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Figura 12. Espaco linfatico (ul) do parénquima testicular de ratos Wistar controle e
submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de
pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias pds-choque térmico......

Figura 13. Volume liquido do testiculo (uL) do parénquima testicular de ratos wistar
controle e submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com
diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias pos-
CROQUE TEIMICO. ....eetiiee et
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Figura 21. Diametro tubular (um) de ratos wistar controle e submetidos a choque
térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e
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Figura 24. Producdo espermatica diaria por grama de testiculo (x10°) de ratos wistar
controle e submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com
diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 30 e 60 dias pos-choque
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Figura 25. Producéo espermética diaria por testiculo (x10°) de ratos wistar controle e
submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de
pentoxifilina, e avaliados com 30 e 60 dias pds-choque termico...........cccceevrvruennes

Figura 26. Comprimento Total de Tubulo Seminifero (m) de ratos wistar controle e
submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de
pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias pds-choque térmico
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Figura 27. Dosagem de testosterona plasmética de ratos wistar controle e submetidos a
choque térmico testicular, tratados ou nao com diferentes doses de pentoxifilina,
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Figura 28. Fotomicrografias de testiculos de ratos wistar adultos submetidos a ch.oque
térmico testicular aos 120 dias de idade pré e pos-tratados com pentoxifilina e
grupo controle, ap6s 3 dias do choque tErMICO..........ccccvvviveieeieee e

Figura 28A. Tabulo seminifero do grupo controle submetido a choque térmico com
espermatocitos | em paquiteno com condensacdo de cromatina (picnose; seta
vermelha), espermatides em alongamento degeneradas com edema de citoplasma
em alongamento (seta), células em processo de descamacgdo (cabeca de seta).

Figura 28B. Detalhe tubulo seminifero do grupo controle submetido a choque térmico.
Notar auséncia de células germinativas proximas o lume tubular, espermatécitos
| em paquiteno em paquiteno com condensacdo de cromatina (picnose; seta),
vacuolizacdo no nucleo das células de Sertoli e espessamento da membrana
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Figura 28C. Tubulo seminifero do grupo controle submetido a choque térmico com
celulas sinciciais de espermatides arredondadas (seta) e vacuolizagdo de células
de Sertoli (estrela). Observar reducdo na populagdo de células germinativas e
células germinativas em processo de necrose (seta vermelha).100X......................
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Figura 28D. Detalhe tubulo seminifero do grupo controle submetido a choque térmico
testicular. Observar a reducdo do epitélio germinativo, células gigantes
necroticas (setas), espermatides em alongamento em degeneracdo (seta
vermelha) e edema de cauda de espermatides em alongamento. 200X..................

Figura 28E. Tubulo seminifero do grupo pré e pos-tratado com 50mg/Kg submetido a
choque térmico. Notar tubulos seminifero com células germinativas em necrose
(seta) e tdbulo adjacente com o epitélio germinativo sem alteracdes aparentes
(ESErEl@). LOOX ... e eiee ettt et e e be e re e e e re e

Figura 28F. Tubulo seminifero do grupo pré e pos-tratado com 50mg/Kg submetido a
choque térmico. Notar tubulo seminifero com células sinciciais gigantes de
espermatides arredondadas (seta), degeneracdo de espermatides em alongamento
(estrela) e vacuolizacdo de nucleo de células de Sertoli. 100X..........ccccevvvvivrirannns

Figura 28G. Detalhe de tabulo seminifero do grupo pré e pos-tratado com 50mg/Kg
submetido a choque térmico. Notar célula germinativa em necrose (seta) e
vacuolizacdo de nucleo de células de Sertoli (seta vermelha). Observar tubulo
adjacente com células germinativas normais. 200X..........cccccevveeveerieiieieeieeseennean,

Figura 28H. Detalhe de tabulo seminifero do grupo pré e pos-tratado com 50mg/Kg
submetido a choque térmico. Observar area tracejada em vermelho com células
germinativas em diversos estagios de necrose e célula de Sertoli com
vacuolizagdo nuclear (seta). Notar em tdbulo adjacente mitose de
espermatogonia. 200X .........ccueiiiieie e

Figura 29. Fotomicrografias de testiculos de Ratos wistar adultos submetidos a choque
térmico testicular aos 120 dias de idade tratados com pentoxifilina e grupo
controle, ap6s 3 dias do choque térmico.72

Figura 29A. Tabulo seminifero do grupo controle submetido a choque térmico com
espermatdcitos | em paquiteno com condensacdo de cromatina (picnose; seta
vermelha), espermatides em alongamento degeneradas com edema de citoplasma
em alongamento (seta), células em processo de descamacdo (cabeca de seta).

Figura 29B. Detalhe tubulo seminifero do grupo controle submetido a choque térmico.
Notar auséncia de células germinativas proximas o lume tubular, espermatécitos
| em paquiteno em paquiteno com condensacdo de cromatina (picnose; seta),
vacuoliza¢do no nudcleo das células de Sertoli e espessamento da membrana
DASAL 2002X...... ettt e res

Figura 29C. Tubulo seminifero do grupo controle submetido a choque térmico com
células sinciciais de espermatides arredondadas (seta) e vacuolizacdo de células
de Sertoli (estrela). Observar redugdo na populagdo de células germinativas e
celulas germinativas em processo de necrose (seta vermelha). 100X..............c......

Figura 29D - Detalhe tubulo seminifero do grupo controle submetido a choque térmico
testicular. Observar a reducdo do epitélio germinativo, células gigantes
necroticas (setas), espermatides em alongamento em degeneracdo (seta
vermelha) e edema de cauda de espermatides em alongamento. 200X...................
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Figura 29E — Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico do grupo pré
e pés-tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Observar tubulos seminiferos no
estagio VII do ciclo do epitélio seminifero preservado. Aumento 100X................

Figura 29F — Parénquima testicular de ratos a choque térmico do grupo pré e pos-
tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Notar epitélio germinativo com
associacdo celular incompleta caracterizada pela auséncia de espermatécitos |
em paquiteno (estrela) e &reas de tdbulos seminiferos com associagdes celulares
preservadas. Intertibulo preservado com células de Leydig (seta) e espaco
linfatico (estrela azul). AUMENLO 200X........ccciiiiiererierierese e

Figura 30. Fotomicrografias de testiculos de Ratos wistar adultos submetidos & choque
térmico testicular aos 120 dias de idade tratados com pentoxifilina e grupo
controle, apds 7 dias do choque tErMICO........c.coveieiriric e

Figura 30A — Parénquima testicular de ratos do grupo controle submetido a choque
térmico. Observar condensacdo de cromatina tipica de picnose necrotica de
espermatdcitos I (seta), epitélio germinativo com reducdo celular e espermatides
em alongamento degeneradas (seta vermelha). Aumento 100X............ccccceveeveenenn,

Figura 30B — Parénquima testicular de ratos do grupo controle submetido a choque
térmico. Notar que algumas espermatides em alongamento foram observadas
ligadas aos prolongamentos das células de Sertoli, porém apresentavam
avancado grau de degeneracdo (seta). Espermatécitos | em apoptose (seta
vermelha). AUMENt0 100X.........cccvoiiiiieieeie e

Figura 30C — Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico, pré e pds-
tratado com pentoxifilina (50mg/kg). Observar formacdo de sincicio de
espermatides arredondadas (seta) e esperméatides em alongamento em processo
de necrose (seta vermelha). Aumento de 200X..........cccccvvevieiieiiene s

Figura 30D — Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico, pré e pds-
tratado com do grupo pentoxifilina (50mg/kg). Notar alteracbes do epitélio
germinativo compativeis com o processo de degeneracdo testicular, como
descamacéo celular (estrela). Em contraponto ha tabulos seminiferos adjacentes
com epitélio seminifero preservado (estrela vermelha). Aumento de 200X...........

Figura 30E — Parénguima testicular de ratos submetidos a choque térmico, pré e pds-
tratado com pentoxifilina (50mg/kg). Observar a presenca do estagio VII do
ciclo do epitélio germinativo. AUMento 100X.........cccccvvevieiieie e

Figura 30F — Parénquima testicular de ratos do grupo submetidos a choque térmico, pré
e pos-tratado com pentoxifilina (50mg/kg). Notar tabulo seminifero com células
de descamacao no lume (linha tracejada) e células necroticas (seta vermelha) do
compartimento basal do epitélio germinativo. Aumento 200X...........cccccvevvervvennnnn.

Figura 31. Fotomicrografias de testiculos de ratos wistar adultos submetidos a choque
térmico testicular aos 120 dias de idade tratados com pentoxifilina e grupo
controle, apos 7 dias do ChOQUE TEIMICO.........cccvviiriieieieeese e
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Figura 31A — Parénquima testicular de ratos do grupo controle submetido a choque
térmico. Observar apoptose de espermatocitos | (seta), epitélio germinativo com
reducdo celular e esperméatides em alongamento degeneradas (seta vermelha).
AUMENTO 100X, ettt st sb e e bb et e e snn e e naeesnnas

Figura 31B — Parénquima testicular de ratos do grupo controle submetido a choque
térmico. Notar que algumas espermatides em alongamento foram observadas
ligadas aos prolongamentos das células de Sertoli, porém apresentavam
avancado grau de degeneracdo (seta). Espermatocitos | em apoptose (seta
vermelha). AUMENTO L00X........ccoiiieiiiieiie e

Figura 31C — Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico, pré e pds-
tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Tuabulos seminiferos (TS) com
associagOes celulares normais. Tubulo seminifero com epitélio germinativo
baixo (estrela). AUMEeNto de 100X.........cceiieieiiieie e

Figura 31D — Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico, pré e pds-
tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Detalhe de tdbulos seminiferos com
associagdes celulares normais. Notar células descamadas no lume tubular (seta).
Intertdbulo (IT). AUMENLO de 200X ..o s

Figura 31E — Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico, pré e pds-
tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Notar tabulos seminiferos com
associacOes celulares do epitélio germinativo incompleta e células apoptéticas
no compartimento basal (seta). Intertibulo (IT). Aumento 200X...........ccccceeveennene.

Figura 31F — Detalhe de tdbulo seminifero de ratos submetidos a choque térmico, pré e
pos-tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Notar associacdo celular incompleta
do epitélio germinativo e espermatdcitos | em paquiteno em processo apoptético.
AUMENTO 400X, ...ttt sb et esne e

Figura 32. Fotomicrografias de testiculos de ratos wistar adultos submetidos a choque
térmico testicular aos 120 dias de idade tratados com pentoxifilina e grupo
controle, ap6s 15 dias do ChOQUE tEMMIICO. .......c.ccviiviiieiiee e

Figura 32A — Parénquima testicular de ratos do grupo controle submetido a choque
térmico. Observar condensacdo de cromatina tipica de picnose necrética de
espermatocitos | (seta vermelha), espessamento de membrana basal (seta). Notar
descamacéo do epitélio germinativo (seta azul). Aumento 200X...........cccceeevernenenn

Figura 32B — Detalhe de tabulo seminifero de rato do grupo controle submetido a
choque térmico. Notar que algumas espermatides em alongamento foram
observadas ligadas aos prolongamentos das celulas de Sertoli, porém
apresentavam avancado grau de degeneracdo e descamacédo (seta vermelha).
Notar espessamento de membrana basal (seta) e espermatdcitos | em paquiteno
em picnose necrética (seta azul). AUMENto 400X........ccccoiiveieerecie e,
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Figura 32C — Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico do grupo pré
e poés-tratado com pentoxifilina (50mg/kg). Observar a presenca de tubulos
seminiferos (TS) nos mais variados estagios dos ciclos do epitélio germinativo.
AUMENTO 08 100X ... ittt sttt e st et esreeteaneesneeneas

Figura 32D — Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico do grupo pré
e pos-tratado com pentoxifilina (50mg/kg). Notar alteracdes do epitélio
germinativo (EG) baixo devido a descamacao de células germinativas. Aumento
0[O ) S SEPSTR

Figura 33. Fotomicrografias de testiculos de ratos wistar adultos submetidos a choque
térmico testicular aos 120 dias de idade tratados com pentoxifilina e grupo
controle, apos 15 dias do ChOQUE tEMMICO. .......cuciveivecieceeie e

Figura 33A - Parénquima testicular de ratos do grupo controle submetido a choque
térmico. Observar condensacdo de cromatina tipica de picnose necrética de
espermatocitos | (seta vermelha), espessamento de membrana basal (seta). Notar
descamacéo do epitélio germinativo (seta azul). Aumento 200X...........ccccvevvenenen.

Figura 33B — Detalhe de tubulo seminifero de rato do grupo controle submetido a
choque térmico. Notar que algumas espermatides em alongamento foram
observadas ligadas aos prolongamentos das células de Sertoli, porém
apresentavam avancado grau de degeneracdo e descamacdo (seta vermelha).
Notar espessamento de membrana basal (seta) e espermatdcitos | em paquiteno
em picnose necratica (seta azul). AUMeNto 400X........ccccveveieereiie e,

Figura 33C — Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico do grupo pré
e pos-tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Observar a presenca de tubulos
seminiferos nos mais variados estagios dos ciclos do epitélio germinativo.
AUMENTO A8 100X ... .. ittt sttt sttt et e besbesbesnenreas

Figura 33D — Detalhe de tabulo seminifero no estagio VII de ratos submetidos a
choque térmico do grupo pré e pds-tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Notar
associacdes do epitélio germinativo tipicas do estagio VII. Aumento de 200X. 79

Figura 34. Fotomicrografias de testiculos de ratos wistar adultos submetidos a choque
térmico testicular aos 120 dias de idade tratados com pentoxifilina e grupo
controle, ap6s 30 dias do ChOQUE tEMMIICO. .......ccciveeveiieieeiece e

Figura 34A — Detalhe de tubulo seminifero no estagio VII de rato do grupo controle
submetido a choque termico. Observar a recuperacdo do processo
espermatogénico nos animais controles com presenca de tibulos seminiferos
com associacdes celulares tipicas. AUMENTO 200X........ccciveieereiivereeieeseeseeee e

Figura 34B — Detalhe de tabulo seminifero no estagio VII de rato do grupo controle
submetido a choque térmico Notar a presenca de células descamadas no lume
dos tubulos seminiferos (seta). AUMENto 400X..........cooiriririnienieiene e
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Figura 34C — Parénquima testicular de rato submetido a choque térmico testicular, pré
e pos-tratado do grupo pentoxifilina (50mg/kg). Observar a presenca de tubulos
seminiferos nos mais variados estagios dos ciclos do epitélio germinativo.
AUMENTO 08 100X ... ittt e st sre e sreenbeeneenneenes

Figura 34D — Detalhe de tubulo seminifero no estagio VII de rato submetido a choque
térmico testicular, pré e pos-tratado (50mg/kg). Notar a presenca de tubulos
seminiferos preservados em contraponto a tabulos com a espessura delgada do
epitélio germinativo e contendo apenas espermatogobnias. Prolongamentos de
celulas de Sertoli em direcéo ao lume tubular (seta). Aumento de 400X................

Figura 35. Fotomicrografias de testiculos de ratos wistar adultos submetidos a choque
térmico testicular aos 120 dias de idade tratados com pentoxifilina e grupo
controle, apds 30 dias do ChoquEe tEIMICO.........ccceviiieriiiie e

Figura 35A — Detalhe de tabulo seminifero no estagio VII de rato do grupo controle
submetido a choque térmico. Observar a recuperacdo do processo
espermatogénico nos animais controles com presenca de tibulos seminiferos
com associacdes celulares tipicas. AUmMeNto 200X.........ccccveveiieieeresie e

Figura 35B — Detalhe de tabulo seminifero no estagio VII de rato do grupo controle
submetido a choque térmico Notar a presenca de células descamadas no lume
dos tabulos seminiferos (seta). AUMEeNto 400X..........ccccoveiiiiieieeie e

Figura 35C — Detalhe de tabulo seminifero no estagio VII de rato submetido a choque
térmico testicular, pré e pds-tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Observar a
presenca de tubulo seminifero em desenvolvimento normal apresentando tabulo
no estagio VIII do ciclo do epitélio germinativo. Aumento de 200X............c.........

Figura 35D — Detalhe de tabulos seminiferos de rato submetido a choque térmico
testicular, pré e pds-tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Notar a presenca de
tibulos seminiferos preservados em contraponto a tubulos com epitélio
germinativo contendo associacdo celular incompleta (TS) e algumas células
apoptoticas (seta). AUMENto de 100X.........cccveieiieiiiie e

Figura 36. Fotomicrografias de testiculos de ratos wistar adultos apds 60 dias do
CROQUE TEIMICO. ....vteiiie ettt

Figura 36A — Observar tabulo seminifero sem células germinativas no epitélio tubular
(estrela) ou com poucas células germinativas no epitélio e células descamadas no
TUME TUDUIAE (SELA). ... e

Figura 36B —. Detalhe de tubulo seminifero com afrouxamento do epitélio seminiferos,
presenca de células descamadas e vacuolos nas células de Sertoli.............cccceeee..

Figura 36C — Detalhe de tubulo seminifero entre os estagios V-1V com presenca de
células sinciciais multinucleadas (seta) oriundas de espermatides arredondadas.
Notar auséncia de células germinativas no epitélio seminifero.............ccccceeveennnne.
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Figura 36D - Detalhe de célula sincicial com 3 ndcleos, oriunda da fusdo de
espermatides arredondadas (seta), presa ao prolongamento de célula de Sertoli.
Notar espessamento da tdnica propria do tabulo seminifero (cabeca de seta)........

Figura 36E - Parénquima testicular de rato submetido a choque térmico. Observar a
presenca de tdbulo seminifero em desenvolvimento normal apresentando tubulo
no estagio VIII do ciclo do epitélio germinativo............cccccevveieeiiicinseere e

Figura 36F - Detalhe do tubulo seminifero no estagio VII do ciclo do epitélio
germinativo. Notar a presenca de vacutolos intracitoplasmaticos em células de
Sertoli (seta) e células germinativas (cabeca de Seta)..........cccevveververieiieerieseenens

Figura 37. - Fotomicrografias de testiculos de ratos wistar adultos submetidos a choque
térmico testicular aos 150 dias de idade tratados com pentoxifilina e grupo
controle, ap6s 60 dias do ChOQUE tEMMICO. .......cccveevicie e

Figura 37A - Observar tubulo seminifero no estagio VIII de rato do grupo controle.
Notar presenca de tbulos seminiferos com associagdes celulares tipicas..............

Figura 37B - Tubulos seminiferos nos estagios VIl e IX de rato do grupo controle
Notar a presenca de células de Leydig (seta) e espaco linfatico (LS) no
intersticio dos tubulos SeMINIfEros (SEta)..........cevvrvrerereirerieise e

Figura 37C - Parénquima testicular de rato submetido a choque térmico pré e pés-
tratado com 50mg/Kg de pentoxifilina. Notar tabulo seminifero no estagio IlI.
Observar a presenca de tdbulo seminifero em desenvolvimento normal
apresentando tabulo no estagio VI1II do ciclo do epitélio germinativo....................

Figura 37D - Detalhe de tubulos seminiferos de rato no estagio VIl do ciclo do epitélio
seminiferos submetido a choque térmico testicular, pré e pds-tratado com
pentoxifilina (50mg/kg). Notar a presenca de espermatozdides (cabeca de seta)
na margem luminal do tabulo seminifero e células descamadas no lume tubular

Figura 37E - Parénquima testicular de rato submetido a choque térmico pré e pds-
tratado com 100mg/Kg de pentoxifilina. Notar tubulo seminifero no estagio IlI.
Observar a presenca de tubulo seminifero em desenvolvimento normal
apresentando tabulo no estagio VIII do ciclo do epitélio germinativo....................

Figura 37F - Parénquima testicular de rato submetido a choque térmico pré e pds-
tratado com 100mg/Kg de pentoxifilina. Notar tubulo seminifero no estagio llI.
Observar a presenca de tdbulo seminifero em desenvolvimento normal
apresentando tubulo no estagio VIII do ciclo do epitélio germinativo....................

98

98

98

100

100

100

100

100

100



Figura 38. Fotomicrografia optica de testiculo de ratos Wistar adultos submetidos a
choque térmico testicular e analisados apis 24 horas...........cccceevvrereincieneennen,

Figura 38a. Tubulo seminifero de rato wistar controle em corte transversal. Notar
apoptose de células germinativas na base do tubulo préximo a tdnica propria
(setas). Observar no centro do tubulo a presenga de células germinativas
descamadas (CIrculo). 400X.......cciiiiiiiere e

Figura 38b. Tabulo seminifero de rato wistar em corte transversal submetido ao choque
térmico testicular (HS). Notar apoptose de células germinativas na base do
tubulo proximo a tdnica propria (setas). Observar no centro do tubulo a presenca
de células germinativas descamadas (circulo). 400X...........ccccevvveveiennnn,

Figura 38c. Tubulo seminifero de rato wistar em corte transversal pré-tratado com
pentoxifilina (50mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular (HS). Notar
apoptose de células germinativas na base do tdbulo proximo a tGnica propria
(setas). Observar no centro do tObulo a presenca de células germinativas
descamadas (CIrcul0). 400X.......cuiiieieiieieiee e

Figura 38d. Tubulo seminifero de rato wistar em corte transversal pré-tratado com
pentoxifilina (100mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular. Notar
apoptose de células germinativas na base do tubulo préximo a tanica propria
(setas). Observar no centro do tubulo a presenca de cauda de espermatides
alongadas no estagio VI ciclo do epitélio seminifero (circulo). 400X...................

Figura 39. Fotomicrografia Optica de testiculo de ratos Wistar adultos submetidos a
choque térmico testicular e analisados ap6s 3 dias.

Figura 39a. Tdbulo seminifero de rato wistar controle em corte transversal. Notar
auséncia de células em apoptose no tubulo seminifero (TS). Observar no lume
do tubulo a presenca de cauda de espermatozéides no estadgio VII do ciclo do
epitélio SeMINITEro. 400X.......ccioiiiiece et

Figura 39b. Tabulo seminifero de rato wistar em corte transversal submetido ao choque
térmico testicular (HS). Notar apoptose de células germinativas na base do
tibulo proximo a tunica propria (setas). Observar no centro do tabulo seminifero
auséncia de células germinativas descamadas. 400X...........ccccvevverereresieiesesnennns

Figura 39c. Tubulo seminifero de rato wistar em corte transversal pré e pds-tratado com
pentoxifilina (50mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular (HS). Notar
apoptose de células germinativas na base do tubulo préximo a tunica prépria
(setas longas). Observar no centro do tabulo a presenca de células germinativas
descamadas em apoptose (seta curta). 400X.......c.ccoververerieerenieseereee e

Figura 39d. Tubulo seminifero de rato wistar em corte transversal pré e pos-tratado
com pentoxifilina (100mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular. Notar
apoptose de células germinativas na base do tubulo préximo a tunica prépria
(setas). Observar no centro do tubulo seminifero obliterado pela presenca de
cauda de espermatides alongadas ligadas a porcdo apical das células de Sertoli.
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Figura 40. Fotomicrografia optica de testiculo de ratos wistar adultos submetidos a
choque térmico testicular e analisados apis 7 dias..........ccccerereririenennieneneesee,

Figura 40a. Tdbulo seminifero de rato wistar em corte transversal controle. Notar
células em apoptose (seta) no tabulo seminifero (TS). Observar no lume do
tibulo a presenca de cauda de espermatozdides cuja cabeca esta inserida no
apice das células de Sertoli. 400X.........ccoeiieiiiieeiiee e

Figura 40b. Tdbulo seminifero de rato wistar em corte transversal submetido ao choque
térmico testicular (HS). Notar apoptose de células germinativas na base do
tibulo proximo a tunica propria (setas). Observar no centro do tabulo seminifero
presenca de células germinativas descamadas (estrela). 400X.........ccccocvvvrviienne.

