fragdo de volume dessas

regides, cujos dados s3o mostrados na Tabela 4 e Grafico 6.

Tabela 4 — Fracdo de Volume do Cértex e da Medula da Glindula Supra-Renal

Controle Diabético (STZ)
n=4 n=4
Cértex 76,74% 77,97%
Medula 23.26% 22,03%

Os valores mostrados sfo a média de (n) animais.
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Grafico 6 — Fraclo de Volume (em porcentagem) do Coértex e da Medula da
Glandula Supra-Renal de camundongos controle e diabético.

Considerando o aumento observado do cortex, foram realizadas quantificacdes
morfométricas de suas zonas, através do Sistema-teste Cicidides, envolvendo a
estereologia. Observeou-se (ver grafico 7) que o aumento da densidade de volume da

zona fasciculada foi significativo (p<0,01), provocando desta maneira uma ligeira

diminui¢o nas outras duas.
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Griafico 7 - Densidade de Volume do Cértex na Glandula Supra-renal

A densidade de superficic mostrou-se alterada, a0 se considerar as trés zonas do
cortex. Entretanto esse aumento ndo foi significativo (p>0,053), sugerindo que as células
das zonas ndo aumentaram significativamente de tamanho, ou seja, o nimero das
células da zona fasciculada possivelmente sofreu um aumento significativo. O aumento

do numero das células das outras zonas do cortex, ndo foi significativo. Fsses

resultados estdo apresentados ne grafico 8.
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Grafico 8 - Densidade de Superficie no Cortex da Glandula Supra-renal

4.5.2 - Dos Testiculos

Tendo em vista a significativa diminuicfio dos testiculos dos animais diabéticos,
em comparacdo com os dos coniroles (Grafico 4), analisou-se morfometricamente o
didmetro médio dos tibulos seminiferos. Os estudos estatisticos comprovaram que
ocorreu uma diminuicdo média significativa (p<0,01) dos referidos didmetros,

conforme mostra o Grafico 9.
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4.6 - Documentacic Fotografica

4.6.1 - Fotomicrografias

Fig. 1 — Glandula supra-renal (GSR) de camundongo controle. Numa
visdo panorimica, observa-se a glindula dividida em Cértex
(C) e Medula (M). Tricromico de Mallory. 144X

Fig. 2 — GSR de camundongo tratado com estreptozetocina (STZ). Visdo
panoridmica da glindula dividida nas regides cortical (C) e
medular (M). Tricrémico de Mallory. 144X

Fig. 3 - GSR de camundongo controle, Revestida por uma capsula
(seta), a regido cortical comsiste de trés zomas: Glomerulosa
(ZG), Fasciculada (ZF) e Reticular (ZR). Regifio Medular (M).
H&E. 288X

Fig. 4 — GSR de camundongo tratade com STZ. Capsula (seta)
envelvendo toda gldndula. Regido cortical dividida nas zonas:
Glomerulosa (ZG), Fasciculada (ZF) e Reticular (ZR). Regido
Medular (M). H & E. 288X
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Fig. 5 — GSR de camundongo controle. Zona Glomerulosa apresentando
células pequenas e compactas com nicleo (cabeca de seta)
alongado. Zona Fasciculada, com células de forma poliédrica,
organizadas em corddes. Niicleo arredondads (N). Capilares
sanguineos (seta grossa). H & E. 576 X

Fig. 6 — GSR de camundonge tratado com STZ. Zona Glomerulosa, cujas
células estdo dispostas em aglomeracdes ovoides. Nucleo
(cabe¢a de seta) alongade e pouce citoplasma. Zona
Fasciculada com células de nicleos (N) arredondados ¢ um
ligeiro aumento no citoplasma. Capilares sanguineos (seta
grossa). H & E. 576X

Fig. 7 - GSR de camundongo controle. Zona Reticular. Células agrupadas
em corddes irregulares e menores que as da Zona Fasciculada.
Nicleo (cabeca de seta) pequenc e arredondado. Citoplasma
eosinofilico. Regido Medular (M), células poliédricas com
grandes niicleos (seta fina) e citoplasma granular. Canais
venosos (V). Tricromico de Mallory. 576X

Fig. 8 — GSR de camundongo tratade com STZ. Zona Reticular. Suas
células sfio memores que a da Zona Fasciculada. Nucleo
(cabeca de seta) e citoplasma eosinofilico. Regiio Medular
(M), citoplasma basofilico contrastando com as células da
Zona Reticular. Canais venosos (V). Tricromico de Mallory.
576X
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Fig. 9 - Testiculo de camundongo controle. Observa-se tiibulos
seminiferos (T) ativos em corte tramsversal. Células em
varios estigios da série espermatogénica. Nos espacos
intersticiais, encontra-se as Células de Leydig (L).
Trierémico de Mallery. 288X

Fig. 10 — Testicule de camundongo tratade com STZ. Tibules seminiferos
(T) ativos em corte tramsversal. Células da série
espermatogénica em varios estagios. Células de Leydig (L)

so vistas nos espacos intersticiais. Tricrémico de Mallory.
288X

Fig. 11 -~ Testiculo de camundongo controle. Espermatogdnias (S).
Espermatécitos  primdrios  (S1). Espermatides  (S3).
Espermatozédides (S4) assumem a forma puntiforme.
Observa-se Células de Sertoli (ST) com niicleo piramidal.

Células de Leydig (L) apresentam-se agrupadas no espaco
intersticial. H & E. 576X

Fig. 12 — Testiculo de camundongo tratado com STZ. Espermatoécitos
primarios (S1). Espermatozéides (S4). Células de Sertoli (ST)
com nitcleo perpendicular a membrana do tibulo seminifero,
as quais sfio vistas entre as espermatogdnias (S). Células de
Leydig (L) localizadas no espaco intersticial. H & E. 576X
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4.6.2 - Eletromicrografias

Fig. 13 — Glandula Supra-renal (GSR) de camundongo controle. Zona
Glomerulosa. Grande quantidade de mitocéndrias (cabeca
de seta) de forma ligeiramente ovais e espalhadas por todo o
citoplasma. Goticulas de lipidios (T). Niicleo (N). Presenca de
capilar fenestrade (CF). 6.400X

Fig. 14 — GSR de camundongo tratade com estreptozotocina (STZ). Zona
Glomerulosa. As mitocdndrias (cabeca de seta) apresentam-
se espalhadas pelo citoplasma. Estruturas eletron-densas
(seta) préximas ao nicleo. Goticulas de lipidies (T). Nucleo
(N). Capilar fenestrado (CF). 6.400X
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Fig. 15 — GSR de camundongo controle em maior aumento. Zona
Glomerulosa. Goticulas de lipidios (T) ¢ perfis de reticulo
endoplasmatico liso (REL) espalhados por tode o citoplasma.
Mitocondrias (M), com cristas tubulares bem definidas.

Niicleos (N) caracterizados por mais de um nucléolo (Nu).
23.000X

Fig. 16 — GSR de camundongo tratado com STZ. Zona Glomerulosa em
maior aumento. Goticulas de lipidios (T). Presenca de perfis
de reticulo endoplasmatico liso (REL). Aparelho de Golgi
(G). Numerosas mitocéndrias (M) com cristas tubulares bem
evidentes. Niicleo (N). 23.000X
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Fig. 17 — GSR de camundongo controle. Zona Fasciculada. As células
apresentam-se na forma de corddes, o citoplasma ¢
abundante e repleto de goticulas de lipidios (seta grossa) e
mitocéndrias (cabeca de seta). Capilar fenestrado (CF).
Nucleo (N) arredondado. Processos citoplasmaticos (seta
fina) apresentando interdigitacées. 3000X