Figura 40c. Tubulo seminifero de rato wistar em corte transversal pré e pés-tratado com
pentoxifilina (50mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular (HS). Notar
apoptose de células germinativas na base do tubulo préximo a tanica propria
(setas). Observar no centro do tdbulo a presenca de células germinativas
descamadas. XA00.........couiiiuerieieiie e see ettt sre e

Figura 40d. Tabulo seminifero de rato wistar em corte transversal pré e pos-tratado
com pentoxifilina (100mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular. Notar
apoptose de células germinativas na base do tubulo préximo a tanica propria
(setas). Observar tubulo seminifero com limen bem definido presenca de cauda
de espermatides alongadas ligadas a por¢éo apical das células de Sertoli. 400X...

Figura 41. Fotomicrografia Optica de testiculo de ratos wistar adultos submetidos a
choque térmico testicular e analisados apis 15 dias.........cccceeerererereneienereieseenn

Figura 4la. Tdbulo seminifero de rato wistar controle em corte transversal. Notar
células em apoptose (seta) no tabulo seminifero (TS). Observar no lume do
tibulo a presenca de cauda de espermatozdides cuja cabeca esta inserida no
apice das células de Sertoli. 400X..........coeiveiiiiieieeie e

Figura 41b. Tdbulo seminifero de rato wistar em corte transversal submetido ao choque
térmico testicular (HS). Notar apoptose de células germinativas na base do
tibulo proximo a tunica propria (setas). Observar tabulo seminifero (TS) com
limen bem definido e rarefacdo de células germinativas devido descamacdo
Prévia (EStrela). 400X ... .o it

Figura 41c. Tubulo seminifero de rato wistar em corte transversal pré e pds-tratado com
pentoxifilina (50mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular (HS). Notar
apoptose de células germinativas na base do tabulo préximo a tunica prépria
(setas). Observar tubulo seminifero com rarefacdo de células germinativas
devido a descamacao prévia (TSD).400X........ccccevererenenienienieerennens

Figura 41d. Tubulo seminifero de rato wistar em corte transversal pré e pos-tratado
com pentoxifilina (100mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular. Notar
auséncia de apoptose de células germinativas no epitélio germinativo. Observar
tabulo seminifero (TS) com lumen bem definido. 400X........cccccceviveveiiieneeresnenn
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Figura 42. Fotomicrografia optica de testiculo de ratos wistar adultos submetidos a
choque térmico testicular e analisados apis 30 dias.........ccccrererirereieienereienee

Figura 42a. Tdbulo seminifero de rato wistar em corte transversal controle. Notar
células em apoptose (seta) no tdubulo seminifero (TS) e corpos residuais na
margem luminal (cabeca de seta). Notar tibulo seminifero (TS) a presenca de
cauda de espermatozodides cuja cabeca esta inserida no apice das células de
LT (0] T 00 ) SRR PPRTRIN

Figura 42b. Tabulo seminifero de rato wistar em corte longitudinal submetido ao
choque térmico testicular (HS). Notar apoptose de células germinativas na base
do tubulo préximo a tanica prépria (setas). Observar tabulo seminifero (TS) com
Ilimen bem definido e rarefacdo de células germinativas devido descamacéo
Prévia (ESLrela). 400X .. ..ottt

Figura 42c. Tubulo seminifero de rato wistar em corte transversal pré e pds-tratado com
pentoxifilina (50mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular (HS). Notar
apoptose de células germinativas na base do tubulo préximo a tanica propria
(SELAS). A00X... . e eieeeecteee ettt e e e et et e e e nreenennnenreere s

Figura 42d. Tubulo seminifero de rato wistar em corte transversal pré e pos-tratado
com pentoxifilina (100mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular. Notar
apoptose de células no epitélio germinativo. Notar tabulo seminifero (TS) a
presenca de cauda de espermatozdides cuja cabeca esta inserida no apice das
celulas de Sertoli. 400X........coi i

Figura 43. Fotomicrografia Optica de testiculo de ratos wistar adultos submetidos a
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RESUMO
O calor aplicado diretamente sobre o testiculo tem fornecido novas informagdes sobre os
mecanismos desencadeadores dos danos a espermatogénese. A pentoxifilina é uma
metilxantina com propriedades antioxidante, antiinflamatoria e antiapoptotica com diversas
utilidades na area clinica. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade
inibidora da pentoxifilina sobre as agdes deletérias produzidas pelo calor no parénquima
testicular e capacidade em acelerar a recuperacdo do processo espermatogénico. Foram
utilizados 72 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus, var. albinus) divididos em grupo
controle, choque térmico, choque térmico tratado com 50mg/Kg e 100mg/Kg de
pentoxifilina, submetidos ao estresse térmico testicular e avaliados nos dias 1, 3, 7, 15, 30 e
60 quanto as alteracdes histopatoldgicas e histomorfométricas dos testiculos bem como, aos
niveis séricos de testosterona. Neste trabalho, os diferentes protocolos experimentais nao
produziram alteracdes no peso do epididimo, da préstata e glandula seminal. Contudo, foi
constatada tendéncia a reducdo de peso testicular, do volume total de tubulos seminiferos,
diametro tubular e altura de epitélio seminifero nos animais que sofreram choque térmico. O
volume de células de Leydig reduziu nos animais submetidos ao estresse térmico, porém isto
ndo influenciou os niveis de testosterona. Utilizando-se azul do Nilo para marcacao de células
apoptdticas foi constatada reducdo deste tipo de morte celular no grupo HS+100mg/Kg de
PTX em relacdo ao grupo HS aos 30 dias e, 60 dias no grupo choque térmico + 50mg/Kg
comparado com o grupo choque térmico. Os achados histopatolégicos nos tempos 3, 7 e 15
p6s-choque térmico sdo compativeis com o quadro de degeneracdo testicular. Neste periodo
0s animais tratados com pentoxifilina as lesdes ocorreram em menor escala e alguns estagios
do ciclo do epitélio seminiferos foram bem caracterizados. No periodo compreendido entre 30
e 60 dias apés o choque térmico, podemos constatar que os animais ndo tratados com
pentoxifilina possuiam tubulos seminiferos com células que perderam sua coesdo em seu
lume, afrouxamento do epitélio germinativo e vacuolos nas células de Sertoli, apesar de ter
sido observada recuperacdo parcial do processo espermatogénico. Os animais tratados com
pentoxifilina na dose de 50 ou 100mg/Kg, neste periodo, 0 processo espermatogénico possuia
todos os estagios do ciclo do epitélio seminifero. Portanto, de acordo com os resultados a
pentoxifilina exerceu papel inibidor dos mecanismos pré-inflamatorios ou pré-apoptoticos
desencadeados pelo choque térmico aplicado diretamente nos testiculos, aléem de acelerar o

processo de recuperagdo da espermatogénese.

Palavras chave: Choque térmico, testiculo, pentoxifilina, espermatogénese, ratos Wistar.



ABSTRACT

The directly heat applied on the testis has given new information about the mechanisms
triggers of spermatogenesis damages. Pentoxifylline (PTX) is a methylxanthine with
antioxidants, anti-inflammatory and anti-apoptotic properties and beside this with a lot of
utilities in clinical area.

The present work had an objective to evaluate the inhibitory capacity of pentoxifylline on
deleterious actions, produced by heat in the testicular parenchyma and its capacity to
accelerate the spermatogenesis recovery process. Seventy two male Wistar rats (Rattus
norvegicus, var. albinus) were used and divided in control group, heat shock (HS), HS treated
with 50mg/Kg of PTX and HS treated with 100mg/Kg of PTX. All animal were submitted to
testicular heat shock, excepted the control group and evaluated on 1, 3, 7, 15, 30 and 60 days
according to histopathological and histometrical alterations as well as serum levels of
testosterone. In this experiment, the different protocols did not produced alteration in the
epididymis, prostate and seminal gland weight. However, it was observed a reduction
tendency of testicular weight, seminiferous tubule volume, tubular diameter and epithelium
height in the animals that suffered heat shock. The Leydig cell volume was reduced in
animals submitted to stress thermic, but this fact did not influence the testosterone levels.
Utilizing Nile's blue to stain apoptotic cells was noted a reduction in this kind of cell's death
in group HS+100mg/Kg of PTX in relation with HS group on 30™ days. In the same way was
observed reduction on apoptotic cells in the HS+50mg/Kg group, when compared with HS on
60" days. The histopathological found on 3", 7" and 15" day post-heat shock are compatible
with testis degeneration picture. On these periods, in the animals treated with pentoxifylline,
the lesions were minor scale and some stages of seminiferous epithelium cycle were well
characterized. In the period between 30 e 60 days after heat shock, we can observe that
animals not treated with PTX showed seminiferous tubule with desquamated cells in the
lumen, germ epithelium loosening and vacuoles of Sertoli cell. Although, it had been
observed partial recovery of spermatogenesis. The animals treated with pentoxifylline with 50
or 100mg/Kg during this period, the spermatogenesis had all stages of seminiferous
epithelium cycle. Thus, according to results, PTX seems to have exercised inhibitor role on
pro-inflammatory and apoptotic mechanisms, triggered by directly heat shock applied on

testis, and for accelerating the of spermatogenic process recovery.

Key words: Heat shock, testis, pentoxifylline, spermatogenesis, Wistar rats.
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1. Introducéo

Os testiculos sdo componentes vitais a reproducédo e por consequéncia a perpetuacao
das espécies. A espermatogénese é um processo extremamente complexo, dependente de
mecanismos que compreendem o cddigo genético das células germinativas e uma rede de
comunicacdo entre estas células germinativas e as células somaticas que estdo presentes no
testiculo (VERHOEVEN et al., 2007). Esse processo é regulado por uma complexa e
interligada rede de interacdo enddcrina, pardcrina e autdcrina entre diversos tipos celulares
(ROSER, 2008). O controle do processo espermatogénico é realizado pela a¢do conjunta de
horménios gonadotréficos, testosterona e diversos fatores de sinalizagdo intratesticular.
Entretanto, o FSH (Hormonio Foliculo Estimulante) e a testosterona assumem o papel
principal na regulacéo deste processo, através da acdo sobre receptores presentes nas células
de Sertoli (SHARPE, 1994; GRISWOLD, 1998; SKINNER, 2005; WALKER e CHENG,
2005).

Além dos fatores hormonais que estimulam e modulam a espermatogénese, se faz
necessario, particularmente para o testiculo com localizagdo extra-abdominal, o controle
delicado da temperatura entre 2 e 6°C abaixo da temperatura corporal (KASTELIC et al.,
1995, WAITES e SETCHELL, 1990). A termorregulacdo testiculo-escrotal € um fenémeno
intrincado onde numerosos mecanismos locais desempenham papel fundamental. O cone
vascular, formado pelas veias do plexo pampiniforme circundando a artéria testicular, permite
a troca contracorrente de calor, a regulacdo do fluxo sangiiineo e a perda de calor por
irradiacdo (BARTH, 1993).

O escroto penduloso aumenta a area de superficie que facilita a exposicdo do cone
vascular ao meio ambiente e permite que os testiculos fiquem distantes do corpo do animal
(BLANCHARD et al.,1992).

A pele escrotal é fina, pobre em gordura subcutanea e relativamente sem pélos;
contam ainda com os sistemas sangliineo e linfatico bem desenvolvidos, facilitando a perda
térmica por irradiagdo e evaporacdo. A sudorese é uma perda de calor importante dada pelo
escroto, gracgas a grande quantidade de glandulas sudoriparas presentes. O musculo cremaster
e a tunica Dartos, cuja acdo é comandada por nervos simpaticos lombares, relaxam e
contraem, afastando ou aproximando os testiculos da area inguino-abdominal, posicionando-
0S em resposta a temperatura do meio ambiente, o que facilita a preservacao do gradiente de
temperatura abdomino-testicular (KASTELIC e COULTER, 1993).



Os tecidos s@o susceptiveis a danos pelo calor. No entanto, os testiculos sdo incomuns
uma vez que, eles sdo danificados pela exposicdo de temperaturas normalmente encontradas
dentro do abddmen, embora eles se originem dentro da cavidade abdominal e em alguns
mamiferos e a migracdo para o escroto s6 ocorra durante o desenvolvimento fetal ou neonatal
(SETCHELL, 1998).

A temperatura é um dos importantes fatores ambientais que interfere na reproducao.
Temperaturas corporais elevadas, durante periodos de alta temperatura ambiente ou pirexia
por doencas, levam a degeneracao testicular e reduzem a porcentagem de espermatozéides
normais e férteis na ejaculacio (JAINUDEEN e HAFEZ, 1995). E o fator de maior
importancia na espermatogénese dos machos de qualquer espécie e, quando muito elevada (da
ordem de 34,5°C), é prejudicial tanto as etapas de formacdo dos espermatozéides como
aqueles elementos ja formados e em transito pelo epididimo (MIES FILHO, 1975). Elevada
temperatura testicular resultante de incompleta deiscéncia dos testiculos (criptorquidismo),
alta temperatura ambiental ou inflamagéo s&o prejudiciais para a espermatogénese em todos
os mamiferos (FOOTE, 1978). Hansen (1999), Huang et al., (2000). Foote (1978).

O efeito marcante da exposi¢do aguda ou crénica do testiculo ao calor € a diminuicéo
da sua massa, o0 perimetro escrotal e a motilidade espermaética. 1sso ocorre em ratos no periodo
entre 1 a 2 dias ap6s uma Unica exposic¢ao do testiculo a uma temperatura de 41°C por 60
minutos ou 43°C por 30 minutos (SETCHELL e WAITES, 1972; FRIDD et al., 1975; MAIN
et al., 1975; BARLETT e SHARP, 1987; GALIL e SETCHELL, 1988; MCLAREN et al.,
1994; SETCHELL et al., 1996).

Camundongos expostos a ambientes ndo climatizados com temperatura em torno de
35°C tiveram queda de peso testicular no periodo de 4 dias, Meistrich et al. (1973) e ratos
aclimatados durante 3 meses em ambiente de 35°C tiveram severamente afetados cerca de
20% dos tabulos seminiferos, muito embora os tlbulos restantes parecessem normais (Sod-
MORIAH et al., 1974). Da mesma forma, exposic¢ao de carneiros a ambientes quentes durante
14 dias causou reducao do peso testicular em cerca de 70% (GOMES et al., 1971).

Elevadas temperaturas ambientais podem interferir negativamente na qualidade
espermatica de ruminantes e suinos, sendo a motilidade individual progressiva e o percentual
de células morfologicamente anormais as caracteristicas seminais mais afetadas (KRAMER,
2000; MARTINS et al., 2003; CHEMINEAU, 2004; VALLE et al., 2005) e (DAIANE et al.,
2007).

As elevacOes de temperatura produzem espermatozdides anormais, pois afetam



etapas da espermatogénese, principalmente na fase intermediaria (espermatécitos e
espermatides) e com menos intensidade, na etapa inicial (espermatogdnia) e na final
(espermatozoides). Os espermatocitos e as espermatides sdo muito termo-sensiveis, e quando
alteradas, prejudicam a qualidade do sémen. J& os espermatozoOides maduros parecem ser
afetados durante o estagio final de desenvolvimento ou na regido da cabeca do epididimo,
ocorrendo alteracGes estruturais e metabdlicas; este gameta pode fertilizar, mas ocorre a morte
embrionaria consequente (GABALDI e WOLF, 2002).

O clima da regido Nordeste do Brasil € caracterizado por elevadas temperaturas
durante todo o ano, as quais podem influenciar diretamente 0s mecanismos de termoregulacao
testicular e, consequentemente, as fungbes reprodutivas do macho. Entre as racas ovinas
exploradas no Nordeste, a Santa Inés é a de maior expressao devido ao porte e producao de
leite das matrizes e os reprodutores Santa Inés serem muito utilizados nos esquemas de
cruzamentos com animais nativos e de ragas exoticas, além desta raca ser bem adaptada a
regido (OLIVEIRA e LIMA, 1994; NUNES et al., 1997). Estudo realizado com carneiros
Santa Inés criados no Estado do Ceara e submetidos a insulacdo escrotal demonstrou que o
tempo necessario para o aparecimento de padrdes normais de concentracao espermatica foi de
79 dias, indicando que o estresse térmico interferiu nos primeiros estagios da
espermatogénese, provavelmente nas fases de multiplicagdo das espermatogénias e no inicio
da meiose (MOREIRA et al., 2001), corroborando com os relatos de Yin et al. (1997), ao
verificarem apoptose em espermatides e espermatocitos de testiculos de ratos e camundongos
expostos a temperaturas elevadas.

Existe consideravel variacdo em susceptibilidade ao estresse térmico entre individuos
e entre diferentes espécies, 0 que parece ser devido a habilidade de cada animal em manter a
temperatura testicular, assim como da susceptibilidade de diferentes células germinativas.
Entretanto, o mecanismo de morte celular relacionado ao estresse térmico é apoptose e nao
necrose, e pode envolver espécies de oxigénio reativo (ROS), proteina supressora de tumor
(p53), oxido nitrico sintase (NOS), translocacdo do fator pré-apoptotico Bax do citoplasma
para aposicdo perinuclear, a liberagdo do citocromo C da mitocondria e diversas caspases
(SETCHELL, 2006).

Acredita-se que os efeitos do calor sobre os testiculos sdo completamente reversiveis,
mas alguns estudos mais recentes tém comprovado que isto nem sempre acontece. Entretanto,
0 peso testicular ndo retornou aos valores normais mesmo depois de 60 dias de uma Unica
exposicéo testicular ao calor (SETCHELL, 1998). Medidas testiculares estdo associadas com
producdo espermatica diaria (OSINOWO et al., 1992; SOUZA e COSTA, 1992), nimero de



espermatides por células de Sertoli e area dos tubulos seminiferos, além de apresentarem
relacdo inversa com a taxa de degeneracdo de células germinativas em touros (BERNDTSON
et al., 1987; PALASZ et al., 1994; MOURA e ERICKSON, 1997). Assim, a diminuicdo na
consisténcia do parénquima testicular esta associada a reducdo na producdo de
espermatozdides (COULTER e FOOTE, 1979) e aumento do nimero de espermatocitos e
espermatides degeneradas em todos os estagios do ciclo da espermatogénese em touros
(MULLER et al., 1992).

Algumas substancias e hormdnios podem afetar a sensibilidade dos testiculos ao calor,
reduzindo o tempo de recuperacdo entre 10 a 20 dias. Dentre essas podemos citar o FSH
(Hormonio Foliculo Estimulante), tiroxina, pequenas doses de testosterona, inibidores de
caspases e da liberacdo de citocromo C. Além desses, vitamina E (antioxidante) e o agente
neutralizador de radicais livres (PNB — a-fenil-N-t-butilnitrona) tém mostrado prevenir e
reduzir os danos dos radiais livres sobre o DNA em testiculos submetidos a agentes tdxicos e
ao choque térmico (SETCHELL, 2006).

O calor aplicado diretamente sobre os testiculos tem fornecido novas informacoes
sobre os mecanismos desencadeadores dos danos a espermatogénese e de tratamentos que
podem prevenir os danos testiculares através do bloqueio da apoptose (SETCHELL, 2006).

As células germinativas testiculares sdo vulnerdveis ao estresse térmico e sofrem
apoptose em resposta a temperaturas supra-escrotais. A proteina supressora de gene tumoral, a
p53 € um potente mediador bioquimico da apoptose induzida pelo choque térmico
(KUMAGAI et al., 2002).

A pentoxifilina € uma metilxantina inibidora de fosfodiesterase que além de aumentar
os niveis de AMPc intracelular, ainda reduzem anions superdxidos, inibem o TNF-o (Fator de
necrose tumoral-a ) responsavel pela fragmentagio do DNA, apoptose ou morte celular
programada alem de possuir propriedades antiinflamatorias. Além disso, essas substancias
podem ser usadas em procedimentos clinicos para capturar espécies de oxigénio reativo
(ROS) e reduzir a peroxidacdo de lipideos associados a danos de membrana espermatica e
apoptose de DNA (VADIRAJA et al., 2001; MAXWELL et al., 2002; CHEN et al., 2002).
Por outro lado é importante salientar que a pentoxifilina é um inibidor de PDE"s (RICE et al,
1994), podendo ser eficiente em neutralizar os efeito degenerativos produzidos pelo choque
térmico no parénquima testicular.

Este experimento tem por objetivo observar o potencial uso da pentoxifilina como
preventivos das acOes deletérias do calor sobre o parénquima testicular e a capacidade em

acelerar o processo de recuperacdo na espermatogénese.



2. Revisdo de Literatura

2.1 Choque térmico e formacéo de radicais livres

Estresse oxidativo é definido como o acumulo de espécies de oxigénio reativo (ROS)
que sdo capazes de danificar as estruturas de DNA, carboidratos, lipidios, proteinas e
componentes celulares. A fungcdo molecular das células é afetada pelo processo de oxidagao
que determina degeneracdo, alterando a atividade bioldgica essencial para a fungdo celular.
Os efeitos prejudiciais da oxidacdo devem ser evitados, sendo primordial a compreensao do
funcionamento das ROS envolvidas no processo de homeostase celular, assim como a
ocorréncia de fatores patoldgicos (SILVA, 2006).

As implicacdes da biologia das ROS sdo importantes para diversos aspectos da vida
moderna, desde a industria alimenticia, impedindo a oxidacdo de alimentos, a areas de
ciéncias médicas, tais como neurologia, cardiologia e, mais recentemente, a reproducéo. 1sso
torna cada vez mais claro que o processo de oxidacdo celular esta relacionado muitas vezes
com o processo de infertilidade (SILVA, 2006).

Em camundongos sod1-knockout para superdxido desmutase, as espécies reativas de
oxigénio geradas durante o choque térmico causaram morte das células espermatogénicas e
atrasaram a recuperacao do parénquima testicular. Além disso, se observou que mesmo curtas
exposicdes ao calor desencadearam severos danos as células espermatogéncicas. Portanto, 0s
radicais livres gerados no chogue térmico podem funcionar como sinal de morte celular ou
causar danos oxidativo diretos as células (ISHII et al.,2005).

Recentemente mostrou-se que, em resposta ao estresse térmico, a degeneracdo das
células germinativas ocorre através da morte celular programada (apoptose) caracterizada pela
fragmentacdo de DNA (TAPANAINEM et al., 1993; BILLING et al., 1995: MIEUSSET et
al., 1995). Neste processo, o Fator 1 da transcricdo do choque térmico é ativado, induzindo
apoptose de espermatdécitos, resultando em infertilidade de ratos (NAKAI et al., 2000).

As células de Leydig e de Sertoli parecem ser mais resistentes ao calor, enquanto as
células germinativas sdao mais termo-sensiveis do testiculo. Todos o0s estagios da
espermatogénese sao susceptiveis ao calor, com o grau de lesdo dependendo da extensdo e da
duracdo do insulto téermico. A regeneracdo da funcdo espermatica, apés o dano causado pelo

calor, depende da divisdo continua das espermatogbnia, originada de um reservatorio de



linhagens de células altamente resistentes e do intervalo de tempo do término da injuria a
restauracdo de espermatozoides normais no ejaculado, correspondente ao periodo de inicio da
diferenciacdo na espermatogénese até a ejaculacdo (WAITES et al.,, 1990; SETCHELL,
1998).

A degeneragdo do epitélio seminifero pode ocorrer rapidamente e, se o periodo de
hipertermia ndo for muito longo, a recuperacdo completa pode ocorrer em um periodo curto
de tempo apresentando melhoria visivel 60 dias apos a remocao do agente causal (MCENTEE,
2002). Nos insultos severos, em que a espermatogdnia A € atingida pode ocorrer azoospermia
(FONSECA e CHOW, 1995). No entanto, a regeneracao do epitélio germinativo é possivel e
dependeréa da sobrevivéncia das espermatogdnias e das células de Sertoli. Se nao for possivel
a regeneracdo, pode-se instalar fibrose ou calcificacdo nos testiculos (THOMSON, 1990;
MCcENTEE, 2002). A fase regenerativa € marcada por recuperacdo da concentracdo, da
motilidade, do vigor e do nimero de espermatozéides morfologicamente normais, que, apesar
da desorganizacdo do epitélio germinativo durante a fase de degeneracdo, demonstra grande
capacidade de recuperacdo devido a resisténcia das espermatogonias e das células de Sertoli
(BARTH, 1993; FONSECA e CHOW, 1995; GABALDI, 2000).

Diversos tipos de estresse metabolico, como exposicdo ao calor, a metais pesados, a
ingestdo de dietas acrescidas de ionoforos, a analogos de aminoacidos e a venenos que afetam
a producdo de ATP, determinam alteracfes na expressao de genes que resultam em acumulo

de proteinas de choque térmico (HSP).

2.2 As proteinas de choque térmico (HSPs)

As HSPs formam um grupo diversificado de proteinas encontradas em bactérias,
plantas e animais (SHARP et al., 1999), classificadas em seis familias de acordo com seu peso
molecular: HSP110, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 e pequenas HSPs, dentre estas a HSP27
(JOLLY e MORIMOTO, 2000). Estas proteinas podem ser constitutivas ou induzidas, sendo
encontradas nos mais diferentes compartimentos da célula. As proteinas HSP90 e HSP60 sdo
constitutivas, enquanto que a HSP70 e a HSP27, além de serem constitutivas, também sao
induzidas por estressores como calor, estresse oxidativo, isquemia, etc. (SHARP et al., 1999;
GARRIDO et al., 2001; VALENTIM et al., 2001; 2003).

As principais funcbes das HSPs sdo transportar proteinas para o interior da célula;
guiar a conformacdo de proteinas do citosol, do reticulo endoplasmatico e da mitocondria;

degradar as proteinas instaveis; dissociar complexos protéicos; prevenir a agregacdo de



proteinas; controlar a atividade de proteinas reguladoras e remodelar proteinas com
conformacéo alterada (SAMALI e ORRENIUS, 1998; GARRIDO et al., 2001).

O organismo dos animais reage ao calor ou a outro estresse qualquer pela indugdo ou
aumento na sintese de um grupo unico de proteinas comumente denominadas como “heat
shock proteins” ou HSPs. Embora ndo se conheca exatamente a fung¢ao dessas proteinas, sabe-
se que uma de suas fungdes é proteger 0s organismos contra impactos ambientais adversos,
em especial a HSP, cujo peso molecular é 70 kDa , e que desempenha um importante papel
em situacdo de termotolerancia. Em situacdo de estresse térmico pode-se verificar uma
reducdo nos niveis de HSP70 nos espermatozoides, durante estacbes quentes, ndo respondem
eficientemente a altas temperaturas ambientais aumentando a expressdo de HSP70. Desta
forma pode-se correlacionar a quantidade dessa proteina a qualidade do sémen. Uma menor
quantidade de HSP70 é associada a um sémen de menor qualidade (HUANG SY et al., 2000).

A HSP27, uma pequena proteina de choque térmico, protege varios tipos celulares
contra o estresse (KATO et al., 1995) e sua atividade pode ser regulada através do aumento de
sua expressdo em condicBes estressantes e da fosforilagdo (MEHLEN et al., 1996; MEHLEN
et al.,, 1997; BRUEY et al., 2000). A HSP70, assim como a HSP27, também possui acao
antiapoptética em situacdes de estresse celular (GARRIDO et al., 2001). A HSP105, proteina
do choque térmico especifica das células germinativas Itoh e Tashima. (1991), é transportada
do citoplasma para o nucleo da célula apds dois dias de transferéncia do testiculo para a
cavidade abdominal de ratos. Esta proteina liga-se a p53 em células cultivadas dos testiculos
sob temperatura semelhante aquela da bolsa escrotal (32,5°C), fato que ndo ocorre quando
submetidos a 37 ou 42°C (KUMAGAI et al., 2000). Outras proteinas do choque térmico (HSP
27 e 90) encontradas nas células de Sertoli, em espermatogdnias, em espermatdcitos e em
espermatides, também apresentaram concentracdes elevadas e moveram-se do citoplasma ao
nacleo em células isoladas dos testiculos de ratos submetidos a temperatura de 37 a 42 °C
(BIGGIOGERA et al., 1996).

2.3 Fosfodiesterases e sua relagdo com o sistema enddcrino.

Nos ultimos anos, novas vias de regulacdo molecular tém sido identificadas com
objetivo de mapear os diversos tipos de transducdo de sinais relacionados com a formacao de
moléculas sinalizadoras dentro da célula. Novos componentes de sinalizacdo foram
estabelecidos e suas funcbes véem sendo continuamente descobertas. Estas funcdes sdo

complexas, principalmente quando integrado ao metabolismo intermediario, como no caso



dos nucleotideos ciclicos dependentes da transducdo do sinal e seus componentes, incluindo
as fosfodiesterases (PDE’s), as quais s@o enzimas que controlam a concentragdo intracelular
de AMPc (Adenosina Monofosfato ciclico) e GMPc (Guanosina Monofosfato Ciclico)
(CONTI et al., 1995, CONTI, 2000).

As PDE’s sdo derivadas de 21 tipos de genes diferentes presentes no genoma de
mamiferos (CONT]I, 2000). Com base na similaridade de sua estrutura e funcdo, esses genes
podem ser agrupados em 7 diferentes familias. Na génada masculina de humano e ratos
existem 4 genes pertencentes a familia das CaM-PDE’s (Fosfodiesterases calcio-calmodulina
dependentes), as quais sdo capazes de promover a hidrolise do AMPc com alta afinidade,
sendo, portanto, esperado que a ativacdo desta enzima tenha maior impacto nos niveis de
AMPc intracelular (CONTI et al., 1995, POLSON e STRADA, 1996).

A PDE apresenta, em sua composicdo, trés regides: uma de dominio regulatério, uma
de dominio inibitorio e outra de dominio catalitico, estruturalmente conservadas em todas as
PDE’s estudadas (CONTI et al., 1995, SALANOVA et al., 1999). O dominio regulatério
funciona como um sensor de sinais intracelulares, estimulado pelos segundos mensageiros
(AMPc e Ca*™). A recepcéo destes sinais produz uma mudanca na conformagéo da PDE de
maneira que o dominio inibitério exerce, ndo por muito tempo, efeito negativo sobre a catalise
do segundo mensageiro. Por sua vez, o dominio catalitico, é o local onde esta enzima
promove a hidrélise do segundo mensageiro quando estimulada pelo complexo célcio-
calmodulina (CONTI, 2000).

Existem algumas substancias que podem interferir na regulacdo intracelular de AMPc
e GMPc, as quais sdo denominadas de inibidoras das fosfodiesterases, que promovem
aumento nas concentragdes de nucleotideos ciclicos intracelular (SALAM, 2003).

As xantinas, incluindo a cafeina e a teofilina presentes no café e no cha, sao inibidores de
PDE’s utilizados em tratamentos de desordens cardiovasculares e pulmonares. Seus multiplos
efeitos sdo devido a deficiéncia na seletividade por conta da inibicdo de todas as PDE’s
expressadas nos mamiferos, exceto a PDE8 e 9 (BEAVO, 1995). Além disso, algumas drogas
que apresentam alta seletividade pelas PDE3, PDE4, PDE5/6 e, possivelmente, PDEL tém
sido sintetizadas e desenvolvidas para varias indicacdes (THORPHY, 1998). Partindo deste
principio, alguns inibidores de PDE’s podem ser utilizados para modular o sistema enddcrino,
principalmente no controle de secregdo hormonal e manipulacdo de sensibilidade de 6rgéos
alvo aos horménios (HADLEY, 1996, KUMARI, 1997).

A secrecdo hormonal da pituitaria pode ser outro possivel local de manipulagdo de

PDE’s. O eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) € muito sensivel ao inibidor de PDE4,



dembufilina. A administracdo oral ou intraperitoneal marcou a elevagdo nos corticosteroides
séricos a partir do uso desse inibidor de PDE4. A liberagdo do horménio luteinizante (LH)
também é estimulada por esses inibidores, sugerindo que esta estratégia pode ser utilizada
para manipular a secrecdo de pituitaria, uma vez que a inibicdo de PDE pode aumentar a
liberacdo hormonal e estimulacdo de 6rgdos alvo (HADLEY et al., 1996; KUMARI et al.,
1997).

Portanto, acredita-se que a manipulacdo da atividade da PDE em células endocrinas

pode ter consideravel potencial terapéutico (CONTI, 2000).

2.4 Pentoxifilina e suas aplicacdes farmacolégicas

A pentoxifilina ou 1-(5-oxohexil)-3, 7-dimetilxantina um derivado da metilxantina, é
um inibidor inespecifico das fosfodiesterases largamente prescrito nas desordens vasculares
caracterizadas por deficiéncia na microcirculagdo regional, em virtude do seu efeito
vasodilatador (SALAM, 2003; OCHIAI, 2004), inibindo varios mecanismos inflamatorios,
incluindo a cascata do complemento, a aderéncia dos neutrofilos, a producéo de citocinas e a
proliferacdo de fibroblastos dérmicos (CARNEIRO et al., 2005). Este farmaco possui
importante propriedade vasodilatadora, diminuindo a agregacdo de células sanglineas,
ativacdo do fibrinogénio e a viscosidade do plasma, causando aumento na perfuséo tecidual
local e na hemodindmica. Em ratos com torcdo testicular, a pentoxifilina melhorou a
circulacdo sanguinea devido, provavelmente, a vasodilatacdo (SAVAS et al., 2002).

Alem de sua capacidade de incremento da perfusdo tecidual, a pentoxifilina possui
atividade antiinflamatdria em artrites e edemas causados por inflamacges cutaneas oriundas
de raios ultravioletas, em gastrites induzidas por terapia com antiinflamatdrios ndo esteroides
e esteroides, aléem de acelerar a recuperacdo de Ulceras, prevencdo de fibrose hepatica,
hipertensao portal e cardiopatia dilatada de origem idiopatica (SALAM, 2003).

Segundo Radfar (2005), a pentoxifilina possui alguns efeitos na produgdo do fator de
crescimento epidermal (EGF) e nos niveis de 6xido nitrico em pacientes com diabetes do tipo
I1, pois esta droga inibe a xantina oxidase, a qual é considerada como a principal formadora
de radicais de oxigénio livre nas células. Além disso, a pentoxifilina diminui a producéo de
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), uma das principais moléculas de sinalizacdo paracrina
produzida principalmente por macréfagos ativados em processos inflamatdrios inespecificos

cronicos e imunomediados.



Nas pesquisas relacionadas com reproducdo, a utilizagcdo da pentoxifilina melhorou a
diferenciacdo in vitro de células germinativas masculinas em pacientes com interrupcao na
maturacdo in vivo e pacientes com espermatogénese normal (TESARIK, 2000). Ainda
relacionado a reproducdo, a administracdo deste farmaco diminuiu marcadamente a
nefrotoxicidade e a toxicidade testicular induzida pela cisplatina, droga anticancerigena que
promove alteracdes histoldgicas e bioquimicas neste 6érgdo (SAAD et al., 2004).

Estudos mostraram que a pentoxifilina tem propriedades antioxidantes devido a
reducdo de danos ao embrido induzido pelo perdxido de hidrogénio, o que, conseqiientemente,
melhorou a fertilizacdo in vitro (ZHANG et al., 2005). Além disso, esta droga vem sendo
testada no sémen com o objetivo de melhorar a motilidade dos espermatozdides
(CALOGERO et al., 1998; NASSAR et al., 1998), e nos processo de fertilizacdo in vitro
(FIV) para intensificar a ligacdo de espermatozdides na zona pelicida, aumentando a eficacia
da fertilizacdo e, consequentemente, melhorando a incidéncia de gravidez (RUPASRI et al.,
1995; NASSAR et al., 1998).

A torcdo do corddo espermatico € uma sindrome urolégica sobre a qual se deve atuar

emergencialmente para evitar a perda funcional dos testiculos. A principal causa de leséo é a
isquemia seguida pela les@o de reperfusdo associada com a producdo excessiva de espécies de
oxigénio e nitrogénio reativas. O estresse oxidativo se origina com o recrutamento de
neutréfilos dependente da expressdo de E-selectinas na superficie das veias testiculares apds
torgdo. As citocinas, o fator de necrose tumoral-o e a interleucina-1p, ativam a via cinase-
relacionada com a expressdo de E-selectina apds torcdo. No testiculo o stress oxidativo é
inibido por bloqueadores de radicais livres derivados de oxigénio reativo, resultando na
reducdo dos danos testiculares apos a lesdao (TURNER et al., 2004).
Embora néo se saiba conclusivamente os mecanismos moleculares dos antioxidantes sobre o
controle da fertilidade, terapias que utilizam antioxidantes podem representar uma estratégia
terapéutica em homens com infertilidade mediada por espécies de oxigénio reativo (ROS)
apos torcao testicular (DOKMECI., 2006)

A pentoxifilina possui atividade antiinflamatéria, a qual esta provavelmente
relacionada a sua habilidade de suprimir a producdo de radicais livres ou de neutralizar
especies de oxigénio reativo (VADIRAJA et al., 2001). Estudo experimental conduzido em
ratos Wistar para avaliar os efeitos da pentoxifilina sobre a peroxidacéo lipidica e os achados
histopatoldgicos apds torcdo e distor¢do testicular unilateral constatou que a pentoxifilina

atenuou os danos testiculares provocados por reperfuséo ( SAVAS et al., 2002).



3 Justificativa

Do ponto de vista reprodutivo, tem sido crescente o interesse sobre meios que
possibilitem a manutencdo da fertilidade, tanto de carater individual ou de um plantel mantido
em ambientes com altas temperaturas. Partindo-se do principio que as mudangas na
temperatura podem interferir na taxa de fertilidade dos machos, devido a processos
degenerativos testiculares, € que lancamos a hipdtese de que a utilizacdo da pentoxifilina [1-
(5-oxohexil)-3, 7-dimetilxantina] um derivado de metilxantina pode prevenir ou acelerar o
processo de recuperacdo da espermatogénese, quando os testiculos forem submetidos a

estresse térmico.

4 Objetivos

4.1. Objetivo geral:

e Observar o potencial profilatico da pentoxifilina sobre as acdes deletérias do calor
sobre o parénquima testicular e a sua capacidade terapéutica em acelerar o

processo de recuperacao da espermatogénese.

4.2 Objetivos especificos:

a. Avaliar o desempenho ponderal do peso corporal dos ratos machos, durante todo
periodo experimental;

b. Acompanhar o peso testicular nos periodos pds-choque térmico nos grupos
experimentais;

c. Avaliar histopatologicamente o parénguima testicular nos animais submetidos ao
choque térmico, tratados ou ndo com pentoxifilina.

d. Determinar 0 nimero de células apoptéticas por seccdo transversal de dez
tibulos seminiferos, realizando média do nimero de células em apoptoses nos
tibulos seminiferos em animais submetidos ao choque térmico, tratados ou nao
com pentoxifilina

e. Determinou as proporcGes volumétricas entre componentes do parénquima

testicular nos diversos tempos experimentais.



Avaliou a altura do epitélio seminifero e didmetro dos tubulos seminiferos nos
periodos pds-choque térmico;

Determinou a populacéo celular por seccdo transversal de tdbulos seminiferos no
estagio VII do ciclo do epitélio seminifero.

Obteve o nimero de células de Sertoli por grama de parénquima testicular e por
testiculo nos periodos pds-choque térmico;

Determinou a producdo espermatica diaria por testiculo e por grama de testiculo
nos animais submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com
pentoxifilina.

Realizou dosagem de testosterona nos periodos pds-choque térmico dos animais

tratados ou ndo com pentoxifilina,;



5. Material e Métodos

5.1 Procedimentos Experimentais

Para realizacdo do presente experimento, foram utilizados 72 ratos macho da linhagem
Wistar (Rattus norvegicus, var. albinus), obtidos do biotério do Departamento de Morfologia
e Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Os
animais foram mantidos na temperatura 23 + 1°C, em ciclo claro-escuro de 12 horas, com
agua e comida oferecidas ad libitum até o final do experimento. Os ratos com 90 dias de idade
foram escolhidos por amostragem ndo probabilistica de conveniéncia e submetidos aos
diversos tratamentos, de acordo com o grupo experimental: (18) ratos controle submetido
choque térmico; (18) ratos controle ndo submetido a choque térmico; (18) ratos submetidos
choque térmico e tratados com 50mg/kg de pentoxifilina e (18) ratos submetidos choque
térmico e tratados com 100mg/kg pentoxifilina.

Os tratamentos foram iniciados aos 90 dias com duas aplicacdes diarias intraperitoneal
de solucdo veiculo ou pentoxifilina, de acordo com o grupo de tratamento, durante os 30
primeiros dias antes do choque térmico. A pesagem dos animais foi realizada diariamente,
para acompanhamento do peso corporal e calculo das doses de pentoxifilina. Aos 120 dias 0s
animais foram anestesiados intraperitonealmente com tiopental sédico (30mg/Kg, LUE et al.,
1999) para que os testiculos e a cauda fossem imersos por 15 minutos em agua na temperatura
de 43°C. Posteriormente a exposi¢do térmica, os animais foram transferidos para suas caixas e
mantidos em temperatura ambiente até a recuperacdo da anestesia. Os animais de cada grupo
foram perfundidos nos dias 1, 3, 7, 15, 30 e 60 ap06s a realizacdo do choque térmico testicular
para observacdo dos efeitos temporal do calor sobre o processo espermatogénico e a
influéncia da pentoxifilina sobre a prevencdo destes efeitos e sobre a aceleracdo da
recuperacdo da funcéo testicular (Tabela 1).

Antes da realizagdo da perfusdo, cada animal foi heparinizado (125 UI/100g de peso
corporal) e anestesiado por injecdo intraperitoneal de tiopental sédico (50mg/kg; ROCHE,
Brasil). Apos a abertura do animal, da regido mentoniana até a sinfise pubica, foi realizada
coleta de sangue por puncdo no seio venoso das veias cavas, 0 qual foi centrifugado e
acondicionado em ependorffs a -20°C em duas aliquotas de 1mL de plasma sangtiineo, para

posterior dosagem de testosterona.



Quadro. 1 — Disposicao dos grupos experimentais, nimero de animais segundo os tempos de
observacgdo e método de fixacdo tecidual.

Duracao de
tratamento pré- Choque térmico Dias de coleta apds
Grupos experimentais choque térmico (43°/15min) submisséo de testiculo a
choque térmico/nimero de
animais
Perfusdo com glutaraldeido 4% 1 3 7 15 30 60
Controle sem choque Ratos com 120
térmico 30dias dias de idade 3 3 3 3 3 3
(n=18)
Controle choque térmico Ratos com 120
(n=18) 30 dias dias de idade 3 3 3 3 3 3
choque térmico Ratos com 120
+ Pentoxifilina (50mg/kg) 30 dias dias de idade 3 3 3 3 3 3
(n=18)
choque térmico Ratos com 120
+ Pentoxifilina 30 dias dias de idade 3 3 3 3 3 3
(100mg/kg)
(n=18)

Apds coleta de sangue foi feita perfusdo intracardiaca com solucéo fisioldgica de NaCl
a 0,9%, acrescida de heparina sodica (500 UI/L; AKZO ORGANON TEKNIKA) e
nitroprussiato (100mg/L; SIGMA), por um periodo de tempo entre 5 e 10 minutos. Antes
realizacdo da perfusdo com glutaraldeido, dois fragmentos de um dos testiculos foram
coletados e fixados em solucdo de formalina tamponada a 10% em fosfato monobasico e
bibasico de sddio segundo Tolosa et al. (2003). Em seguida, os animais foram perfundidos
com solucdo fixadora de glutaraldeido (VETEC, Brasil) a 4%, em tampao fosfato de sodio,
pH 7,2 e 0,01M, durante 25 minutos.

Apds a perfusdo com solucdo fixadora foram removidos e pesados: testiculos,
epididimos, prostata e glandula seminal.

Os testiculos foram seccionados em fragmentos de até 2mm de espessura, 0s quais
foram submetidos a refixacdo na solucdo glutaraldeido (VETEC, Brasil) a 4%, em tampé&o
fosfato de sodio, pH 7,2 e 0,01M. Para os estudos em microscopia de fotonica, os fragmentos
foram processados rotineiramente para inclusdo em resina plastica a base de glicol metacrilato
(LEICA). De acordo com a metodologia, cortes histoldgicos foram corados em azul de
toluidina/borato de sodio a 1% (RUSSEL et al., 1990). Fragmentos testiculares foram
processados rotineiramente para inclusdo em parafina e cortes histolégicos com 5um de
espessura foram corados em solugdo alcodlica azul do nilo (KIMURA E SHIOTA, 1996;

TOLOSA et al., 2003). Em anexos podemos observar tabulos em corte transverso e corados



com solucdo alcodlica azul do nilo, evidenciando apoptoses nos diversos tempos

experimentais e dosagem de pentoxifilina.