Fig. 18 — GSR de camundongo tratade com STZ. Zona Fasciculada. As
células apresentam-se na forma de corddes, ressaltande as
interdigitacdes dos processos citoplasmdticos (seta fina).
Numerosas goticulas de lipidios (seta grossa) e mitocondrias
(cabeca de seta) espalhadas de mode aleatério pele
citoplasma celular. Nicleo (N) arredondado e nucléolo (Nu).
Presenca de capilares fenestrados (CF). 3.000X
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Fig. 19 — GSR de camundongo controle. Maior aumento da Zona
Fasciculada. Observa-se niicleo (N) e nucléolo (Nu). Neo
citoplasma apresentam-se muitas goticulas de lipidios (T) e
mitocdndrias (cabeca de seta). Processos citoplasmaticos
apresentando interdigitacdes (setafina). 6.000X

Fig. 20 — GSR de camundongo tratado com STZ. Maior aumento da Zonza
Fasciculada. Observa-se grande quantidade de goticulas
de lipidios (1) e mitocondrias (cabeca de seta)
espalhadas por todo o citoplasma. Niicleo (N) e nucléole
(Nu). 6.000X
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Fig. 21 — GSR de camundongo controle. Zona Reticular. Camada mais
interna do cértex. Suas células apresentam-se menores e
agrupadas de maneira irregular, comparado as outras zonas.
O citoplasma apresenta-se rico em mitocéndrias {cabeca de
seta). Poucas goticulas de lipidios (T). Nicleo (N) com mais
de um nucléolo (Nu) proeminente. Capilares femestrados
(CF). Processos citoplasmaticos com interdigitacdes (seta
fina). 9.700X

Fig. 22 — GSR de camundongo tratado com STZ. Zona Reticular. Grande
quantidade de mitocéndrias (cabeca de seta), sendo sua
membrana externa bem caracterizada. Perfis de reticulo
endoplasmatico liso (REL). Presenca de algumas estruturas
elétron-densas (seta grossa). Niicleo (N) com corpos de
cromatina (C) organizados na periferia. Capilares
fenestrados (CF) e processos citoplasmaticos com
interdigitacdes. 9.700X
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Fig. 23 — GSR de camundongo controle. Zona Medular. Grupo de células
intimamente acondicionadas. Nuicles (N) grande e
arredondado e nucléolo (Nu). Citeplasma extenso e repletos
de grinulos. Observa-se pequena quantidade de
mitocondrias (cabega de seta). 6.400X

Fig. 24 — GSR de camundongo tratado com STZ. Zona Medular. Grupe
de células apresentando niicleo (N) grande e arredondado.

Citoplasma granular. Reduzido niimero de mitocéndrias
(cabeca de seta). 6.400X
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Fig. 25 — GSR de camundongo controle. Maior aumento da Zona
Medular. O citoplasma apresenta muitos granulos (seta fina).
Mitocondrias (cabeca de seta). Aparelho de Golgi (G)
proximeo ao nicleo. Perfis de reticule endoplasmatico liso
(REL) espalhados pelo citoplasma. Niicleo (N) arredondade
com nucléolo (Nu) proeminente. 13.800X Em destaque,
mitocdndrias com crista tubulares aparentes e membrana
externa preservada. 55.200X

Fig. 26 — GSR de camundongo tratade com STZ. Maior aumento da Zona
Medular. Citoplasma com numerosos grinulos (seta fina).
Presenca de mitocondrias (cabeca de seta). Perfis de reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) e liso (REL). Nicleo (N) e
nucléole (Nu) proeminente. 13.800X FEm destaque,
mitocéndrias com crista tubulares aparentes e membrana
externa preservada. 55.200X
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Fig. 27 — Testiculo de camundongo controle. Tiibulo seminifero ativo em
corte transversal. KEspermatogénias (S) adjacentes 2
membrana da regiio basal. Células Miéide (Mi)
apresentando-se de forma  delgada. Observam-se
espermatocitos primarios (S1) e espermditides (S3) com
vesiculas acrossémicas (AV) em desenvolvimento produzidas
pelo aparelho de Golgi (G). Presenca de espermatozéides
(S4). 2.300X