5.2 Analise Morfométrica Testicular

O diametro tubular e a altura do epitélio serdo medidas em aumento de 100X usando
reticulo micrométrico linear (L0mm/100 - Olympus) calibrado com um micrémetro padrdo. O
didmetro tubular médio para cada rato foi obtido a partir da mensuracéo de quinze tubulos, em
diversos estagios do ciclo do epitélio seminifero, escolhidos aleatoriamente, com perfis
redondos ou arredondados. A altura do epitélio foi obtida nos mesmos tubulos utilizados para
determinar o didmetro tubular. Para tal, foram tomadas duas medidas diametralmente opostas,
tendo como referéncia a tGnica propria e o limite entre o lume e epitélio germinativo
determinando-se, desta forma, a altura média do epitélio seminifero.

Os dados volumétricos da composicédo do parénquima testicular foram obtidos usando
contagem de pontos por alocacdo sistematica de graticula micrométrica (Olympus) com 441
pontos de interseccdo sobre a preparacdo histoldgica de testiculo em aumento de 400X.
Quinze campos foram contabilizados aleatoriamente somando um total de 6615 pontos para
cada animal.

O testiculo do rato é dividido em dois compartimentos, tubular e intertubular ou
intersticial. Do primeiro foram avaliados a tdnica propria, o epitélio seminifero e o lume;
enquanto no segundo foram investigados as células de Leydig, células e fibras do tecido
conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos. Como a densidade do testiculo é em torno de 1,03 a
1,04 (Franca, 1991), o peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume.

O volume de cada componente do testiculo, expresso em pL foi estabelecido a partir
do produto entre a densidade volumétrica dos constituintes testiculares (%) e o peso liquido
do testiculo (mg). O valor deste ultimo foi obtido pela subtracdo 6,5% da albuginea do peso
testicular bruto (RUSSELL e FRANCA, 1995).

O comprimento total dos tabulos seminiferos (CT) por testiculo expresso em metros
foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tabulos seminiferos no
testiculo e do didametro tubular médio obtido para cada animal. A seguinte formula foi
empregada (ATTAL e COUROT, 1963; DORST e SAJONSKI 1974): CT=VTS/nR? onde
VTS = Volume total de tibulos seminiferos; nR? = Area da seccéo transversal dos t(bulos

seminiferos (R = didmetro tubular/2).



A estimativa dos diferentes tipos celulares que compdem o epitélio seminifero no
estagio 7 do ciclo, classificado de acordo com o método acrossémico (RUSSELL et al., 1990)
foi feita a partir de contagens dos nucleos das células germinativas e de nucléolos das células
de Sertoli. Nestas contagens, foram utilizadas 5 sec¢des transversais de tubulos seminiferos
para cada animal. Os ndcleos dos seguintes tipos celulares foram contados: espermatdcitos I,
na fase de pré-leptoteno/ leptdteno (SPT I PI/L);espermatdcitos I, na fase de paquiteno (SPT |

P); espermatides arredondadas (SPD Ar); nucléolo de células de Sertoli.

Com excecdo dos nucleos das células de Sertoli, as contagens obtidas foram corrigidas
para o didmetro nuclear e espessura do corte histoldgico, utilizando-se a seguinte férmula de
Abercrombie.(1946), modificada por Amann e Almiquist.(1962):

Espessura do corte

2 2
Espessuradocorte+\/(DI;/I J_(DT ]

O didametro nuclear médio (D.M.) representa a média das medidas dos diametros de 10

Numero corrigido = contagem obtida x

ndcleos do tipo celular estudado, para cada animal. Os didametros nucleares serdo medidos
com o auxilio de reticulo micrométrico linear (10mm/100 - Olympus) adaptada a uma das
oculares de 10x e acoplada a objetiva de 100x, propiciando um aumento final de 1000x. No
caso das espermatogonias do tipo A que possuem nucleos ovoides, o valor utilizado foi aquele
obtido pela média entre didmetro nuclear maior e menor. Os nimeros de células de Sertoli
foram corrigidos para o didmetro nucleolar e espessura do corte histologico, em virtude disto,
contabilizar-se-a exclusivamente células de Sertoli com nucléolo visivel, o que proporcionara

aplicacdo da mesma férmula citada anteriormente.

A populacdo total de células de Sertoli por testiculo foi obtida a partir do nimero
corrigido de nucléolos de células de Sertoli por sec¢do transversal de tdbulo seminifero no
estagio VII e do comprimento total de tubulos seminiferos por testiculo, segundo a férmula

empregada por Hochereau-de-Reviers e Lincoln.(1978):

Comp. Tot. Tub. Sem. x Num. Cor. Nucl. CS Sec. Transv.

NUmer Testiculo =
umero CS Testiculo Espessura do Corte

A producéo espermatica diaria por testiculo e por grama de testiculo foram obtidas de
acordo com Rocha et al. (1999) e Silva Junior et al. (2006):



N° Total CS Testiculo x P rop. AR x Freq. R el. Est. VII

PED = = —
Duragédo do Estagio VII

A contagem das células germinativas em apoptose coradas pelo azul do Nilo ou
violeta cristal foi realizada em tabulos seminiferos com o perfil mais arredondado possivel,
afim de evitar possiveis erros de contagem por superestimacéo de valores.

Os dados biométricos e histométricos foram expressos em média + desvio padrdo.
Foram realizadas as analises de variancia entre os grupos (ANOVA) e o teste de Tukey, com

nivel de significancia de p<0.05.

5.3 Analise da Testosterona Plasmatica

A dosagem foi realizada pelo método de enzima-imuno-ensaio (ELISA - Enzyme
Linked ImmunoSorbent Assay), com leitura de absorbancia em 405 nm, conforme descritos
por BROWN et al. (2004).

Portanto neste ensaio foram inicialmente utilizados 66,7ul do anticorpo (Polyclonal
anti-testosterona R156/7, Coralie Munro, University of California, Davis, USA.) serdo
diluidos em 5 ml de tampéo (coating buffer; Na,CO3z, NaHCO3, H,0 ultra pura, pH ajustado
para 9,6) e 50ul desta solucéo de anticorpo serdo adicionados em cada pogo da placa (NUNC
Immuno TM plates, Maxisorp). Apds isso, a placa foi coberta com selador plastico e mantida
a 4°C por 12 horas no maximo.

Uma vez preparada a placa, prepararou-se a curva padrdo, por meio de diluicdes
seriadas de 250ul do padrdo de concentracdo 600 pg/50ul de testosterona (17-hydroxy-4-
androsten-3-one, Steraloids, Sigma A6950) até a concentracdo de 2,3 pg/50ul, em 250ul de
solucgéo de ensaio de ELISA (NaH,PO4; Na;HPO,4; NaCl; BSA - Sigma Aldrich, A7906; H,O
ultra pura, pH ajustado para 7,00). O horménio conjugado com a enzima HRP (Testosterone-
horseradish Peroxidase) foi também diluido (33,3ul em 5 ml da solugdo de ensaio de ELISA).

Imediatamente antes de dar inicio ao ensaio, a placa foi lavada 5 vezes com a solugéo
de lavagem (NaCl; Tween 20 — Sigma, P1379; H,O ultra pura) e o excesso de solucdo foi
retirado, batendo-se a placa em papel toalha. A seguir, em cada pocos correspondentes foram
pipetados 50ul dos padrdes, controles e amostras e logo ap6s 50ul da HRP, com o cuidado de
ndo se ultrapassar mais que 10 minutos neste processo. A placa foi novamente coberta com o
selador e deixada incubando por exatamente 1 hora, em temperatura ambiente. Apds esse

periodo foi repetido o procedimento de lavagem.



Finalmente, foram preparados, imediatamente antes do uso, a solugdo de substrato
para ELISA combinando 40ul 0,5M H,0,, 125ul 40 mM ABTS (Calbiochem, ABTS™
Chromophore, Diammonium Salt) e 12,5 ml de solucdo de substrato para ELISA (&cido
citrico; H,O ultra pura, pH ajustado para 4,00). Sendo adicionado 100ul em todos 0s pocos
contendo padrdo, controle ou amostra. A placa foi coberta, para incubar em temperatura
ambiente e sob agitacdo (Multi-Pulse Vortexer; modelo 099A VB4, 50/60Hz — Glass-Col®),
até que a densidade Optica dos pocos zero fique entre 0.9 e 1. Procedeu-se entdo a leitura no
leitor de microplacas (TECAN).

Todas as amostras foram lidas em duplicata, com coeficiente de variacdo intra e inter-

ensaio menor do que 10%.



6. Resultados

De acordo com a tabela e figura 1, podemos observar que ndo ocorreu variacao
significativa entre os diferentes grupos experimentais com relacdo ao peso corporal. Contudo, foi
observado no terceiro dia, que os animais submetidos ao choque térmico apresentaram tendéncia
de aumento no peso corporal. J& no 15° dia encontramos uma convergéncia de todos 0s grupos
experimentais em relacdo ao peso corporal. Todavia, faz-se importante ressaltar que durante o
periodo experimental os animais do grupo controle, submetidos ao choque térmico testicular e
tratados com 50mg e 100mg apresentaram uma tendéncia no crescimento do peso corporal.

Com raras excecdes, a inibicdo farmacoldgica da atividade das PDE’s resulta em aumento
da sinalizacdo através via AMPc-dependente, um efeito que mimetiza a estimulacdo por
horménios e neurotransmissores. Entretanto, a disrup¢do do sistema de inativacdo do AMPc
pelas PDE’s pode prejudicar a homeostase e a diferenciacdo celular (THOMPSON, 1993). De
acordo com Jim et al (1999), camundongos deficientes de PED4D tiveram um decréscimo de 30
a 40% no peso corporal entre a 1* e 22 semanas ap0s 0 nascimento. A taxa de crescimento
retornou ao normal apos duas semanas, contudo, o peso dos camundongos adultos continuou
abaixo do normal.

Desordens metabdlicas relacionadas a septicemias possuem sintomas como perda de peso
corporal, perda de massa muscular e sintese protéica hepética aguda que estdo relacionadas com
o TNFa, uma citocinas pré-inflamatérias (BREUILLE et al., 1993; BATCHELDER e MAYOSI,
2005). A utilizagdo da pentoxifilina em animais com septicemia promoveu diminui¢do da
anorexia, perda de peso e massa muscular devido a inibi¢do desta citocina nas concentragdes
plasmaticas (BREUILLE et al., 1999).

Até o momento, pelo menos 20 genes para PDE e quase 50 tipos de proteinas distintas
para PDE’s foram descritas em células de mamiferos (CONTI, 2000). Estas isoenzimas sdo
caracterizadas por suas diferencas bioquimicas e propriedades cinéticas, localizacdo subcelular e
mecanismos de regulacdo. Entretanto, as razdes pelas quais uma célula necessita de expressdo de
uma grande variedade de PDE’s com sobreposi¢Ges de funcdo ainda ndo foi completamente
compreendida (JIM et al., 1999).

Esta diversidade de PDE’s e as provaveis diferencas entre espécies podem estar
relacionadas aos resultados encontrados no presente experimento, no que se refere a auséncia de
alteracbes marcantes no peso corporal, em virtude da utilizagdo do inibidor inespecifico para

estas enzimas.



Tabela 1. Peso corporal em gramas de ratos wistar controle e submetidos a (Heat
Shock)choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina,
e avaliados com 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias pds-choque térmico (Média + desvio padréo).

Grupos experimentais

choque térmico

+ Pentoxifilina P
Dias poés 100mg/kg (G4)
choque térmico Controle com choque térmico
choque térmico + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3)
1 (n=3) 425,00 £ 20,81 456,67 + 22,50 408,00 £ 25,06 421,00 + 28,58 0,0653
3 (n=3) 454,33 £+ 36,95 504,33 £ 62,74 466,67 £ 51,86 447,00 + 40,36 0,6781
7 (n=3) 449,67 £ 5,77 469,67 + 58,02 454,33 + 31,88 417,67 £ 37,87 0,4227
15 (n=3) 435,67 £ 14,01 433,67 + 64,68 441,67 £ 14,19 441,67 £ 7,64 0,8894
30 (n=3) 467,00 £ 23,51 443,00 + 27,87 479,00 £ 65,83 417,33 £13,57 0,1364
60 (n=3) 503,67 + 8,50 536,33 + 43,84 506,33 + 99,61 467,33 + 3,51 0,3200

n = NUmero de animais ap6s tempo de exposi¢do. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados
durante 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas ha mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 1. Peso corporal em gramas de ratos Wistar controle e submetidos a choque
térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados
com 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias pdés-choque térmico (Média + desvio padrdo). Os
animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados durante 30 dias com
pentoxifilina antes do choque térmico.

Como podemos observar na tabela 2, ndo houve diferenca significativa no peso

testicular entre os tratamentos dos diferentes tempos experimentais. Contudo, observou-se

uma tendéncia a reducdo de peso testicular nos animais que sofreram choque térmico e ndo

foram tratados com pentoxifilina. Entretanto, de acordo com a figura 2, torna-se importante

ressaltar que os animais submetidos a choque térmico e tratados com pentoxifilina



apresentaram uma tendéncia de recuperacdo deste parametro de maneira mais uniforme
quando comparados com 0s animais apenas submetidos ao choque térmico.

De acordo com Franca e Russell (1998), o peso testicular é altamente correlacionado
com a producdo espermatica e com parametros histométricos testiculares como diametro
tubular, altura do epitélio e comprimento total de tbulos seminiferos.

A exposicdo aguda ou cronica do testiculo ao calor promove alteragdo em sua massa,
perimetro escrotal e a motilidade espermatica. Isso ocorre em ratos no periodo entre 1 a 2 dias
apos uma unica exposicdo do testiculo a uma temperatura de 41°C por 60 minutos ou 43°C
por 30 minutos (SETCHELL et al., 1996). Apesar de nédo ter ocorrido diferenca entre 0s

grupos experimentais,

Tabela 2. Peso testicular (g), de ratos wistar controle e submetidos a choque térmico
testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7,
15, 30 e 60 dias pos-choque térmico (Média + desvio padréo).

Grupos experimentais

choque térmico

+ Pentoxifilina P

Dias pos 100mg/kg (G4)

choque

térmico Controle com choque térmico

choque térmico + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3)

1 (n=3) 1,76 £ 0,18 1,73+£0,15 1,60 £ 0,05 1,63 +0,12 0,3078
3 (n=3) 1,66 +£0,12 1,34 £ 0,51 1,68 £0,10 1,47 £0,11 0,1939
7 (n=3) 1,72+£0,22 1,51+£0,18 1,47 +0,35 1,57 + 0,06 0,5790
15 (n=3) 1,72+0,04 1,36 £ 0,47 1,46 £ 0,04 1,46 £ 0,10 0,1441
30 (n=3) 1,71+0,33 1,68 0,23 1,53+0,31 1,47 £ 0,07 0,6303
60 (n=3) 1,75+0,10 1,35+ 0,31 1,25+0,30 1,42 +0,13 0,0681

n = NUmero de animais ap6s tempo de exposi¢do. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados
durante 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 2. Peso testicular (g), de ratos Wistar controle e submetidos a choque térmico
testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina e avaliados com 1, 3, 5,
7, 15, 30 e 60 dias p6s-choque térmico (Média + desvio padrdo). Os animais do grupo
50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados por 30 dias com pentoxifilina antes do choque
térmico.

Na tabela 3 e figura de mesma numeracdo, observa-se que ndo houve diferenca
significativa no peso epididimario e entre os diferentes tratamentos nos tempos experimentais.
No entanto foi observada tendéncia de diminuicdo no peso epididimario entre os dias um e
trés, como mostra a figura 3 nos animais que sofreram choque térmico, e os tratados como
50mg e 100mg pds-choque térmico. E importante ressaltar que houve uma tendéncia a
constancia nos parametros do peso epididimario entre os grupos controle e os diferentes
tratamentos apos o 7° dia.

Temperaturas supra-escrotais podem alterar os espermatozoides maduros durante o
estagio final de desenvolvimento ou na regido da cabeca do epididimo, ocorrendo alteraces
estruturais e metabdlicas; este gameta pode fertilizar, mas ocorre a morte embrionaria
subsequente (GABALDI e WOLF, 2002). De acordo com Cao et al., (2009), o estresse



térmico é capaz de induzir diferentes graus de diminuicdo no indice epididimario e
concentracdo espermatica pos-choque térmico. Além disso, segundo 0s mesmos autores, apos
0 estresse termico a HSP70 foi expressa principalmente no citoplasma das celulas com
estereocilios, porém ndo se observou esta expressdo em células claras e basais. Portanto, de
acordo com 0 nosso experimento o choque térmico pode influenciar o epididimo e suas
fungdes, porém a utilizagdo da PTX pode reduzir os efeitos do calor sobre a estrutura e funcgéo
epididimaria (CAQ et al., 2009).

Tabela 3. Peso epididimario (g) de ratos wistar controle e submetidos a choque térmico
testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7,
15, 30 e 60 dias pos-choque térmico (Média + desvio padréo).

Grupos experimentais

choque térmico

+ Pentoxifilina P

Dias pos 100mg/kg (G4)
choque
térmico Controle com choque térmico

choque térmico + Pentoxifilina

Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3)

1 (n=3) 0,62 + 0,03 0,65 + 0,06 0,78 + 0,28 0,53+0,05 0,1975
3 (n=3) 0,57 0,02 0,52 0,17 0,60 + 0,01 0,56 0,02 0,2873
7 (n=3) 0,62 +0,07 0,64 + 0,02 0,57 +0,05 0,60+0,03 0,1720
15 (n=3) 0,62 + 0,06 0,55 + 0,08 0,53 + 0,02 0,56+ 0,05 0,2064
30 (n=3) 0,67 +0,11 0,64 + 0,07 0,56 + 0,07 0,51+0,08 0,1203
60 (n=3) 0,61 +0,04 0,60 + 0,08 0,51 + 0,09 0,53 £0,05 0,2435

n = NUmero de animais apds tempo de exposic¢do. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg, foram pré-tratados
durante 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas ha mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 3. Peso de epididimario (g) de ratos Wistar controle e submetidos a choque
térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com
1,3,5,7, 15, 30 e 60 dias pés-choque térmico (Média + desvio padrdo). Os animais do
grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados por 30 dias com pentoxifilina antes do
choque térmico

Como podemos observar na tabela 4, referente ao peso da préstata ndo foi
significativa entre os tratamentos dos diferentes tempos experimentais. Contudo, foi
observada tendéncia de aumento no peso da préstata dos animais controle, dos que sofreram
choque térmico e dos que foram tratados com pentoxifilina ao longo do tempo. Deve-se
ressaltar que o grupo controle apresentou menor variagao no peso da prostata, como mostra a

figura 4.

Tabela 4. Peso da Prdstata (g) de ratos wistar controle e submetidos a choque térmico
testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7,
15, 30 e 60 dias pds-choque térmico (Média * desvio padrao).

Grupos experimentais

choque térmico
+ Pentoxifilina

Dias pos 100mg/kg (G4 P
choque térmico Controle com choque térmico
choque térmico + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3)

1 (n=3) 1,93+0,14 2,18+0,22 1,80+0,32 2,06+0,68 0,5254

3 (n=3) 2,10+£0,32 2,16 £0,13 2,10+0,16 161+0,21 0,0784

7 (n=3) 2,31+£0,36 2,17+0,26 1,87 +0,18 2,15+0,23 0,2401

15 (n=3) 2,17+0,19 2,09 +£0,22 1,90+ 0,28 2,10+£0,23 0,5921

30 (n=3) 2,47 £ 0,25 2,89+ 0,005 2,18+0,40 3,10+£1,01 0,4555

60 (n=3) 2,17+0,38 2,60+1,11 2,51+0,17 3,00+0,86 0,6399

n = NUmero de animais ap06s tempo de exposic¢ao. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados
durante 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 4. Peso da Prostata (g) de ratos Wistar controle e submetidos a choque térmico
testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5,
7, 15, 30 e 60 dias p6s-choque térmico (Média * desvio padrdo). Os animais do grupo
50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados por 30 dias com pentoxifilina antes do choque
térmico.

De acordo com a tabela e figura 5, podemos observar que ndo houve diferenca
significativa entre os diferentes tratamentos nos tempos experimentais com relacdo ao peso da
glandula seminal. No entanto foi observado, no terceiro dia p6s-choque térmico, nos animais
50mg/kg tendéncia a reducdo no peso da glandula seminal no grupo submetido ao choque
térmico testicular e uma tendéncia ao aumento do peso da glandula seminal nos grupos,
choque térmico, 50mg e 100mg de pentoxifilina aos 60 dias em relacdo ao grupo controle.

A atividade da prostata e glandula seminal, no individuo adulto possui intima
correlacdo com os niveis de andrdgenos, principalmente a testosterona testicular, uma vez que
a orquiectomia ou drogas com atividades farmacologicas anti-androgénicas promovem atrofia
das glandulas sexuais acessorias (NERI, 1989; LUKE e COFFEY, 1994; TUCKER e JONES,
1996; ISWARAN et al., 1997). Por outro lado, 0 aumento dos niveis séricos de testosterona e
androgenos de outras fontes podem produzir hiperplasia ou hipertrofia de glandulas sexuais
acessorias (BRUENGGER et al., 1986, MCGINNIS et al., 2002). A capacidade secretora de
testosterona ndo é correlacionada com o numero de células de Leydig por grama de testiculo,
volume de vasos sangiiineos, forma alongada das células ou macrofagos e, sim com o volume

destas células e com o seu nimero por testiculo (SILVA JUNIOR, 2000).



Neste trabalho os diferentes protocolos experimentais ndo produziram alteragcdes nos
pesos da prostata e glandula seminal. Por outro lado, o volume total de células de Leydig,
apresentou tendéncia a reducdo deste pardmetro nos animais submetidos a choque térmico
tratados ou ndo com pentoxifilina. Sabendo-se da relacdo androgeno-dependente da prdstata,
da vesicula seminal € provavel que a reducdo do peso, principalmente da préstata poderia
estar relacionada a capacidade produtora de testosterona nos animais tratados. Entretanto,
apesar da reducdo volumetrica das células de Leydig observada nos animais submetidos ao
choque térmico e da tendéncia de reducéo dos niveis de testosterona nestes mesmos animais,

isto parece ndo ter afetado o peso prostatico e da vesicula seminal.

Tabela 5. Peso da Glandula Seminal (g) de ratos wistar controle e submetidos a choque
térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 1, 3,
5,7, 15, 30 e 60 dias pds choque térmico (Média + desvio padrao).

Grupos experimentais

choque térmico

+ Pentoxifilina P
Dias pos 100mg/kg (G4)
choque térmico Controle com choqgue térmico

choque térmico + Pentoxifilina

Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3)
1 (n=3) 1,71+£0,21 1,58 £ 0,26 229+089 163+0,10 0,8395
3 (n=3) 1,65+ 0,22 1,87+0,10 164+0,25 158+0,24 0,0502
7 (n=3) 1,84 £ 0,27 1,77 £ 0,32 159+0,12 1,83+0,08 0,3467
15 (n=3) 1,87 £0,30 1,73+£0,32 157+0,04 1,70+0,03 0,2916
30 (n=3) 2,10 £ 017 1,64 £ 0,47 1,76 £0,40 1,88+0,24 0,4784
60 (n=3) D,09 0,0502
n = Ndmero 2,50 de animais apods
240 - —— Controle —— Controle HS .
tempo de 030 | =O—50mglkg —=—100mglkg €Xposicao. Os
animais  do 220 | grupo 50mg/kg e
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Figura 5. Peso da Vesicula (g) de ratos Wistar controle e submetidos a
choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de
pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias pds-choque
térmico (Média * desvio padrdo). Os animais do grupo 50mg/kg e
100mg/kg foram pré-tratados por 30 dias com pentoxifilina antes do

choque térmico.

De acordo com a tabela e figura 6 ocorreu uma reducdo significativa do volume total

de células de Leydig no grupo submetido a choque térmico e tratado 50mg/kg com

pentoxifilina em relacdo ao controle no 7° dia do periodo experimental. Também foi

observado que aos 30 dias ocorreu diminuicao significativa entre nos animais tratados com

100mg/kg de pentoxifilina pds-choque térmico e os animais do grupo controle. Na figura 6 é

possivel observar que os grupos submetidos ao choque térmico apresentaram, de maneira

geral, uma tendéncia a reducdo no volume total das células de Leydig.

Tabela 6. Volume total das células de Leydig (uL) de ratos wistar controle e submetidos a
choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados
com 1, 3,5,7,15, 30 e 60 dias pos-choque térmico (Média £ desvio padréo).

Grupos Experimentais

Dias pos
choque térmico Controle com  choque térmico  choque térmico P
choque térmico  + Pentoxifilina  + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
1 (n=3) 66,8 + 33,5 43,6 + 25,7 19,8 +5,8 31,5+2,0 0,1507
3 (n=3) 63,7+ 15,6 26,3+17,3 20,6 £8,5 19,0+4,3 0,0681
7 (n=3) 71,7 £ 16,8a 33,0+ 11,9ab 19,6 £4,7b 27,5+ 5,6ab 0,0234
15 (n=3) 30,0+5,9 28,4+ 14,9 255+7,9 191+54 0,3918
30 (n=3) 86,1 + 35,0a 40,5 + 11,4ab 34,5 + 1,6ab 1694090  0,0044
60 (n=3) 41,9+277 28,3+9,6 154+73 195+104  0,1555

n = NUmero de animais ap06s tempo de exposi¢do. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados
durante 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05
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Figura 6. Volume total das células de Leydig (uL) de ratos Wistar controle e
submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de
pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias p6s-choque térmico

De acordo com a tabela e figura 7 ndo se observou diferenca significativa no volume
total de epitélio seminifero entre os tratamentos nos diferentes tempos experimentais.
Contudo, observou-se uma tendéncia a reducdo do volume total de epitélio seminifero nos
animais que sofreram choque térmico e ndo foram tratados com pentoxifilina, como também
naqueles que foram tratados com 50mg e 100mg de pentoxifilina, quando comparados com o

grupo controle o qual apresenta constancia neste parametro ao longo do periodo experimental.

Tabela 7. Volume total de epitélio seminifero (uL) de ratos wistar controle e submetidos a
choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados
com1,3,5,7, 15, 30 e 60 dias pds-choque térmico (Média + desvio padréo).

Grupos Experimentais

Dias pos
choque
térmico Controle com
choque térmico  choque térmico  choque térmico
Controle (G1) (G2) + Pentoxifilina + Pentoxifilina
50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4) P
1 (n=3) 1242,6 +81,1 1231,9 £162,3 1117,8 £ 27,7 1178,0+ 83,7 0,4226
3 (n=3) 1153,8 + 67,4 941,5 +343,0 1222,6 +20,1 1057,8 +101,1 10,4555
7 (n=3) 1196,3 + 238,6 11175+ 167,7 1115,5 + 88,3 1134,2+100,8 0,9855
15 (n=3) 1260,6 + 12,4 1248,8 + 299,9 1015,7 + 157,6 1064,6 +107,7 0,1748
30 (n=3) 1195,4 +197,5 1191,5 + 286,4 1148,8 + 282,1 1069,0+32,6  0,9006
60 (n=3) 1241,3 + 88,8 977,7 +£226,7 899,2 +228,8 1063,5+161,3 0,3333

n = NUmero de animais ap0s tempo de exposi¢ao. Os animais do grupo G3 e G4 foram pré-tratados por 30 dias
com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.



Como podemos observar na tabela 8, ndo houve diferenca significativa no limen
tubular entre os tratamentos dos diferentes tempos experimentais. Contudo de acordo com a
figura 8, notou-se uma tendéncia a reducédo no 7° dia neste parametro volumétrico em animais

controle, nos que sofreram choque térmico e ndo foram tratados e, nos tratados com 50mg e

Volume total de Epitélio seminifero [pL)
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Tabela 8. Ldmen tubular (uL) de ratos wistar controle e submetidos a choque térmico
testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7,

15, 30 e 60 dias p6s choque térmico (Média + desvio padrdo).

Grupos Experimentais

Figura 7. Volume total de Epitélio seminifero (L) de ratos Wistar controle e
submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses
de pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias pds-choque
térmico.

Dias po6s
choque térmico Controle com  choque térmico  choque térmico P
choque térmico  + Pentoxifilina + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
1 (n=3) 158,6 + 44,2 148,0 £ 49,0 187,3+ 13,5 1735+125 0,4373
3 (n=3) 129,7 +58,9 164,4 £ 90,4 197,4 £ 32,2 162,8 + 29,4 0,6490
7 (n=3) 1216 +27,5 123,8 £43,8 147,7+ 29,0 137,1+5,7 0,7297
15 (n=3) 159,6 + 50,2 158,4 + 80,6 108,6 £ 12,9 160,0 + 27,6 0,5144
30 (n=3) 132,3 + 46,7 68,2 + 48,0 107,4 + 54,2 178,5 + 36,7 0,1818
1772+ 274 134,2 £ 55,6 137,9 + 46,2 111,4+259 0,3040

60 (n=3)




n = NUmero de animais ap0s tempo de exposic¢do. Os animais do grupo G3 e G4 foram pré-tratados por 30 dias
com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 8. Lamen tubular (uL) de ratos Wistar controle e submetidos a
choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de
pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias pds-choque térmico.

De acordo com a tabela 9, podemos observar que ndo ocorreu variacdo significativa
entre os diferentes grupos experimentais com relacdo ao volume da tdnica propria do tubulo
seminifero. Contudo foi observado ao longo dos dias 1, 3, 7, 15, 30 e 60 p6s-choque térmico
que os animais submetidos a choque térmico testicular e tratados com pentoxifilina,
apresentaram tendéncia a constancia no volume da tanica préopria do tabulo seminifero, além

do que foram relativamente inferiores ao grupo controle, como mostra a figura 9.

Tabela 9. Tanica prépria do tabulo seminifero (ul) de ratos wistar controle e submetidos a
choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados
com 1, 3,5,7,15, 30 e 60 dias pos-choque térmico (Média £ desvio padrdo).

Grupos Experimentais

Dias pos
choque térmico Controlecom  choque térmico choque térmico P
choque térmico  + Pentoxifilina  + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3)  100mg/kg (G4)
1 (n=3) 35,0 £55,3 1,7+0,8 29+172 32+19 0,5921
3 (n=3) 12,0+12,8 1,9+0,8 36+19 19+0,8 0,0681
7 (n=3) 3,0+£23 35+20 42+3,0 54+38 0,9349



15 (n=3) 23+272 1,8+12 26+1,8 36+17 0,6399

30 (n=3) 32,7+41,0 2,6+1,7 42+26 1,9+1,6 0,0394

60 (n=3) 58+4,6 31+24 29+15 1,9+16 0,5790
n = Ndmero de animais apds tempo de exposi¢do. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg
foram preé-tratados por 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na
mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 9. Tunica prépria do tubulo seminifero (ul) de ratos Wistar controle e
submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses
de pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias pds-choque
térmico.

Observa-se na tabela e figura 10 que ndo ocorreu variacdo significativa entre 0s
parametros dos diferentes grupos experimentais com relacdo aos tObulos seminiferos.
Contudo, observou-se uma tendéncia a reducdo do volume total de tabulo seminifero nos
animais que sofreram choque térmico e ndo foram tratados com pentoxifilina, como também
naqueles que foram tratados com 50mg e 100mg de pentoxifilina, quando comparados com o
grupo controle o qual apresenta constancia neste parametro ao longo do periodo experimental.

Os tubulos seminiferos sdo constituidos por tdnica prépria (células midides e
membrana basal), epitélio germinativo ou seminifero e lume tubular (KARL e CAPEL, 1998).

O compartimento tubular constitui a maior parte do testiculo, ocupando na maioria dos
mamiferos, de 70 a 90%, bem como o volume de tabulos seminiferos tem correlagdo direta
com pardmetros testiculares, como comprimento tubular, producdo espermaética e populacao
de células de Sertoli (FRANCA e RUSSELL, 1998). Portanto, neste trabalho pode-se
constatar que o choque térmico promoveu uma tendéncia de reducdo no volume total dos
tubulos seminiferos mesmo nos animais tratados com pentoxifilina apds o choque térmico.
Por outro lado, a dose de 100mg/Kg mostrou-se mais eficiente para modificar os parametros

descritos anteriormente trazendo-0s mais proximos da referéncia do grupo controle.



Tabela 10. Tubulos seminiferos (ul) de ratos wistar controle e submetidos a choque térmico
testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7,

15, 30 e 60 dias pos-choque térmico (Média £ desvio padréo).

Grupos Experimentais

Dias pos
choque
térmico Controle com  choque térmico  choque térmico
choque térmico + Pentoxifilina + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
1 (n=3) 1436,2 + 73,9 1381,7 £ 175,0 1308,0 + 93,8 1354,8 + 93,8 0,4373
3 (n=3) 1295,5+138,9 1107,9 + 426,2 1426,3 + 89,1 1222,6 +124,9 0,3634
7 (n=3) 1320,9 + 253,0 12447 +125,8 1267,5+ 316,4 1276,7 £ 105,6 0,9672
15 (n=3) 1422,6 + 39,6 1409,0 + 309,9 1126,9 +147,0 1228,2 +118,0 0,2244
30 (n=3) 1360,4 + 263,0 1262,3 + 323,9 1260,4 + 301,7 1249,8 + 51,6 0,9006
60 (n=3) 1424,4 + 73,2 1115,1 +226,9 1050,1 + 274,8 1176,8 +178,7 0,1112

n = Numero de animais apds tempo de exposi¢do. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados
durante 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 10. Tubulos seminiferos (ul) de ratos Wistar controle e submetidos a choque
térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados
com 1, 3,5, 7,15, 30 e 60 dias pds-choque térmico.

Como podemos observar na tabela 11, ndo houve diferenca significativa nos vasos

sanguineos testiculares (ul) de ratos Wistar controle e submetidos a choque térmico testicular,

tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina.



Tabela 11. Vasos sanguineos testiculares (ul) de ratos wistar controle e submetidos a choque
térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 1, 3,
5,7, 15, 30 e 60 dias pds-choque térmico (Média + desvio padrao).

Grupos Experimentais

Dias pos
choque térmico Controle com  choque térmico  choque térmico P
choque térmico  + Pentoxifilina  + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
1(n=3) 22,0+21,0 42,2 + 28,8 79+272 17,8+12,9 0,3918
3 (n=3) 35,0+ 19,2 33,7+ 28,2 33,3+24,1 7,7+5,3 0,5144
7 (n=3) 359+75 36,8+ 26,0 32,1+17,1 34,3+12,6 0,9953
15 (n=3) 10,3+ 9,6 16,4+125 33,9+20,5 30,6 £ 18,7 0,3200
30 (n=3) 28,3+6,0 111476 32,5+ 27,4 16,8 + 18,8 0,5921
60 (n=3) 98+77 11,8+5,7 21+0,8 18,8+21,1 0,0788

n = Numero de animais apds tempo de exposi¢do. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados
por 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.

De acordo com a tabela e figura 12, podemos observar que no 7° dia ocorreu
diminuicdo significativa do volume total do espaco linfatico entre nos animais tratados com

100mg/kg de pentoxifilina p6s-choque térmico e os animais do grupo controle.

Tabela 12. Espaco linfatico (ul) do parénquima testicular de ratos wistar controle e
submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina,
e avaliados com 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias p6s-choque térmico (Média + desvio padrdo).

Grupos Experimentais

Dias pos
choque térmico Controlecom  choque térmico  choque térmico P
choque térmico  + Pentoxifilina  + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
1 (n=3) 148,9 + 32,7 1495+73,4 157,1+19,4 119,6 £ 38,1 0,6490
3 (n=3) 157,8 + 135,9 78,5 + 28,3 89,8 + 48,3 121,9+ 25,9 0,6958
7 (n=3) 182,7 + 58,4a 97,2+ 17,3 ab 58,3+ 13,7b 97,8+4,2ab  0,0069
15 (n=3) 148,4 + 18,6 129,0 + 86,4 86,7 + 14,1 90,2+ 45,0 0,4090
30 (n=3) 124,0 + 56,8 141,4+ 16,5 106,0 + 29,2 88,4+ 10,5 0,1748
60 (n=3) 160,1+19,1 106,3 + 50,1 98,0+ 34,6 112,0 + 46,8 0,3634

n = NUmero de animais ap0s tempo de exposi¢ao. Os animais do grupo G3 e G4 foram pré-tratados por 30 dias
com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 12. Espaco linfatico (ul) do parénquima testicular de ratos Wistar controle e
submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de
pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias p6s-choque térmico.

Observa-se na tabela e figura 13 que ndo ocorreu variacdo significativa entre 0s
parametros dos diferentes grupos experimentais com relacdo ao volume liquido do testiculo.
Contudo, observou-se uma tendéncia discreta a reducdo do volume liquido do testiculo nos
animais que sofreram choque térmico e ndo foram tratados com pentoxifilina, como também
naqueles que foram tratados com 50mg e 100mg de pentoxifilina, quando comparados com o
grupo controle o qual apresenta constancia neste parametro ao longo do periodo experimental.

Camundongos expostos a ambientes ndo aclimatados com temperatura em torno de
35°C tiveram queda de peso testicular no periodo de 4 dias (MEISTRICH et al., 1973) e ratos
aclimatados durante 3 meses em ambiente de 35°C tiveram severamente afetados cerca de
20% dos tubulos seminiferos, muito embora os tubulos restantes parecessem normais (SOD-
MORIAH et al., 1974). Da mesma forma, exposicao de carneiros a ambientes quentes durante
14 dias causou reducdo do peso testicular em cerca de 70% (GOMES et al., 1971). Os efeitos
do calor sobre o testiculo sdo bastante patentes quanto as suas conseqléncias, contudo neste
experimento o uso da pentoxifilina parece ter minimizado estes efeitos nos animais tratados

com a pentoxifilina.

Tabela 13. Volume liquido do testiculo (uL) do parénquima testicular de ratos wistar controle
e submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina,
e avaliados com 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias pds-choque térmico (Média + desvio padrao).



Grupos Experimentais

Dias pos
choque térmico Controle com choque térmico  choque térmico P
choque térmico + Pentoxifilina + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
1 (n=3) 1679,9 + 141,6 1617,5+ 1384 14929+ 44,2 1524,0 £ 114,9 0,3078
3(n=3) 1552,1 + 115 1246,7 £ 472,9 1567,8 + 92,2 1371,3+1034 0.4014
7 (n=3) 1611,3 + 206,2 1411,8 + 1654 1377,6 +331,9 1436,8 + 98,2 0,5852
15 (n=3) 1611,3+41,2 1249,8 + 415,2 1290,3+ 1415 1368,2 £ 99,1 0,2773
30 (n=3) 1598,8 + 312,5 1455,5 + 348,0 1433,7 + 294,8 1371,3 + 66,3 0,7850
60 (n=3) 1636,2 + 98,5 1262,2 + 286,2 1165,6 + 284,6 1327,7+1226  0,1206

n = Ndmero de animais apds tempo de exposi¢do. Os animais do grupo 50mg/kg3 e 100mg/kg foram pré-tratados

por 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 13. Volume liquido do testiculo (uL) do parénquima testicular de ratos
Wistar controle e submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com
diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias pos-
choque térmico.

Podemos observar na tabela 14 que n&o houve diferenca significativa entre os

diferentes tratamentos nos tempos experimentais Na figura 14 & possivel observar que os

grupos submetidos ao choque térmico e tratados com 50mg e 100mg pos-choque térmico

apresentaram tendéncia de aumento no nimero de espermatogonia por secgdo transversal de

tubulo seminifero no estagio VII.

Tabela 14. Numero de espermatogobnia por sec¢édo transversal de tubulo seminifero no estagio
VIl do ciclo do epitélio seminifero de ratos wistar controle e submetidos a choque térmico



testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 30 e 60 dias
po6s-choque térmico (Média + desvio padrdo).
Grupos Experimentais

Dias pos
choque térmico Controle com  choque térmico  choque térmico P
choque térmico  + Pentoxifilina  + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
30 (n=3) 0,28 + 0,07 0,31+0,06 0,41+0,08 0,27 +0,12 0,2677
60 (n=3) 0,20+0,01 0,25+ 0,05 0,40+0,18 0,39+0,13 0,1500

n = NUmero de animais ap6s tempo de exposicdo. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados
por 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 14. Nimero de espermatogdnia por sec¢do transversal de tdbulo seminifero
no estagio VII do ciclo do epitélio seminifero de ratos Wistar controle e submetidos a
choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina e
avaliados com 30 e 60 dias p6s-choque térmico.

Como podemos observar na tabela 15, ndo houve diferenca significativa no nimero de
célula de Sertoli por seccdo transversal de tubulo seminifero no estagio VII, entre os
diferentes tratamentos nos tempos experimentais. Na figura 15 é possivel observar que 0s
grupos controle e submetidos ao choque térmico, ocorre uma constancia deste parametro.
Contudo os grupos 50mg e 100mg apresentam uma tendéncia a igualdade nos parametros do
numero de célula de Sertoli por seccdo transversal de tabulo seminifero no estagio VII.

Tabela 15. Numero de célula de Sertoli por seccéo transversal de tdbulo seminifero no estagio
VIl do ciclo do epitélio seminifero de ratos wistar controle e submetidos a choque térmico



testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 30 e 60 dias
p6s-choque térmico (Média + desvio padrdo).
Grupos Experimentais

Dias pos
choque P
térmico Controle com choque térmico choque térmico
choque térmico + Pentoxifilina + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
30 (n=3) 9,03 + 1,64 11,18 + 1,84 10,08 + 2,17 10,84 + 3,44 0,7044
60 (n=3) 8,85+1,72 8,94 + 2,07 11,15+ 1,62 11,52 +2,26 0,2622

n = NUmero de animais apds tempo de exposi¢do. Os animais do grupo G3 e G4 foram pré-tratados por 30 dias
com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 15. NUmero de célula de Sertoli por sec¢do transversal de tubulo seminifero no
estdgio VIl do ciclo do epitélio seminifero de ratos Wistar controle e submetidos a
choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e
avaliados com 30 e 60 dias pos-choque térmico.

Observar-se na tabela e figura 16, que ndo houve diferenca significativa do nimero de
espermatides arredondadas por secgédo transversal de tubulo seminifero no estagio VII do
ciclo do epitélio seminifero de ratos Wistar, entre os diferentes tratamentos nos tempos

experimentais.

Tabela 16. Nimero de espermatides arredondadas por sec¢do transversal de tdbulo seminifero
no estagio VII do ciclo do epitélio seminifero de ratos wistar controle e submetidos a choque
térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 30 e
60 dias pos-choque térmico (Média + desvio padrdo).

Grupos Experimentais




Dias pos
choque térmico Controle com choque térmico  choque térmico P
choque térmico  + Pentoxifilina  + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
30 (n=3) 75,80 £ 11,53 66,44 + 10,07 76,04 £ 6,11 87,17 £ 9,65 0,1469
60 (n=3) 72,89 £ 8,22 57,39 £ 18,00 58,66 + 3,19 73,98 +7,32 0,1788

n = Ndmero de animais apds tempo de exposigdo. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados
por 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 16. Numero de espermétides arredondadas por seccdo transversal de tabulo
seminifero no estigio VII do ciclo do epitélio seminifero de ratos Wistar controle e
submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de
pentoxifilina, e avaliados com 30 e 60 dias pés-choque térmico.

De acordo com a tabela e figura 17, podemos observar que ndo houve diferenca
significativa no numero de espermatocitos | em paquiteno entre os diferentes tratamentos nos
tempos experimentais. No entanto foi observada aos 60 dias, no grupo que sofreu choque
térmico, uma tendéncia a redugcdo no nimero de espermatdcitos | em paquiteno em relacdo ao
grupo controle, bem como, em rela¢do aos grupos experimentais tratados com 50mg e 100mg
de pentoxifilina, ressaltando que o grupo 50mg manteve o nimero de espermatdcitos | em
paquiteno por seccdo transversal de tubulo seminifero no estagio VII de ratos Wistar

constantes quando comparados ao grupo controle.

Tabela 17. Numero de espermatécitos | em paquiteno por seccdo transversal de tubulo
seminifero no estagio VII de ratos wistar controle e submetidos a choque térmico testicular,
tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 30 e 60 dias p6s-choque
térmico (Média + desvio padrdo).

Grupos Experimentais




Dias pos
choque térmico Controle com  choque térmico  choque térmico P
choque térmico  + Pentoxifilina  + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
30 (n=3) 25,49+ 0,88 26,51+ 2,36 25,55 + 2,54 26,91+1,19 0,7433
60 (n=3) 26,37 + 3,54 22,93 +2,88 26,54 +5,45 24,50+ 2,61 0,6268

n = NUmero de animais ap6s tempo de exposicdo. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados
por 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 17 Numero de espermatocitos | em paquiteno por seccdo transversal de
tibulo seminifero no estagio VII de ratos Wistar controle e submetidos a choque
térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados
com 30 e 60 dias p6s-choque térmico.