Em destaque, espermétide com aparelho de Golgi formando
a vesicula acrossdmica. 9.200X

Fig. 28 — Testiculo de camundongo tratade com STZ. Tiibulo seminifero
ativo em corte transversal. As espermatogénias (S) estdo em
contato com a membrana da regifio basal. Espermatécitos
primarios (S1), espermatides (S3) e espermatozéides (S4).
Nas espermdtides observam-se o aparelho de Golgi (G) e a
vesicula acrossémica (AV). 2.300X
Em destaque, espermditide com vesicula acrossdmica e
aparelho de Golgi. 9.200X
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Fig. 29 — Testiculo de camundongo controle. Corte transversal do tibulo
seminifero em maior aumento. A célula de Sertoli (ST)
encontra-se adjacente 4 membrana da regifo basal ¢ em
contato com as células da série espermatogémica. O
citoplasma é abundante e de forma irregular. O nicleo (N) é
caracteristicamente orientade em 4ngulo reto com a
membrana da regido basal. Um nucléolo (Nu) proeminente e
corpos de cromatina (C). Invaginacdes da membrana nuclear
(seta). Numero moderado de mitocéndrias (cabeca de seta).
4.900X

Fig. 30 — Testiculo de camundongo tratado com STZ. Corte transversal
do tabulo seminifero em maior aumento. Células de Sertoli
(ST) encontram-se adjacentes 3 membrana da regiio basal.
Niicleo (N) com nucléolo (Nu) proeminente e corpos de
cromatina (C). Citoplasma abundante com moderado
nimero de mitocondrias (cabeca de seta). 4.900X
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Fig. 31 — Testiculo de camundongo controle. Célula de Leydig. Niacleo (N)
com forma irregular e nucléolo (Nu) situado na periferia.
Extenso citoplasma com goticulas de lipidios (T). Capilar
sanguineo (Cap). 8.500X

Fig. 32 — Testiculo de camundongo tratado com STZ. Célula de Leydig.
Niuicleo (N) apresentando-se irregularmente. Presenca de
goticulas de lipidios (seta fina) e granulos elétron-densos
(cabeca de seta). Capilar sanguineo (Cap). 5.000X
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Fig. 33 — Testiculo de camundongo controle. Célula de Leydig. Nicleo (N).
No citoplasma apresentam-se mitocéndrias (M) e goticulas
de lipidios (T) espalhadas, as quais mostram-se circundadas
por perfis de reticulo endoplasmaticoe liso (REL). Aparelho
de Golgi (G) préximo ao niicleo. Corpos de cromatina densos
(seta). 13.800X

Fig. 34 — Testiculo de camundongo tratado com STZ. Célula de Leydig.
Nicleo (N) irregular. Presenca de mitocondrias M) e
goticulas de lipidios (T) envolvidas por perfis de reticulo
endoplasmatice liso (REL). Corpos de cromatina densos
(seta). 13.800X
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5 - Discussdo

A escolha do animal modelo utilizado em nosso trabalho, baseou-se no fato de
que, o camundongo apresenta uma sindrome semelhante ao diabetes mellitus
desenvolvido no humano. Estudos experimentais do diabetes descritos na literatura,
mostram que esses animais apresentam hiperglicemia, hipoinsulinemia (relativa ou
absoluta) e obesidade, com caracteristicas metabélicas comuns (Herberg & Coleman,
1977). A sindrome do diabetes, nos camundongos modelos, caracteriza-se pela
resisténcia a insulina e pela presenca da hiperglicemia, sendo esta uma das mais
severas sindromes (Rossini et al., 1977, 1978; Carson, 1979 e Shafrir, 1996).

Conforme a literatura, tanto a aloxana e como a STZ sdo amplamente utilizadas
pois, sendo agentes antineoplasticos, atuam toxicamente nas células B do péancreas.
Doses diabetogénicas dessas substincias provocam uma deficiéncia de insulina nos
animais, a qual assemelha-se ao diabetes do tipo I. Considerando a espécie, a idade e o
estado metabolico do animal, determina-se as doses necessdrias para a inducfo do
diabetes experimental (Carson, 1979; Mordes & Rossini, 1981; Mordes et al., 1981 ¢
Grodsky et al., 1982).