Observa-se na tabela e figura 18 que ndo houve diferenca significativa no namero de
espermatdcitos | em pré-leptéteno de tibulo seminifero no estagio VII de ratos Wistar entre
os diferentes tratamentos nos tempo experimental de 30 dias. No entanto foi observada uma
reducdo no numero de espermatocitos | em pré-leptoteno de tabulo seminifero no estagio VII
aos 60 dias o grupo que sofreu choque térmico e foi tratado com 50mg de pentoxifilina em
relacdo ao grupo tratado com 100mg. E importante salientar que os valores espermatdcitos |
em pré-leptoteno de tubulo seminifero no estagio VII aos 30 e 60 dias apresentaram tendéncia
de aumento em relacdo aos demais grupos nos mesmos periodos.

Tabela 18. Numero de espermatdcitos | em pré-leptéteno de tbulo seminifero no estagio VII
de ratos wistar controle e submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com



diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 30 e 60 dias pos-choque térmico (Média +
desvio padrdo).

Grupos Experimentais

Dias pos
choque térmico Controlecom  choque térmico  choque térmico P
choque térmico  + Pentoxifilina  + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
30 (n=3) 19,92 +£1,41 19,27 £ 2,28 19,05 + 2,62 21,72 £0,23 0,3549
60 (n=3) 19,71 £ 0,49ab 16,28 + 3,83ab 15,19 £ 1,50a 2257 +3,17b  0,0309

n = NUmero de animais apds tempo de exposicdo. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados
por 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 18. Numero de espermatécitos | em pré-leptéteno de tlbulo seminifero no
estdgio VII de ratos Wistar controle e submetidos a choque térmico testicular,
tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 30 e 60 dias
po6s-choque térmico.

De acordo com a tabela 19 e figura de mesma numeracdo, podemos observar que néo
houve diferenca significativa no indice de Célula de Sertoli (ICS) por sec¢do transversal de
tubulo seminifero entre os diferentes tratamentos nos tempos experimentais. No entanto foi
observada, no grupo submetido a choque térmico aos 60 dias, uma tendéncia a reducdo no
indice de Célula de Sertoli (ICS) por seccdo transversal de tabulo seminifero e que o grupo
tratado com 100mg/kg de pentoxifilina aos 30 dias, apresentou 0 mesmo valor de indice de
Célula de Sertoli (ICS) por seccéo transversal de tdbulo seminifero, quando comparado ao
grupo controle. O indice de células de Sertoli reflete a eficiéncia funcional desta célula, como
também a eficiéncia da producdo espermaética por unidade de area de tubulos seminiferos,

expressa pela relacdo entre o nimero de espermatides alongadas, suportadas pelas células de



Sertoli (RUSSELL e PETERSON, 1984; SINHA-HIKIN et al., 1989). Esta manutencdo pode
ser justificada nos animais do grupo tratado com 100mg/kg aos 30 dias em relagdo ao controle
devido a acdo da pentoxifilina. Além disso, a manutencdo do numero de espermatides
arredondadas neste grupo em relacdo ao controle também justifica a manutencdo na

capacidade de suporte das células de Sertoli.

Tabela 19. indice de Célula de Sertoli (ICS) por seccdo transversal de tubulo seminifero de
ratos wistar controle e submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes
doses de pentoxifilina, e avaliados com 30 e 60 dias pds-choque térmico (Média = desvio
padréo).

Grupos Experimentais

Dias pos
choque térmico Controle com choque térmico  choque térmico P
choque térmico + Pentoxifilina + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
30 (n=3) 8,42 £ 0,32 6,17 £2,10 7,85+2,15 8,40 + 1,67 0,4651
60 (n=3) 8,36 £1,33 6,79 £ 3,30 7,53 +£0,80 6,53 £ 0,93 0,4090

n = NUmero de animais apds tempo de exposi¢do. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados
por 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 19. indice de Célula de Sertoli (ICS) por seccdo transversal de tdbulo
seminifero de ratos Wistar controle e submetidos a choque térmico testicular,
tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 30 e 60 dias
pos-choque térmico.



Como podemos observar na tabela e figura 20, ndo houve diferenca significativa no
namero de células que sofreram apoptose por seccdo transversal de tubulo seminifero de ratos
Wistar entre 0s grupos experimentais, controle, os que sofreram choque térmico e os tratados
nos diferentes tempos 1, 3, 7 e 15 dias. Contudo, foi observada forte diferenca estatistica nos
tempos experimentais de 30 e 60 dias, onde 0s animais que sofreram choque térmico e foram
tratados com 50mg/kg e 100mg/kg pentoxifilina, apresentaram menor quantidade de células
apoptoticas por seccdo transversal de tdbulo seminifero em relagdo aos animais que sofreram
choque térmico. Além disso, fica evidente que os animais que foram submetidos a choque
térmico apresentaram um quantitativo maior em apoptose por seccdo transversal de tubulo
seminifero. No entanto ndo foi observada nenhuma uma diferenca estatistica entre 0s animais
controle e aqueles submetidos ao choque térmico e tratado com 50mg/Kg ou 100mg/Kg de
pentoxifilina. Ainda é importante ressaltar que os animais submetidos ao choque térmico
testicular apresentaram aumento no nimero de células apoptoticas por seccdo transversal de
tibulo seminifero em relacdo aos animais controle aos 30 e 60 dias.

A apoptose € a morte celular programada que envolve a acdo de multiplas cinases e
cisteina proteases, conhecidas por caspases, as quais clivam varios substratos alvos dentro da
celulas. Esta forma de morte células € um suicidio geneticamente controlado, caracterizado pela
clivagem do DNA e que ndo produz reacdo inflamatéria (DORSTYN et al 1998; EARNSHAW
et al 1999; WOLF e GREEN 1999).

Segundo Khan e Brown (2002) o aumento de temperatura desencadeia a apoptose em
populacdes celulares do testiculo e timo em divisdo, mas ndo promove este efeito em células
maturas pds-mitdticas. Em testiculos submetidos a estresse térmico, 0s espermatocitos se
apresentaram como o tipo celular mais susceptivel e foram temporalmente relacionadas a

expressao de HSP70.1 HSP70.2 e a marcacdo para apoptose pelo método de TUNEL.



Tabela 20. Namero de células em apoptose por seccdo transversal de tdbulo seminifero de
ratos wistar controle e submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes
doses de pentoxifilina, e avaliados com 30 e 60 dias pds-choque térmico (Média + desvio
padréo).

Grupos Experimentais

Dias pos
choque térmico Controle com  choque térmico  choque térmico P
choque térmico  + Pentoxifilina  + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
1(n=3) 70,07 + 18,68 65,23+ 18,80 70,60 + 5,54 57,43+ 8,15 0,5460
3 (n=3) 64,6 £13,31 58,37 + 8,80 74,57 + 11,72 59,34 + 6,60 0,3918
7 (n=3) 58,0+9,0 74,13 +21,89 56,6 + 30,1 71,30+ 14,49 0,5898
15 (n=3) 64,3 + 10,85 93,34 + 16,02 77,27 + 15,57 61,47 + 21,53 0,2087
30 (n=3) 58,47 + 8,73ac 99,9 +8,71b 78,73 +7,75abc 59,53 + 7,65¢ 0,0020
60 (n=3) 55,53 +8,8lac 88,13 +£10,90b 39,86 +9,31c 39,4 +16,91cd 0,0152

n = NUmero de animais ap0s tempo de exposic¢do. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados

por 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 20 A. Ndmero de células em apoptose por sec¢do transversal de tdbulo seminifero de ratos Wistar
controle e submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e
avaliados com 1, 3, 7, 15, 30 e 60 dias pds-choque térmico.

Figura 20 B. Evolucdo do nimero de células apoptéticas por seccdo transversal de tibulo seminifero de ratos
Wistar controle e submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina,
e avaliados com 1, 3, 7, 15, 30 e 60 dias p6s-choque térmico.

Como mostra a tabela e figura 21, que ndo encontramos diferenca significativa entre
os diferentes tratamentos nos tempos experimentais no didmetro tubular. No entanto foi
observado, ao longo do periodo experimental po6s-choque térmico, uma constancia no
diametro tubular. Entretanto, torna-se importante ressaltar que os didmetros ndo sofreram
alteracdes significativas entre os grupos controle e tratados pds-choque térmico.

O diametro tubular e a altura do epitélio refletem diferentes graus da atividade do
epitélio seminifero, quer por influéncia sazonal (ABDEL-RAOUF et al., 1975; PARREIRA,
1990; SINHA HIKIN et al., 1991; RUSSELL et al., 1994; MUNOZ et al., 1998), quer por
estabelecimento da puberdade (FRANCA e CARDOSO, 1988; JONES, 1997), quer por
efeitos deletérios da idade avancada (WANG et al., 1993; PAULA e CARDOSO, 1994;
NIPKEN e WROBEL, 1997), quer por efeitos de drogas bociogénicas (VAN HAASTER et
al., 1992; HESS et al., 1993; COOKE et al., 1994; MEISAMI et al., 1994; KIRBY et al.,
1996), quer por efeito de hormdénios gonadotroficos enddgenos e exdgenos (PUTRA e
BLACKSHAW, 1985; KOSCO et al., 1989, SWANLUND et al., 1995), o que os tornam
parametros importantes na avaliacdo quantitativa da espermatogénese, uma vez que existe
uma correlacdo positiva entre o diametro tubular e a atividade espermatogénica do testiculo
(FRANCA e RUSSELL, 1998). De acordo com Franca e Russell (1998), o diametro tubular
médio ndo sofre mudancas significativas ap6s o estabelecimento da maturidade sexual e
permanece aparentemente constante ao longo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero em
uma dada espécie, mesmo ocorrendo variacdes expressivas, interespecificas e raciais.

A reducdo do didmetro tubular € um fenémeno esperado quando se expde o testiculo a
estresse oxidativo por substancias toxicas, pelo calor, em auséncia de descenso testicular e em
animais senis (KUMAGAI et al., 2002; MORALES et al., 2004; CHANDRA et al., 2010).

Apesar que, neste experimento ndo ter sido observada redugdo do didmetro tubular,

nos podemos relacionar este feito ao pequeno numero de animais utilizados.

Tabela 21. Diametro tubular (um) de ratos wistar controle e submetidos a choque térmico
testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7,
15, 30 e 60 dias pds-choque térmico (Média + desvio padrao).



Grupos Experimentais

Dias pos
choque
térmico Controle com choque térmico  choque térmico
choque térmico + Pentoxifilina + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
1 (n=3) 302,0+22,5 312,9+7,0 320,5+ 46,4 323,1+20,0 0,6098
3 (n=3) 310,0+ 75 278,7+51,9 325,1+15,1 2995+55 0,2684
7 (n=3) 319,1+£25 302,1+£127 309,8 £ 23,4 328,7+ 30,4 0,3613
15 (n=3) 270,9+ 14,3 304,9 £53,3 315,6 +£ 36,2 313,8+37,8 0,4090
30 (n=3) 331,5+47,9 348,6 £ 61,2 362,7+ 33,5 351,8+ 73,7 0,7127
60 (n=3) 303,7+44,8 296,9 £59,4 338,3+59,3 331,7+334 0,5790

n = NUmero de animais apds tempo de exposi¢do. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados
por 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 21. Diametro tubular (um) de ratos Wistar controle e submetidos a choque
térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e
avaliados com 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias pds-choque térmico.

De acordo com a tabela 22 e figura de mesma numeracao, podemos observar que nao
houve diferenga significativa entre os diferentes tratamentos nos tempos experimentais, no
que diz respeito a altura do epitélio. No entanto foi observada, no terceiro dia pds-choque
térmico, uma reducgdo significativa na altura do epitélio seminifero no grupo submetido ao
choque térmico testicular em relacdo aos animais do grupo controle. Entretanto, torna-se
importante ressaltar que durante o periodo experimental os animais submetidos ao choque
térmico testicular e tratados com 50mg e 100mg apresentaram manutencdo na altura do
epitélio nos dias 3 e 7. No 15° e 30° dias 0s animais apresentaram uma convergéncia na altura

do epitélio em todos os tratamentos. Contudo, no final do periodo experimental, aos 60 dias,



constatamos que os animais tratados com 50mg e 100mg de pentoxifilina pés-choque térmico
tiveram uma tendéncia de melhora da altura de epitélio seminifero, superior aos animais
submetidos ao choque térmico.

No presente experimento, a manutencdo da altura o epitélio seminifero nos amimais
tratados com pentoxifilina na dosagem de 50mg/kg e 100mg/kg na maioria dos tempos
estudados apontam para o provavel efeito desta metilxantina como farmaco capaz de inibir os
efeitos degenerativos do choque térmico sobre o testiculo. Esta possibilidade, de acordo com
Teruya et al. (2008), pode relaciona-se ao fato que a PTX tem mdultiplas propriedades
hemorreoldgicas tais como: aumentar o AMP ciclico intracelular nas células vermelhas
aumentando a liberacdo de oxigénio em tecidos isquémicos e aumentar a producdo e AMP
ciclico em polimorfonucleares e reduzir a producdo de radiais livres. Além disso, a PTX
limita as respostas inflamatorias como reducdo da ativacdo celular, fagocitose e adesdo
endotelial e destruicdo de tecidos pelo 6xido nitrico. Este farmaco também pode ter surtido
neste experimento, o mesmo efeito observado por Savas et al.(2002), onde os danos tissulares

decorrentes da injuria de reperfusdo testicular foram atenuados.

Tabela 22. Altura de epitélio (um) de ratos wistar controle e submetidos a choque térmico
testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7, 15,
30 e 60 dias pds-choque térmico (Média + desvio padrédo).

Grupos Experimentais

Dias pés
choque p
térmico Controle com choque térmico choque térmico
choque térmico + Pentoxifilina + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
1(n=3) 112,6 + 10,4 96,5+4,4 103,0+2,1 103,0+ 8,9 0,3916
3 (n=3) 123,8 £ 4,0a 97,4 £ 8,6b 116,4 + 9,3ab 105,3 + 6,4ab 0,0137
7 (n=3) 118,2+9,5 98,7+ 11,5 120,2+ 6,8 1151+ 1,7 0,1028
15 (n=3) 102,6 £ 2,7 110,3+ 26,9 105,3+8,2 108,9+ 9,8 0,8346
30 (n=3) 117,8+12,3 111,8+21,0 1153+ 3,5 116,9 + 22,3 0,9349
60 (n=3) 114,8 + 20,0 1015+ 28,1 1158 +14,5 113,2+18,1 0,8621

n = NUmero de animais apds tempo de exposi¢do. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados
por 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 22. Altura de epitélio (um) de ratos Wistar controle e submetidos a choque
térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados
com 1, 3,5, 7,15, 30 e 60 dias pds-choque térmico.

Na tabela e figura 23 é possivel constatar que ndo houve diferenca significativa na
populacdo de células de Sertoli por testiculo, entre os diferentes tratamentos nos tempos
experimentais. Na figura 23 é possivel observar que os grupos controle e submetidos ao
chogue térmico ocorreu uma constancia nos parametros. Contudo, o grupo tratado com 50mg
de pentoxifilina apresentou uma tendéncia a diminuicdo nos parametros da populacdo de
célula de Sertoli por testiculo. Ressaltamos também uma tendéncia no aumento da populagédo
de célula de Sertoli por testiculo dos animais submetidos a choque térmico e que nao sofreram
tratamento aos 30 e 60 dias.

A populacdo células Sertoli em ratos é definida de maneira precoce apds o parto e
permanece estavel em individuos adultos (Silva Junior et. al., 2006). Estas células séo
bastante resistentes a temperatura considerada como ideal para manutencdo da
espermatogénese, uma vez que permanecem funcionais em testiculos criptorquidicos,
podendo até formar neoplasias testiculares (GUMINSKA el al.,2007). Além disso, testiculos
criptorquidicos sofrem uma sertolizacdo tubular pela reducdo do ndmero de células
germinativas e no nimero de células de Sertoli devido a sua imaturidade neste tipo de
testiculo (MONTELLA e PIRINO, 1990; PINART et al., 1999). Portanto, ndo devemos levar
em consideracdo os resultados no grupo tratado com 50mg /Kg de pentoxifilina visto que,

estes podem ser uma variacdo da espécie relacionada ao nimero de células de Sertoli do que



morte celular por necrose ou apoptose que promoveu esta reducdo, mesmo ndo sendo

estatisticamente significativa.

Tabela 23. Populagdo de Célula de Sertoli por testiculo de ratos wistar controle e submetidos a
choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados
com 30 e 60 dias pds-choque térmico (Média + desvio padrao).

Grupos Experimentais
Dias pos
choque térmico Controle com choque térmico  choque térmico P
choque térmico + Pentoxifilina + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
30 (n=3) 3,67+047 4,6+0,34 31+09 3,96+ 1,0 0,3523
60 (n=3) 4,37+0,55 527 +1,41 3,70+0,11 4,86 + 2,37 0,2533

n = Numero de animais apds tempo de exposi¢do. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados
por 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 23. Populacdo de Célula de Sertoli (x107) por testiculo de ratos Wistar
controle e submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes
doses de pentoxifilina, e avaliados com 30 e 60 dias p6s-choque térmico.

Na tabela e figura 24 ndo houve diferenca significativa na produgédo espermaética diaria
por grama de testiculo, entre os diferentes tratamentos nos tempos experimentais. No entanto,
na figura 24 é possivel observar uma tendéncia a diminui¢do na producdo espermatica diéria
por grama de testiculo nos grupos submetidos ao choque térmico sem tratamento e 0 grupo
tratado com 50mg de pentoxifilina pos-choque térmico nos tempos experimentais em que este

parametro foi avaliado em relagdo ao grupo controle e tratado com 100mg de pentoxifilina.



Tabela 24. Producio espermética diaria por grama de testiculo (x10°%) de ratos wistar controle e
submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina e
avaliados com 30 e 60 dias p6s-choque térmico (Média £ desvio padréo).

Grupos Experimentais
Dias pos
choque térmico Controle com choque térmico choque térmico P
choque térmico + Pentoxifilina + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
30 (n=3) 14,50 + 4,05 12,66 + 7,28 12,27 + 2,36 17,03 + 8,66 0,6738
60 (n=3) 17,05 + 5,17 13,97 £ 3,85 11,64 + 3,05 14,29 + 2,00 0,7594

n = NUmero de animais apés tempo de exposi¢do. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados
por 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 24. Produco espermética diaria por grama de testiculo (x10°) de ratos Wistar
controle e submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes
doses de pentoxifilina, e avaliados com 30 e 60 dias p6s-choque térmico.

De acordo com a tabela e figura 25 observamos que ndo ocorreu variagao significativa
entre os diferentes grupos experimentais com relacdo a producdo espermatica diaria por
testiculo. Contudo foi detectada tendéncia de diminuicdo deste parametro, nos grupos pés-
choque térmico ndo tratado e tratado com 50mg de pentoxifilina, aos 30 e 60 dias em relacéo
ao grupo controle e tratado com 100mg de pentoxifilina no mesmo periodo.

Tabela 25. Producdo espermética diaria por testiculo (x10%) de ratos wistar controle e
submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina,
e avaliados com 30 e 60 dias pds-choque térmico (Média + desvio padrdo).

Grupos Experimentais




Dias pos
choque térmico Controle com choque térmico  choque térmico P
choque térmico + Pentoxifilina + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
30 (n=3) 22,69 +5,46 18,47 + 10,62 17,08 £ 0,49 23,34+ 12,06 0.6836
60 (n=3) 27,63+£7,0 17,32 +5,0 19,20 + 8,08 19,12 + 4,27 0.5204

n = NUmero de animais ap6s tempo de exposi¢éo. Os animais do grupo G3 e G4 foram pré-tratados por 30 dias
com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 25. Producéo espermatica diaria por testiculo (x10°) de ratos Wistar controle
e submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de
pentoxifilina, e avaliados com 30 e 60 dias pds-choque térmico.

O processo espermatogénico de ratos adultos submetidos ao choque térmico testicular
e tratados com pentoxifilina ndo sofreu qualquer mudanga quantitativa nos periodos de
avaliacdo de 30 e 60 dias. Isto se confirmou pela manutencdo do rendimento intrinseco da
espermatogénese, o qual é determinado pela producdo espermética diaria por grama de
testiculo (PED/g/t), onde nenhum grupo diferiu do outro (Tabela 24 e 25; Figura 24 e 25).

De acordo com Francga e Russell (1998), a producdo espermatica diaria por grama de
testiculo € utilizada como parametro de avaliacdo da eficiéncia da espermatogénese, que pode
ser relacionada como menor duracdo da espermatogénese, maior nimero de células de Sertoli
por grama de testiculo e maior capacidade de suporte da célula de Sertoli, maior densidade
volumeétrica (%) e volume dos tabulos seminiferos no testiculo, maior nimero de geracGes de
espermatog6nias e, finalmente, menor perda de células germinativas durante a
espermatogénese.

De acordo com Franca et al. (2000) e Silva Janior et al. (2006), o nimero total de

células de Sertoli define quantitativamente a PED/testiculo em um animal adulto. Portanto, os



dados de populacédo de células de Sertoli por testiculo nos demais grupos deste experimento
corroboram os dados obtidos para PED por testiculo e por grama de testiculo e, portanto, nos
levou a concluir que a utilizacdo de pentoxifilina durante o periodo pds-choque térmico foi
eficiente como metodologia para recuperar e ou manter a eficiéncia espermatica e a producao

espermaética diaria neste experimento.

Como podemos observar na tabela 26, a diferenca ndo foi significativa no

comprimento total de tubulo seminifero entre os grupos tratados nos diferentes tempos

Grupos Experimentais

Dias pos
choque térmico Controle com  choque térmico  choque térmico P
choque térmico + Pentoxifilina + Pentoxifilina
Controle (G1) (G2) 50mg/kg (G3) 100mg/kg (G4)
1(n=3) 20,30 +34 18,03 + 2,96 16,87+4,45 16,6 £1,72 0.6098
3 (n=3) 17,16 + 1,61 15,93 +7,22 17,24 +2,12 17,36 +1,80 0.9586
7(n=3) 16,49 + 2,98 17,40 + 1,90 16,57 + 1,84 15204210 6694
15 (n=3) 24,79 2,39 20,71+ 9,86 14,55 +2,22 1621+343 (1169
30 (n=3) 15,94 + 2,66 14,28 + 6,36 12,05+ 1,05 1404+6,01 7127

experimentais. Contudo, observou-se uma tendéncia a partir do 7° dia até o final do
experimento 60° dia, uma reducdo no comprimento total de tubulos seminiferos em animais
tratados com 50mg e 100mg de pentoxifilina, que sofreram choque térmico, visto na figura
26.



+ + + +
60 (n=3) 20,44 + 5,43 16,52 + 3,19 11,77 + 2,48 1409+439 (1507

Tabela 26. Comprimento Total de Tubulo Seminifero (m) de ratos wistar controle e
submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina,
e avaliados com 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias pds-choque térmico (Média + desvio padrao).

n = NUmero de animais apds tempo de exposicdo. Os animais do grupo G3 e G4 foram pré-tratados por 30 dias
com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 26. Comprimento Total de TUbulo Seminifero (m) de ratos Wistar controle
e submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de
pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias p6s-choque térmico
(Média * desvio padréo).
De acordo com a tabela e figura 27, podemos observar que a diferenca ndo foi

significativa na dosagem de testosterona sérica entre os diferentes tratamentos nos tempos
experimentais. No entanto foi observado, no terceiro dia p6s-choque térmico, nos grupos ndo
tratados e 50mg/kg de pentoxifilina uma tendéncia a reducdo na dosagem de testosterona
plasmatica. Ressaltamos ainda, que se observou uma tendéncia a normalidade de acordo com
0 grupo controle nos niveis de testosterona a partir do 7° dia, tornando-se constante nos dias
15, 30 e 60. Contudo, no final do periodo experimental, aos 60 dias, constatamos que 0S
animais tratados com 50mg e 100mg de pentoxifilina p6s-choque térmico ndo tiveram
alteracOes significativas na dosagem de testosterona plasmatica quando comparados com o
grupo controle.

Camundongos submetidos a choque térmico apresentam expressdo de HSP70 nas
células de Leydig (CAO et al., 2009). Além disso, a expressao desta proteina € indutora dos
fendmenos de apoptose em testiculos submetidos ao choque térmico (WIDLAK et al., 2007)
Em células de Leydig tumorais de camundongo da linhagem MA-10, o choque térmico
reduziu a sintese de progesterona, a quantidade de RNAm para proteina regulatéria aguda da

esteroidogénese (Star), na atividade da proteina regulatdria aguda da esteroidogénese. Estas



observagdes fornecem evidéncias para uma sub-regulacdo na expressdo da Star (Proteinas
Regulatéria Aguda da Esteroidogénese) ocasionada pelo choque térmico e conseqlientemente

Grupos experimentais

choque térmico

Dias pés Controle com choque térmico Z&ﬂ;%g?&@g P

chogue tlé)rmico Controle (G1) choque térmico + Pentoxifilina
(G2) 50mg/kg (G3)

1(n=3) 1,13+0,28 1,1%0,10 0,9+0,10 093015 03554

3 (n=3) 1,2+0,60 0,4+0,10 0,53+ 0,42 09740057 01024

7 (n=3) 0,9+0,10 0,67+ 0,25 0,9+ 0,40 0.63+040  0,5826

15 (n=3) 1,33+ 0,06 1,27+0,11 1,1%0,26 1,23+£011 03842

30 (n=3) 1,1£0,17 1,13£0,15 1,1£0,17 117£015 09184

60 (n=3) 1,2£017 1,17 £0,15 1,07£0,11 123+0058 04318

reducdo na producdo de testosterona (MURPHY et al., 2001). No presente experimento nao se
observou reducdo nos niveis de testosterona, mas a tendéncia de reducdo pode estar
diretamente relacionada acdo do choque térmico sobre as células de Leydig tendo a
pentoxifilina um provavel efeito redutor da acdo térmica sobre as células de Leydig devido a

recuperacdo dos niveis séricos a partir do 152 dia p6s-choque térmico.

Tabela 27. Dosagem de testosterona plasmatica de ratos wistar controle e submetidos a
choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de pentoxifilina, e avaliados
com 1, 3,5,7,15, 30 e 60 dias pos-choque térmico (Média £ desvio padrdo).

n = NUmero de animais ap06s tempo de exposi¢do. Os animais do grupo 50mg/kg e 100mg/kg foram pré-tratados
por 30 dias com pentoxifilina antes do choque térmico. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 27. Dosagem de testosterona plasmatica de ratos Wistar controle e
submetidos a choque térmico testicular, tratados ou ndo com diferentes doses de
pentoxifilina, e avaliados com 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias p6s-choque térmico.

7. Resultados Histopatologicos

7.1 Achados histopatoldgicos no terceiro dia pos-choque térmico dos animais

tratados ou ndo com pentoxifilina.

De acordo com achados histopatologicos observados no parénquima testicular no 3°
dia apos a realizacdo do choque térmico os animais do grupo choque térmico (HS) (Heat
Shock) apresentaram lesfes no epitélio seminifero compativeis com degeneracdo testicular.
Pode ser observado espessamento de membrana basal, vacuolizacdo de células de Sertoli,
presenca de células gigantes sinciciais oriundas de espermatides arredondadas, espermatdcitos
I em pré-leptoteno/leptéteno com picnose nuclear, espermatocitos | em paquiteno
degenerados e descamacao do epitélio germinativo sendo observado no compartimento basal
apenas espermatogonias e células de Sertoli (Figura 28A; B; C e D).

Os animais tratados com 50mg/Kg de pentoxifilina antes e depois do choque térmico
testicular possuem lesGes compativeis com degeneracdo testicular pelo calor. Entretanto,
apesar da existéncia de alteraces do epitélio germinativo como apoptose de espermatdcitos,
célula gigantes sinciciais de espermatides arredondadas foi possivel observar que no terceiro
dia, o parénquima testicular possuia tabulos seminiferos com alguns estagios do ciclo do
epitélio seminifero preservados. Isto denota que a pentoxifilina exerceu um papel inibidor dos
mecanismos pré-inflamatérios desencadeados pelo choque térmico aplicado diretamente no
testiculo (Figura 28E; F; G e H).



No terceiro dia, o testiculo dos animais tratados com 100mg/Kg de pentoxifilina antes
e depois do choque térmico possuia poucas areas de lesGes compativeis com degeneracao
testicular pelo calor. Apesar da existéncia de alteracbes do epitélio germinativo como
apoptose de espermatocitos, célula gigantes sinciciais de espermatides arredondadas foi
possivel observar em todo parénquima testicular, tdbulos seminiferos em diversos estagios do
ciclo do epitélio seminifero preservado. Nesta dosagem a pentoxifilina parece ter exercido
maior papel inibidor dos mecanismos pro-inflamatérios desencadeados pelo choque térmico
aplicado diretamente no testiculo (Figura 29E e F)




Figura 28. Fotomicrografias de testiculos de Ratos Wistar adultos submetidos a choque
térmico testicular aos 120 dias de idade pré e pos-tratados com pentoxifilina e grupo
controle, apds 3 dias do choque térmico, corados em azul de toluidina/borato de sédio a
1%.

Figura 28A. Tubulo seminifero do grupo controle submetido a choque térmico com
espermatocitos | em paquiteno com condensacdo de cromatina (picnose; seta vermelha),
espermatides em alongamento degeneradas com edema de citoplasma em alongamento (seta),
células em processo de descamacéo (cabeca de seta). 100X.

Figura 28B. Detalhe tibulo seminifero do grupo controle submetido a choque térmico. Notar
auséncia de células germinativas proximas o lume tubular, espermatécitos | em paquiteno em
paquiteno com condensac¢do de cromatina (picnose; seta), vacuoliza¢do no ndcleo das células
de Sertoli e espessamento da membrana basal. 200X.

Figura 28C. Tubulo seminifero do grupo controle submetido a choque térmico com células
sinciciais de espermatides arredondadas (seta) e vacuolizacdo de células de Sertoli (estrela).
Observar reducdo na populacdo de células germinativas e células geminativas em processo de
necrose (seta vermelha). 100X

Figura 28D. Detalhe tdbulo seminifero do grupo controle submetido a choque térmico
testicular. Observar a reducdo do epitélio germinativo, células gigantes necroticas (setas),
espermatides em alongamento em degeneracdo (seta vermelha) e edema de cauda de
espermatides em alongamento. 200X.

Figura 28E. Tubulo seminifero do grupo pré e pos-tratado com 50mg/Kg submetido a choque
térmico. Notar tdbulos seminifero com celulas germinativas em necrose (seta) e tGbulo
adjacente com o epitélio germinativo sem alteragdes aparentes (estrela). 100X.

Figura 28F. Tubulo seminifero do grupo pré e pos-tratado com 50mg/Kg submetido a choque
térmico. Notar tubulo seminifero com células sinciciais gigantes de espermatides
arredondadas (seta), degeneracao de espermatides em alongamento (estrela) e vacuolizacao de
nacleo de células de Sertoli. 100X.

Figura 28G. Detalhe de tubulo seminifero do grupo pré e pos-tratado com 50mg/Kg
submetido a choque térmico. Notar célula germinativa em necrose (seta) e vacuolizacdo de
nicleo de células de Sertoli (seta vermelha). Observar tubulo adjacente com células
germinativas normais. 200X.

Figura 28H. Detalhe de tubulo seminifero do grupo pré e pos-tratado com 50mg/Kg
submetido a choque térmico. Observar area tracejada em vermelho com células germinativas



em diversos estagios de necrose e célula de Sertoli com vacuolizagdo nuclear (seta). Notar em
tubulo adjacente mitose de espermatogénia. 200X.




Figura 29. Fotomicrografias de testiculos de Ratos Wistar adultos submetidos a
choque térmico testicular aos 120 dias de idade tratados com pentoxifilina e grupo
controle, apds 3 dias do choque térmico, corados em azul de toluidina/borato de
sodio a 1%.
Figura 29A. Tubulo seminifero do grupo controle submetido a choque térmico com
espermatdcitos | em paquiteno com condensacao de cromatina (picnose; seta vermelha),
espermatides em alongamento degeneradas com edema de citoplasma em alongamento
(seta), células em processo de descamacao (cabeca de seta). 100X.
Figura 29B. Detalhe tabulo seminifero do grupo controle submetido a choque térmico.
Notar auséncia de células germinativas préximas o lume tubular, espermatocitos | em
paquiteno em paquiteno com condensacao de cromatina (picnose; seta), vacuoliza¢do no
nucleo das células de Sertoli e espessamento da membrana basal. 200X.
Figura 29C. Tubulo seminifero do grupo controle submetido a choque térmico com
células sinciciais de espermatides arredondadas (seta) e vacuolizacdo de células de
Sertoli (estrela). Observar reducdo na populacdo de células germinativas e células
germinativas em processo de necrose (seta vermelha). 100X
Figura 29D - Detalhe tabulo seminifero do grupo controle submetido a choque térmico
testicular. Observar a redugdo do epitélio germinativo, células gigantes necréticas
(setas), espermatides em alongamento em degeneracdo (seta vermelha) e edema de
cauda de espermatides em alongamento. 200X.
Figura 29E — Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico do grupo pré
e pos-tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Observar tdbulos seminiferos no estagio
V11 do ciclo do epitélio seminifero preservado. Aumento 100X.
Figura 29F — Parénquima testicular de ratos a choque térmico do grupo pré e poés-
tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Notar epitélio germinativo com associacao
celular incompleta caracterizada pela auséncia de espermatocitos | em paquiteno
(estrela) e areas de tubulos seminiferos com associacBes celulares preservadas.
Intertibulo preservado com células de Leydig (seta) e espaco linfatico (estrela azul).
Aumento 200X.

7.2 Achados histopatoldgicos no sétimo dia po6s-choque térmico dos animais

tratados ou ndo com pentoxifilina.



Apos sete dias da realizagdo do choque térmico testicular nos animais do grupo
controle, o processo degenerativo do parénquima deste 6rgdo se tornou bastante pronunciado
com o agravamento das lesbes reportadas anteriormente no estagio de trés dias pos-choque
térmico. Em alguns tabulos foi possivel evidenciar condensacdo de cromatina tipica de
apoptose de espermatocitos |, descamacdo de espermatides arredondadas. Algumas
espermatides em alongamento foram observadas ligadas aos prolongamentos das células de
Sertoli, porém apresentavam avancado grau de degeneracao (Figura 30A e B).

Ap0s sete dias de choque térmico, os animais tratados com 50mg/Kg de pentoxifilina,
apresentavam alguns tubulos seminiferos com lesGes compativeis a processo degenerativo tais
como descamacdo celular e formacdo de sincicio de espermatides arredondadas. Por outro
lado foi observada presenca da maioria dos estagios do ciclo do epitélio seminifero. Dentre
estes, 0 estagio VII do ciclo do epitélio seminifero pode ser observado por todo parénquima
testicular, denotando o efeito inibidor da pentoxifilina sobre a instalacdo das lesOes
decorrentes da aplicacdo de calor no tecido testicular (Figura 30C; D; E e F). Torna-se
importante ressaltar que o estagio VII é critico na avaliacdo do processo espermatogénico e
gue no testiculo dos animais submetidos ao choque térmico ndo se observou este estagio de
forma completa (Figura 30C; D; E e F).

Nos animais tratados com 100mg/Kg de pentoxifilina alguns tubulos seminiferos
também apresentavam lesdes compativeis com o processo degenerativo, porém se observou a
maioria dos estagios do ciclo do epitélio seminifero, caracterizando o efeito antiinflamatorio
da pentoxifilina sobre a instalacdo das lesdes decorrentes da aplicacdo de calor no tecido
testicular (Figura 31C; D; E e F). Torna-se importante ressaltar que o estagio VII é
fundamental na avaliacdo do processo espermatogénico e que no testiculo dos animais
submetidos ao choque térmico testicular e ndo tratados com pentoxifilina, ndo se observou

este estagio de forma completa (Figura 31A e B).






Figura 30. Fotomicrografias de testiculos de Ratos Wistar adultos submetidos a
choque térmico testicular aos 120 dias de idade tratados com pentoxifilina e grupo
controle, apés 7 dias do choque térmico corados em azul de toluidina/borato de
sodio a 1%.

Figura 30A — Parénquima testicular de ratos do grupo controle submetido a choque
térmico. Observar condensacdo de cromatina tipica de picnose necrotica de
espermatdcitos | (seta), epitélio germinativo com reducdo celular e espermatides em
alongamento degeneradas (seta vermelha). Aumento 100X.

Figura 30B — Parénquima testicular de ratos do grupo controle submetido a choque
térmico. Notar que algumas espermatides em alongamento foram observadas ligadas aos
prolongamentos das células de Sertoli, porém apresentavam avangado grau de
degeneracdo (seta). Espermatocitos | em apoptose (seta vermelha). Aumento 100X.
Figura 30C — Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico, pré e pos-
tratado com pentoxifilina (50mg/kg). Observar formacdo de sincicio de espermatides
arredondadas (seta) e espermatides em alongamento em processo de necrose (seta
vermelha). Aumento de 200X.

Figura 30D — Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico, pré e pos-
tratado com do grupo pentoxifilina (50mg/kg). Notar alteracdes do epitélio germinativo
compativeis com o processo de degeneracdo testicular, como descamacdo celular
(estrela). Em contraponto ha tubulos seminiferos adjacentes com epitélio seminifero
preservado (estrela vermelha). Aumento de 200X.

Figura 30E - Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico, pré e pds-
tratado com pentoxifilina (50mg/kg). Observar a presenca do estagio VII do ciclo do
epitélio germinativo. Aumento 100X.

Figura 30F — Parénquima testicular de ratos do grupo submetidos a choque térmico, pré
e pos-tratado com pentoxifilina (50mg/kg). Notar tibulo seminifero com células de
descamacdo no lume (linha tracejada) e células necréticas (seta vermelha) do
compartimento basal do epitélio germinativo. Aumento 200X.






Figura 31. Fotomicrografias de testiculos de Ratos Wistar adultos submetidos a
choque térmico testicular aos 120 dias de idade tratados com pentoxifilina e grupo
controle, apds 7 dias do choque térmico, corados em azul de toluidina/borato de
sodio a 1%.

Figura 31A — Parénquima testicular de ratos do grupo controle submetido a choque
térmico. Observar apoptose de espermatdcitos | (seta), epitélio germinativo com reducéao
celular e espermatides em alongamento degeneradas (seta vermelha). Aumento 100X.
Figura 31B — Parénquima testicular de ratos do grupo controle submetido a choque
térmico. Notar que algumas espermatides em alongamento foram observadas ligadas aos
prolongamentos das células de Sertoli, porém apresentavam avangado grau de
degeneracdo (seta). Espermatocitos | em apoptose (seta vermelha). Aumento 100X.
Figura 31C — Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico, pré e pos-
tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Tdbulos seminiferos (TS) com associagdes
celulares normais. Tubulo seminifero com epitélio germinativo baixo (estrela). Aumento
de 100X.

Figura 31D — Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico, pré e pos-
tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Detalhe de tubulos seminiferos com associacdes
celulares normais. Notar células descamadas no lume tubular (seta). Intertdbulo (IT).
Aumento de 200X.

Figura 31E — Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico, pré e pos-
tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Notar tabulos seminiferos com associagdes
celulares do epitélio germinativo incompleta e células apoptéticas no compartimento
basal (seta). Intertabulo (IT). Aumento 200X.

Figura 31F — Detalhe de tibulo seminifero de ratos submetidos a choque térmico, pré e
pos-tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Notar associacdo celular incompleta do

epitélio germinativo e espermatocitos | em paquiteno em processo apoptdtico. Aumento
ANNY

7.3 Achados histopatolégicos no dia 15 p6s-choque térmico dos animais tratados

ou ndo com pentoxifilina.

Decorridos 15 dias pds-choque térmico testicular os animais do grupo submetidos a
chogue térmico ainda apresentavam lesdes compativeis com o quadro de degeneracao
testicular sendo digno de nota que ndo se observou a presenca do estadgio VII do ciclo do
epitélio seminifero (Figura 32 A e B). Os animais tratados com pentoxifilina na dosagem de
50mg/Kg durante este periodo, apesar da existéncia de alguns tabulos degenerados, o
processo espermatogénico estava preservado em termos qualitativos o que se constatou pela
presenca de todos os estagios do ciclo do epitélio seminifero (Figura 32 C e D).

Da mesma maneira, 0s animais tratados com pentoxifilina na dosagem de 100 mg/Kg
durante 15 dias pos-choque térmico possuiam alguns tibulos com o epitélio germinativo
baixo. Contudo, 0 processo espermatogénico estava preservado qualitativamente devido a

presenca de todos os estagios do ciclo do epitélio seminifero (Figura 33 C e D).



Figura 32. Fotomicrografias de testiculos de Ratos Wistar adultos submetidos a
choque térmico testicular aos 120 dias de idade tratados com pentoxifilina e grupo
controle, ap6s 15 dias do choque térmico, corados em azul de toluidina/borato de
sodio a 1%.

Figura 32A — Parénquima testicular de ratos do grupo controle submetido a choque
térmico. Observar condensacdo de cromatina tipica de picnose necrética de
espermatocitos | (seta vermelha), espessamento de membrana basal (seta). Notar
descamacéo do epitélio germinativo (seta azul). Aumento 200X.

Figura 32B — Detalhe de tubulo seminifero de rato do grupo controle submetido a
choque térmico. Notar que algumas espermatides em alongamento foram observadas
ligadas aos prolongamentos das células de Sertoli, porém apresentavam avancado grau
de degeneracdo e descamacéo (seta vermelha). Notar espessamento de membrana basal
(seta) e espermatdcitos | em paquiteno em picnose necrotica (seta azul). Aumento 400X.
Figura 32C — Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico do grupo pré
e pos-tratado com pentoxifilina (50mg/kg). Observar a presenga de tubulos seminiferos
(TS) nos mais variados estagios dos ciclos do epitélio germinativo. Aumento de 100X.
Figura 32D - Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico do grupo pré
e pos-tratado com pentoxifilina (50mg/kg). Notar alteracdes do epitélio germinativo
(EG) baixo devido a descamagdo de células germinativas. Aumento de 200X.



Figura 33. Fotomicrografias de testiculos de Ratos Wistar adultos submetidos a
choque térmico testicular aos 120 dias de idade tratados com pentoxifilina e grupo
controle, apds 15 dias do choque térmico, corados em azul de toluidina/borato de
sodio a 1%.

Figura 33A — Parénquima testicular de ratos do grupo controle submetido a choque
térmico. Observar condensacdo de cromatina tipica de picnose necrética de
espermatocitos | (seta vermelha), espessamento de membrana basal (seta). Notar
descamacéo do epitélio germinativo (seta azul). Aumento 200X.

Figura 33B — Detalhe de tubulo seminifero de rato do grupo controle submetido a
choque térmico. Notar que algumas espermatides em alongamento foram observadas
ligadas aos prolongamentos das células de Sertoli, porém apresentavam avancado grau
de degeneracéo e descamacao (seta vermelha). Notar espessamento de membrana basal
(seta) e espermatdcitos | em paquiteno em picnose necrética (seta azul). Aumento
400X.

Figura 33C — Parénquima testicular de ratos submetidos a choque térmico do grupo
pré e pos-tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Observar a presenca de tubulos
seminiferos nos mais variados estagios dos ciclos do epitélio germinativo. Aumento de
100X.

Figura 33D — Detalhe de tdbulo seminifero no estagio VII de ratos submetidos a
choque térmico do grupo pré e pos-tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Notar
associacOes do epitélio germinativo tipicas do estagio VII. Aumento de 200X.



7.4 Achados histopatolégicos no dia 30 pos-choque térmico dos animais tratados

ou ndo com pentoxifilina.

Apds 30 dias do choque térmico testicular ao observou-se a recuperacdo parcial do
processo espermatogénico nos animais do grupo choque térmico (HS), porém tubulos com
células descamadas no lume dos tabulos seminiferos foram constatadas. Nos animais tratados
com 50mg/Kg de pentoxifilina o processo espermatogénico possuia todos os estagios do ciclo
do epitélio seminifero, poréem ainda se observou tabulos com a espessura delgada do epitélio
germinativo e contendo apenas espermatogonias, porém sem células degeneradas (Figura 34
A; B;Ce D).

No mesmo periodo, nos animais tratados com 100mg/Kg de pentoxifilina se observou
todos os estagios do ciclo do epitélio seminifero, porém ainda se constatou tubulos com
poucas células germinativas ou associac¢fes celulares incompletas contudo, ndo se observou

células degeneradas (Figura 35 C e D).




Figura 34. Fotomicrografias de testiculos de Ratos Wistar adultos submetidos a
choque térmico testicular aos 120 dias de idade tratados com pentoxifilina e grupo
controle, ap6s 30 dias do choque térmico, corados em azul de toluidina/borato de
sodio a 1%.