A dosagem do agente diabetogénico (STZ), adotada para o experimento
proposto, esteve dentro dos limites mais utilizados, conforme mostra a literatura
(Rossini et al., 1977, Carson, 1979; Mordes & Rossini, 1981; Mordes et al., 1981; Gold
et al., 1981; Grodsky et al., 1982; Gaulton, 1985).
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O diabetes mellitus induzido pela STZ nos camundongos machos, através das 05
(cinco) doses de baixa concentragdo da droga, apresentou em nossos estudos, alto grau
de severidade - acima de 800 mg/dl, o que estd de acordo com os relatos de Leiter
(1982) e Paik et al. (1982).

Conforme Camargo (1984), “o fato de ter administrado cinco doses, num
periodo de trinta dias, assegura um estado diabético irreversivel dos animais”, fato
esses que obteve consonéncia com os resultados apresentados neste trabalho.

A escolha da STZ, como agente diabetogénico para a inducio do diabetes
experimental, baseou-se em relatos que ressaltaram sua eficiéncia, como a sua atuagio
nas c€lulas das ilhotas pancreéticas, quando comparado a aloxana (Mordes & Rossini,
1981 e Robbins et al., 1989 ).

O grupo de camundongos diabéticos estudado, apresentou reducio significativa
do peso corporeo de cada animal, reagio provavelmente causada pelo estado diabético
dos animais. (Camargo, 1984 ¢ Ford & Hamilton, 1984).

O aumento do peso das glindulas supra-renais dos camundongos machos
diabéticos, bem como as alteragdes apresentadas em suas camadas foi significativa
(p<0,01), o que esta de acordo com os resultados obtidos por Devercerski et al. (1963),
Ratsimamanga et al. (1969), Kraus (1973), De Nicola et al. (1976,1977), Camargo
(1984) e Rebuffat et al. (1988).

A reduc@o significativa (p<0,01) do tamanho e peso dos testiculos, dos animais
diabéticos por STZ, foi comprovada com os resultados descritos na literatura (Oksanen,
1975; Howland & Zebrowski, 1976; Camargo, 1984 ¢ Ford & Hamilton, 1984).

Notoriamente, a elevagio significativa do nivel de proteina na urina faz parte da
sintomatologia de doencas renais (Sodeman & Sodeman, 1983) sendo entretanto,
vérias as causas de tais lesbes renais. O estado diabético dos camundongos, ou mesmo
a toxidade da STZ, poderiam ser apontados como causadores de lesdes desta natureza,
visto que, a referida proteintiria foi observada, mais uma vez, em nossos resultados. Por

outro lado, os trabalhos de Stolinsky et al. (1972), Schein et al. (1974), Dupriest Jr et
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al. (1975), Oberg et al. (1981), relataram uma proteintria transitéria ocorrida por
ocasifio do tratamento do clncer, através da administracio da STZ. Tais autores
atribuiram a proteintria transitoria & agfo toxica deste agente antineopldstico sobre os
rins. Outras elimina¢Oes anormais na urina, foram relatadas sendo que, apenas uma
pequena porcentagem de pacientes apresentaram glicostria, sem tampouco
desenvolverem diabetes clinico, cujo restabelecimento do metabolismo foi total, assim
que cessou a administracfo da droga. Caracterizando as alteragdes como decorrente do
estado diabético € ndo da droga utilizada para obtencio da patologia.

Observou-se, a microscopia de luz, as trés zonas da regifio cortical das glandulas
supra-renais de camundongos, de modo bem definido sendo: glomerulosa, a zona mais
proxima da periferia da gléndula; reticular, aquela préxima a regifio medular; e
fasciculada, a zona intermedidria. Tais regides foram descritas por Deane (1962), a
qual difundiu-se mundialmente. Mais recentemente, Motta et al. (1979, 1984) e
Nussdorffer (1986) apresentaram descricdes da ultra-estrutura dessas regides com o
auxilio da microscopia eletronica de transmiss3o.