Figura 34A — Detalhe de tubulo seminifero no estagio VII de rato do grupo controle
submetido a choque térmico. Observar a recuperacdo do processo espermatogénico nos
animais controles com presenca de tubulos seminiferos com associa¢fes celulares
tipicas. Aumento 200X.

Figura 34B — Detalhe de tibulo seminifero no estagio VII de rato do grupo controle
submetido a choque térmico Notar a presenca de células descamadas no lume dos
tibulos seminiferos (seta). Aumento 400X.

Figura 34C — Parénquima testicular de rato submetido a choque térmico testicular, pré e
pos-tratado do grupo pentoxifilina (50mg/kg). Observar a presenca de tabulos
seminiferos nos mais variados estagios dos ciclos do epitélio germinativo. Aumento de
100X.

Figura 34D — Detalhe de tubulo seminifero no estagio VII de rato submetido a choque
térmico testicular, pré e pds-tratado (50mg/kg). Notar a presenca de tubulos seminiferos
preservados em contraponto a tabulos com a espessura delgada do epitélio germinativo e
contendo apenas espermatogbnias. Prolongamentos de células de Sertoli em dire¢do ao
lume tubular (seta). Aumento de 100X.



Figura 35. Fotomicrografias de testiculos de Ratos Wistar adultos submetidos a
choque térmico testicular aos 120 dias de idade tratados com pentoxifilina e grupo
controle, apds 30 dias do choque térmico, corados em azul de toluidina/borato de
sodio a 1%o.

Figura 35A — Detalhe de tabulo seminifero no estagio VII de rato do grupo controle
submetido a choque térmico. Observar a recuperacdo do processo espermatogénico nos
animais controles com presenca de tdbulos seminiferos com associacdes celulares
tipicas. Aumento 200X.

Figura 35B — Detalhe de tubulo seminifero no estagio VII de rato do grupo controle
submetido a choque térmico Notar a presenca de células descamadas no lume dos
tibulos seminiferos (seta). Aumento 400X.

Figura 35C — Detalhe de tubulo seminifero no estagio VI de rato submetido a choque
térmico testicular, pré e poés-tratado com pentoxifilina (100mg/kg). Observar a
presenca de tdbulo seminifero em desenvolvimento normal apresentando tabulo no
estagio V11 do ciclo do epitélio germinativo. Aumento de 200X.

Figura 35D — Detalhe de tGbulos seminiferos de rato submetido & choque térmico
testicular, pré e pds-tratado com pentoxifilina (L00mg/kg). Notar a presenca de tabulos
seminiferos preservados em contraponto a tabulos com epitélio germinativo contendo
associacao celular incompleta (TS) e algumas células apoptdticas (seta). Aumento de
100X.



7.5 Achados histopatolégicos no dia 60 pds-choque térmico dos animais tratados

ou ndo com pentoxifilina

Nos achados histopatoldgicos dos animais submetidos a choque térmico testicular e
que ndo receberam pentoxifilina foi observado tubulos seminifero sem células germinativas
no epitélio tubular ou com poucas células germinativas no epitélio, além de células
descamadas no lume. Tubulos seminiferos com afrouxamento do epitélio, presenca de células
descamadas e vacuolos nas células de Sertoli também foram observados (Figura 36 A e B).

No parénquima testicular dos animais submetidos a choque térmico foi observado
tubulo seminifero entre os estagios V-1V com presenca de células sinciciais multinucleadas
oriundas de espermétides arredondadas. Além disso, notou-se a auséncia de células
germinativas no epitélio seminifero de alguns tdbulos seminiferos e espessamento da tdnica

prépria do tubulo seminifero (Figura 36 C e D).






Figura 36. Fotomicrografias de testiculos de Ratos Wistar adultos apos 60
dias do choque térmico, corados em azul de toluidina/borato de sédio a 1%.
Figura 36A — Observar tdbulo seminifero sem células germinativas no epitélio
tubular (estrela) ou com poucas células germinativas no epitélio e células
descamadas no lume tubular (seta).

Figura 36B —. Detalhe de tabulo seminifero com afrouxamento do epitélio
seminiferos, presenca de células descamadas e vactolos nas células de Sertoli
Figura 36C — Detalhe de tibulo seminifero entre os estagios V-1V com presenca
de células sinciciais multinucleadas (seta) oriundas de espermatides
arredondadas. Notar auséncia de células germinativas no epitélio seminifero
Figura 36D — Detalhe de célula sincicial com 3 nucleos, oriunda da fuséo de
espermatides arredondadas (seta), presa ao prolongamento de célula de Sertoli.
Notar espessamento da tdnica prépria do tubulo seminifero (cabega de seta).
Figura 36E - Parénguima testicular de rato submetido a choque térmico.
Observar a presenca de tdbulo seminifero em desenvolvimento normal
apresentando tubulo no estagio VIII do ciclo do epitélio germinativo.

Figura 36F - Detalhe do tdbulo seminifero no estagio VII do ciclo do epitélio
germinativo. Notar a presenga de vacuolos intracitoplasmaticos em células de
Sertoli (seta) e células germinativas (cabeca de seta).

A recuperacao do processo espermatogénico aos 60 dias pos-choque térmico em ratos
ndo tratados se constata pela presenca de tubulo seminifero no estagio VIII do ciclo do
epitélio germinativo. Entretanto, ainda se constatou em tabulos seminiferos no estagio VII do
ciclo do epitélio germinativo a presenca de vacuolos intracitoplasmaticos em células de
Sertoli e células germinativas (Figura 36 E e F).

Nos achados histopatoldgicos dos animais submetidos a choque térmico e tratados
com 50mg/Kg de pentoxifilina foi observado tabulos seminiferos com associacdes celulares
tipicas de um processo espermatogénico normal. Por outro lado observou-se tubulos
seminiferos no estagio VIII do ciclo do epitélio seminiferos submetido a choque térmico
testicular, pré e pds-tratado com pentoxifilina na dosagem de 50mg/kg foi observada presenca
de espermatozdides na margem luminal do tubulo seminifero e células descamadas no lume
tubular (Figura 37 C e D).

Nos animais submetidos a choque térmico e tratados com 100mg/Kg de pentoxifilina
foi possivel observar tabulos seminiferos no estagio 111 e VIII do ciclo do epitélio germinativo
e o intertibulo sem alteragdes estruturais. Isto denotou que a pentoxifilina acelerou o processo
de recuperacdo do processo espermatogénico dos testiculos submetidos a choque térmico,
uma vez que, nenhuma alteracdo compativel com degeneracéo testicular foi observada neste

periodo de avaliagdo nos animais tratados diariamente com 50 e 100mg/Kg (Figura 37 E e F).






Figura 37. Fotomicrografias de testiculos de Ratos Wistar adultos
submetidos a choque térmico testicular aos 150 dias de idade tratados com
pentoxifilina e grupo controle, ap6s 60 dias do choque térmico, corados em
azul de toluidina/borato de sédio a 1%.

Figura 37A — Observar tabulo seminifero no estagio VIII de rato do grupo
controle. Notar presenca de tubulos seminiferos com associacGes celulares
tipicas.

Figura 37B — Tuabulos seminiferos nos estagios VII e IX de rato do grupo
controle Notar a presenca de células de Leydig (seta) e espaco linfatico (LS) no
intersticio dos tdbulos seminiferos (seta).

Figura 37C — Parénquima testicular de rato submetido a choque térmico pré e
pos-tratado com 50mg/Kg de pentoxifilina. Notar tubulo seminifero no estagio
I1l. Observar a presenca de tubulo seminifero em desenvolvimento normal
apresentando tubulo no estagio V111 do ciclo do epitélio germinativo.

Figura 37D — Detalhe de tubulos seminiferos de rato no estagio VIII do ciclo do
epitélio seminiferos submetido a choque térmico testicular, pré e pds-tratado com
pentoxifilina (50mg/kg). Notar a presenca de espermatozoéides (cabeca de seta)
na margem luminal do tdbulo seminifero e células descamadas no lume tubular
(seta).

Figura 37E - Parénquima testicular de rato submetido a choque térmico pré e
pos-tratado com 100mg/Kg de pentoxifilina. Notar tubulo seminifero no estagio
I1l. Observar a presenca de tubulo seminifero em desenvolvimento normal
apresentando tabulo no estagio V111 do ciclo do epitélio germinativo.

Figura 37F - Parénquima testicular de rato submetido a choque térmico pré e
pos-tratado com 100mg/Kg de pentoxifilina. Notar tubulo seminifero no estagio
I1l. Observar a presenca de tubulo seminifero em desenvolvimento normal

A degeneracdo testicular pode ser definida como um processo que causa a
deterioracdo da estrutura do testiculo, tendo como consequéncia perda da funcdo testicular.
Esta pode possuir diversos fatores etioldgicos, tais como o calor, trauma testicular, exposicéo
ao frio, toxinas, isquemia, deficiéncias nutricionais, administracdo exodgena de andrégenos,
infeccdes, doencas auto-imunes, obstrucBes do fluxo espermatico, neoplasias e radiacdo
(TURNER, 2007).

Dentre as células do eptilélio germinativo, os espermatdcitos | em paquiteno parecem
ser as mais sensiveis ao calor, devido ao aumento significativo do processo de apoptose
nestas células (LUE et al., 1999). A qualidade dos embribes esta diretamente ligada a
qualidade do espermatozéide com isso, celulas germinativas expostas ao estresse térmico
podem desenvolver um mecanismo protetor como também sofrer eliminacao ativa através da
via indutora da apoptose (JANNES et al., 1998).

O choque térmico ativa em células somaticas um grupo de genes que codificam
proteinas de choque térmico as quais funcionam com chaperonas moleculares. O mecanismo

basico pelo qual estes genes sdo ativados decorre da interacdo de um fator de transcri¢do



especifico HSF1 com uma sequéncia regulatéria denominada de elemento de choque térmico
(HSE). Em eucariotas superiores HSF1 esta presente em células ndo-estressadas pelo calor
como um mondmero ativo, que responde ao estresse celular com a agregacao trimeérica para
formacéo de um fator de transcricdo para proteinas HSP70 as quais ou corrigem defeitos de
proteinas danificadas ou induzem apoptose (WIDLA et al., 2003, WIDLA et al., 2007).

Presente experimento, alguns achados histopatolégicos foram bastante evidentes nos
tempos 3, 7 e 15 pos-choque térmico tais como: presenca de células gigantes sinciciais
oriundas de espermatides arredondadas, espermatocitos | em pré-leptoteno/leptoteno com
picnose nuclear, espermatocitos | em paquiteno em apoptose, descamacdo do epitélio
germinativo, espessamento de membrana basal, vacuolizacdo de células de Sertoli, tdbulos
seminiferos apenas espermatogdnias e células de Sertoli. Entretanto, neste periodo se
observou gque nos animais tratados com pentoxifilina as lesdes foram em menor proporcao e
alguns estagios do ciclo do epitélio seminiferos estiveram presentes.

No periodo de 30 e 60 dias apds o choque térmico, podemos constatar que 0s animais
ndo tratados com pentoxifilina possuiam tabulos seminiferos com células descamadas no
lume dos tabulos seminiferos, afrouxamento do epitélio germinativo e vacuolos nas células de
Sertoli, apesar de ter sido observada recuperacdo parcial do processo espermatogénico. Por
outro lado, os animais tratados com pentoxifilina na dose de 50 ou 100mg/Kg 0 processo
espermatogénico possuia todos os estadgios do ciclo do epitélio seminifero e nenhuma
alteracdo compativel com degeneracéo testicular foi observada nestes periodos de avaliacdo

nos animais tratados diariamente com 50 e 100mg/Kg.

As lesdes testiculares observadas neste experimento para 0s 3 primeiros dias pos-
choque térmico estdo de acordo com as observada por Rockett et al.(2001). Segundo 0s
autores citados anteriormente, em camundongos adultos, o choque térmico testicular
desencadeou a formacdo de vacuolos intratubulares, presenca de células gigantes sinciciais de
espermatdcitos |, células germinativas nicleos picnéticos e alguns nlcleos apareceram com

fragmentos apoptoticos.

No presente trabalho, a utilizacdo da pentoxifilina na dosagem de 100mg/Kg parece
ter exercido efeito inibidor sobre os fatores iniciais que agravam degeneracdo testicular
reduzindo a gravidade das lesdes pelo estresse térmico. Os radicais livres gerados no choque
térmico, além do TNF-a, podem funcionar como sinal de morte celular ou causar danos
oxidativos direto as células e mesmo que as exposi¢cbes ao calor sejam curtas, estas

desencadeiam severos danos as células espermatogéncicas.



A pentoxifilina (PTX) é uma metilxantina que exerce multiplos efeitos benéficos
sobre a inibicdo da cascata inflamatéria. De acordo com Ji et al. (2010), a PTX suprimiu
substancialmente a elevacdo dos niveis de TNF-alpha, IL-1beta, and IL-6, reduziu os niveis
de apoptose, do fator de ativacao transcricional NF-kappaB e da ativacao das células da glia
em cérebro de ratos submetidos a queimaduras.

Em coelhos submetidos a lesdo isquémica da medula espinhal, a pentoxifilina
promoveu reducdo sérica significativa de TNF-a, da actividade de mieloperoxidase (MPO),
da imunorreatividade de PECAM-1 e caspase-3. Além disso, a PTX promoveu uma reducéo
no nimero de neurdnios com necrose e apoptose em coelhos submetidos a injaria isquémica
da medula espinhal (ZHU et. el., 2008)

8. Conclusédo

N&o encontramos trabalhos que utiliza a pentoxifilina como alternativa terapéutica aos
efeitos do calor sobre a espermatogénese.

Além disso, os resultados encontrados corroboram, com as caracteristica citadas
anteriormente como: anti-inflamatérias e vasodilatadoras , ou seja, a pentoxifilina exerceu
um papel inibidor nos mecanismos pré-inflamatorios ou pré-apoptéticos desencadeados pelo
choque térmico aplicado diretamente nos testiculos, além de acelerar o processo de
recuperacdo da espermatogénese apds choque térmico nos animais tratados principalmente
com 100mg de pentoxifilina durante os 60 dias de tratamento e também atuou como inibidor

das fosfodiesterases.
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10. ANEXOS

Figura 38. Fotomicrografia dptica de testiculo de ratos Wistar adultos submetidos a choque
térmico testicular e analisados ap6s 24 horas

Figura 38a. Tubulo seminifero de rato Wistar controle em corte transversal. Notar apoptose
de células germinativas na base do tubulo préximo a tanica prdpria (setas). Observar no
centro do tdbulo a presenca de células germinativas descamadas (circulo). X400.

Figura 38b. Tabulo seminifero de rato Wistar em corte transversal submetido ao choque
térmico testicular (HS). Notar apoptose de células germinativas na base do tabulo préximo a
tinica prépria (setas). Observar no centro do tubulo a presenga de células germinativas
descamadas (circulo). X400.

Figura 38c. Tubulo seminifero de rato Wistar em corte transversal pré-tratado com
pentoxifilina (50mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular (HS). Notar apoptose de
células germinativas na base do tibulo proximo a tunica propria (setas). Observar no centro
do tubulo a presenca de células germinativas descamadas (circulo). X400.

Figura 38d. Tubulo seminifero de rato Wistar em corte transversal pré-tratado com
pentoxifilina (100mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular. Notar apoptose de células
germinativas na base do tibulo proximo a tunica prépria (setas). Observar no centro do tubulo
a presenca de cauda de espermatides alongadas no estagio VII ciclo do epitélio seminifero
(circulo). X400.



Figura 39. Fotomicrografia Optica de testiculo de ratos Wistar adultos submetidos a choque
térmico testicular e analisados apos 3 dias.

Figura 39a. Tubulo seminifero de rato Wistar controle em corte transversal. Notar auséncia
de células em apoptose no tibulo seminifero (TS). Observar no lume do tabulo a presenga de
cauda de espermatozoides no estagio VI do ciclo do epitélio seminifero. X400.

Figura 39b. Tdbulo seminifero de rato Wistar em corte transversal submetido ao choque
térmico testicular (HS). Notar apoptose de células germinativas na base do tabulo préximo a
tunica propria (setas). Observar no centro do tubulo seminifero auséncia de células
germinativas descamadas. X400.

Figura 39c. Tubulo seminifero de rato Wistar em corte transversal pré e pds-tratado com
pentoxifilina (50mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular (HS). Notar apoptose de
células germinativas na base do tubulo proximo a tunica propria (setas longas). Observar no
centro do thbulo a presenca de células germinativas descamadas em apoptose (seta curta).
X400.

Figura 39d. Tuabulo seminifero de rato Wistar em corte transversal pré e pés-tratado com
pentoxifilina (1L00mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular. Notar apoptose de células
germinativas na base do tibulo préximo a tanica prépria (setas). Observar no centro do tubulo
seminifero obliterado pela presenca de cauda de espermatides alongadas ligadas a porcéo
apical das células de Sertoli. X400.



Figura 40. Fotomicrografia Optica de testiculo de ratos Wistar adultos submetidos a choque
térmico testicular e analisados ap6s 7 dias.

Figura 40a. Tubulo seminifero de rato Wistar em corte transversal controle. Notar células em
apoptose (seta) no tubulo seminifero (TS). Observar no lume do tdbulo a presenca de cauda
de espermatozdides cuja cabeca esta inserida no apice das células de Sertoli. X400.

Figura 40b. Tdbulo seminifero de rato Wistar em corte transversal submetido ao choque
térmico testicular (HS). Notar apoptose de células germinativas na base do tabulo préximo a
tunica propria (setas). Observar no centro do tubulo seminifero presenca de células
germinativas descamadas (estrela). X400.

Figura 40c. Tabulo seminifero de rato Wistar em corte transversal pré e pos-tratado com
pentoxifilina (50mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular (HS). Notar apoptose de
células germinativas na base do tabulo préximo a tanica propria (setas). Observar no centro
do tubulo a presenca de células germinativas descamadas. X400.

Figura 40d. Tubulo seminifero de rato Wistar em corte transversal pré e pds-tratado com
pentoxifilina (100mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular. Notar apoptose de células
germinativas na base do tabulo préximo a tanica propria (setas). Observar tabulo seminifero
com lumen bem definido presenca de cauda de espermatides alongadas ligadas a porcéao
apical das células de Sertoli. X400.



Figura 41. Fotomicrografia dptica de testiculo de ratos Wistar adultos submetidos a choque
térmico testicular e analisados apés 15 dias.

Figura 41a. Tubulo seminifero de rato Wistar controle em corte transversal. Notar células em
apoptose (seta) no tibulo seminifero (TS). Observar no lume do tdbulo a presenca de cauda
de espermatozdides cuja cabeca esta inserida no &pice das células de Sertoli. X400.

Figura 41b. Tubulo seminifero de rato Wistar em corte transversal submetido ao choque
térmico testicular (HS). Notar apoptose de células germinativas na base do tabulo préximo a
tlnica prépria (setas). Observar tdbulo seminifero (TS) com limen bem definido e rarefacéo
de células germinativas devido descamacao prévia (estrela). X400.

Figura 41c. Tabulo seminifero de rato Wistar em corte transversal pré e pos-tratado com
pentoxifilina (50mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular (HS). Notar apoptose de
células germinativas na base do tubulo préximo a tunica propria (setas). Observar tubulo
seminifero com rarefacdo de células germinativas devido a descamacéo prévia (TSD).X400.
Figura 41d. Tabulo seminifero de rato Wistar em corte transversal pré e pés-tratado com
pentoxifilina (100mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular. Notar auséncia de
apoptose de células germinativas no epitélio germinativo. Observar tubulo seminifero (TS)
com limen bem definido. X400.



Figura 42. Fotomicrografia Optica de testiculo de ratos Wistar adultos submetidos a choque
térmico testicular e analisados ap6s 30 dias.

Figura 42a. Tubulo seminifero de rato Wistar em corte transversal controle. Notar células em
apoptose (seta) no tubulo seminifero (TS) e corpos residuais na margem luminal (cabeca de
seta). Notar tubulo seminifero (TS) a presenca de cauda de espermatozdides cuja cabeca esta
inserida no apice das células de Sertoli. X400.

Figura 42b. Tubulo seminifero de rato Wistar em corte longitudinal submetido ao choque
térmico testicular (HS). Notar apoptose de células germinativas na base do tabulo préximo a
tlnica prépria (setas). Observar tdbulo seminifero (TS) com limen bem definido e rarefacéo
de células germinativas devido descamacao prévia (estrela). X400.

Figura 42c. Tabulo seminifero de rato Wistar em corte transversal pré e pos-tratado com
pentoxifilina (50mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular (HS). Notar apoptose de
células germinativas na base do tibulo préximo a tanica prépria (setas). X400.

Figura 42d. Tubulo seminifero de rato Wistar em corte transversal pré e pds-tratado com
pentoxifilina (100mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular. Notar apoptose de células
no epitélio germinativo. Notar tdbulo seminifero (TS) a presenca de cauda de
espermatozéides cuja cabeca esta inserida no apice das células de Sertoli. X400.



Figura 43. Fotomicrografia dptica de testiculo de ratos Wistar adultos submetidos a choque
térmico testicular e analisados apés 60 dias.

Figura 43a. Tubulo seminifero de rato Wistar em corte transversal controle. Notar auséncia
de células em apoptose no tubulo seminifero (TS). Notar tubulo seminifero no estagio VII do
ciclo do epitélio seminifero (TS) a presenga de cauda de espermatozoides cuja cabega esta
inserida no apice das células de Sertoli. X400.

Figura 43b. Tabulo seminifero de rato Wistar em corte longitudinal submetido ao choque
térmico testicular (HS). Notar apoptose de células germinativas na base do tabulo préximo a
tunica prépria (setas). Observar tdbulo seminifero (TS) com limen bem definido e rarefagdo
de células germinativas devido descamacdo prévia (estrela). Células de Sertoli (cabeca de
seta) com feixes de espermatides em alongamento X400.

Figura 43c. Tabulo seminifero de rato Wistar em corte transversal pré e pos-tratado com
pentoxifilina (50mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular (HS). Notar auséncia de
apoptose de células germinativas na base do tdbulo préximo a tunica propria (setas). X400.
Figura 43d. Tubulo seminifero de rato Wistar em corte transversal pré e pds-tratado com
pentoxifilina (100mg/Kg) e submetido ao choque térmico testicular. Notar apoptose de células
no epitélio germinativo. Notar no lume do tabulo seminifero (TS) a presenca de cauda de
espermatozéides cuja cabeca esta inserida no apice das células de Sertoli. X400.
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Figura 44 Fotomicrografia Optica de testiculo, ampliada em aumento de 200x e 1B em
400x, demonstrando o estagio VII do ciclo do epitélio seminifero na Figura 44A. Observar
as celulas germinativas em associaces celulares de espermatdcito | em pré-leptoteno,
espermatdcito | em paquiteno e espermatide arredondada Figura 44B.