Utilizando as microscopias de luz e eletronica, nossos estudos ndo apontaram
alteragdes histologicas significativas nas células das glandulas supra-renais, dos
animais diabéticos pela STZ, resultados semelhantes aos descritos por Arimura et al.
(1967). Em contraste, diversas glandulas e 6rgéos, tais como: cérebro, pancreas, rins e
glandulas submandibulares, apresentaram alteracGes ultra-estruturais significativas,
conforme relatos de pesquisadores, considerando o diabetes espontineo e experimental,
induzido por STZ e aloxana (Rossini et al., 1977; Carson, 1979; Bestetti & Rossi,
1980; Hanker et al., 1980; Hilton et al., 1981; Mordes & Rossini, 1981; Camargo,
1984 e Ziv & Shafrir, 1997)

Conforme Kataoka et al. (1996), a renovacdo total das células do cortex das
glandulas supra-renais ocorre em aproximadamente 240 dias, este fato pode ser em
parte, responsavel pela nfo alteragdo observada, sendo que estes aspectos merecem

estudos adicionais.
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Steger & Rabe (1997) sugeriram que houve intensificacfio, por causa do estado
diabético, do funcionamento do cértex da supra-renal, sendo isto devido as alteracdes
das respostas de realimentacdo de glicocorticoides, na presenca de exercicios e de
estresse.

Contudo, ¢ importante ressaltar em nossos estudos, um hiperadrenocorticalismo
(aumento do cortex da supra-renal) também relatado por Devercerski et al. (1963),
Ratsimamanga et al. (1969), Kraus (1973), De Nicola et al. (1976,1977), Appel et al.
(1979) e Rebuffat et al. (1988). Essa reacdo provavelmente foi causada pelo aumento
significativo da zona fasciculada (p<0,05). Os resultados obtidos na morfometria
sugeriram um possivel acréscimo no ntmero de células dessa zona. O aumento das
glandulas supra-renais foram também descritos em estudos com ratos obesos (ob/ob)
(Hausberger & Hausberger, 1960 € Shimomura et al., 1987).

Nas zonas glomerulosa e reticular, os resultados morfométricos sugeriram
alteragdes, mas ndo significativas (p>0,03), nas dimensdes e no namero das células.

Um ligeiro aumento da regifo medular foi observado, porém os dados
morfométricos mostraram que tal acréscimo n#o era significativo. Também ndo se
observou alteragdes nos niveis histologicos e ultra-estruturais desta regifio. Esses
resultados corroboram os relatos de Jean et al. (1994), tendo em vista que tal acréscimo
possivelmente esteja relacionado a uma super atividade dessa regifio da supra-renal.

Com relagdo aos testiculos, & microscopia de luz, observou-se uma possivel
diminuicdo das células germinativas de alguns tibulos seminiferos em animais
diabéticos por STZ, o que esta de acordo com Oksanen (1975) e Rossi & Aeschlimann
(1982). Contudo na microscopia eletronica de transmissdo, ndo foi observado
alteragdes relevantes na estrutura das células.

As células de Sertoli, através das microscopia de luz e eletronica, apresentaram-
se adjacentes a membrana da regifio basal dos tubulos seminiferos, com nucleos

predominantemente piramidais e nucléolo proeminente, sem alteracdes evidentes, tanto
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nos - animais diabéticos como nos controles. Esses resultados foram também
observados, em outros roedores, por Steinberger (1960).

As células de Leydig dos camundongos diabéticos, observadas através da
microscopia de luz e eletrénica de transmissdo, apresentaram nicleos com formas
irregulares, cromatina dispersa e nucléolo na periferia, e citoplasmas com muitas
mitocdndrias e goticulas de lipidios, sendo que alteragdes ultra estruturais, ndo foram
observadas, quando comparados aos animais controles, aspectos também observados
por Kiiln-Velten et al. (1982) e Thliveris et al. (1984). Em contra partida, Orth et al.
(1979) observaram altera¢Ges significativas nas células de Leydig

Os testiculos, ao contrério, sofreram uma reducgo significativa (p<0,01) em suas
dimensdes, o que esta de acordo com os resultados relatados por Oksanen (1975) e
Camargo (1984). A anélise através de testes morfométricos sugeriram que esta
alteracdo, provavelmente provocada pelo estado diabético, estd intimamente
relacionada com a diminui¢do dos didmetros médios dos tibulos seminiferos, visto
que, as células de Leydig ndo foram quantificadas, relatos semelhantes aos encontrados
por Oksanen (1975), Perez et al. (1982) e Zanato et al. (1994).

Na analise estatistica dos resultados obtidos na morfometria, utilizou-se o teste
denominado “t-student”, para médias de varidveis de duas amostras independentes,
considerando uma probabilidade de erro em nivel de 5% (Guedes & Guedes, 1978).

Em resumo, podemos ressaltar que o diabetes induzido por STZ em
camundongos provocou uma diminuic8o significativa no peso corpéreo e um aumento
da proteinuria, fato estes j& relatados na literatura. A diminuiciio dos testiculos foi
significativa, sendo que houve uma reducfo no didmetro dos tiibulos seminiferos,
enquanto que a glandula supra-renal apresentou-se aumentada significativamente,
sendo confirmada através da morfometria, o aumento da zona fasciculada.
Morfologicamente ndo observou-se alteragdes significativas nas glandulas estudadas.
Podendo portanto inferir que o aumento do cértex das glandulas supra-renais esta de

acordo com a quantidade de esterdides sintetizados, devido a proximidade das origens
76



embriologicas entre essas glandulas e as gonadas. Pequenas quantidades de horménios
sexuais secretados pela glindula supra-renal suplementam os horménios sexuais
gonadais.

Este trabalho poderd ter continuidade, através de estudos considerando um
maior tempo de manutencio do animal no estado diabético, tendo em vista os
resultados de Kataoka et al. (1996) e os nossos resultados; e ainda o fato da literatura
mostrar que em outros Orgdos de camundongos, ocorreram severas alteragdes
morfologicas.

Novos estudos sobre as glandulas supra-renais, testiculos e ovarios, podem ser
realizados considerando o diabetes experimental e espontineo, para camundongos
machos e fémeas, observando-se, um tempo maior do animal sob o estado diabético e
as dosagens hormonais; além de estudos histoquimicos sobre as terminagdes nervosas

das referidas glandulas.
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6 - Conclusdes

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que:

I.

Houve uma significativa diminui¢do no peso corpéreo médio dos animais
diabéticos, quando comparados aos animais que serviram de controle.

O aumento da proteiniria na urina dos animais diabéticos (STZ), foi
significativo.

As glandulas supra-renais dos camundongos diabéticos apresentaram
aumento médio em seu peso e tamanho, ao serem comparadas com aquelas
dos animais controle.

N&o houve alteragdes morfoldgicas relevantes nas 3 zonas do cértex e na
medula das glandulas ‘supra-renais, em nivel de microscopia de luz e
eletronica de transmiss&o.

Morfologicamente o cortex total das glandulas supra-renais, revelou um
aumento significativo, mas somente na zona fasciculada é que esse aumento
foi significativo.

A analise morfométrica e estatistica sugeriu um aumento significativo do
namero das células da zona fasciculada.

Os testiculos dos animais diabéticos pela STZ apresentaram uma diminuicio

significativa em seus tamanhos e pesos, reacdo oposta aquela observada nas

glandulas supra-renais.
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. Morfologicamente nfo houve alteracbes relevantes nos tibulos seminiferos e
nas células de Leydig, em nivel histolégico e ultra-estrutural.
. Os estudos morfométricos nos testiculos mostraram que houve uma redugio

significativa no didmetro dos tibulos seminiferos.
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