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seguimento, onde observa-se:
16A — Espermatocito de rato diabético, com vacudlos (v) no nicleo que
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pouco densa liberada precocemente na luz tubular. Processo de
degeneragéo tubular. Poucos espermatozoéides no limen (4350x).

16C — Corpos residuais (CR) redondos com vacuolos circulares e
substancia escura no lumen. Espermat6cito com acrosoma pouco
evidente e cromatina pouco densa (ESP) (5750x). Rato diabético.

16D — Duas células germinativas (*) de rato diabético onde notam-se
massas de cromatina e depésitos de substancia escura em granulos

(flecha) (5750x).

Figura 17 — Ultraestrutura dos testiculos de ratos diabéticos com 1 més de

Figura 18 —

seguimento, onde observa-se:

17A - Espermatogbnias degeneradas (flechas duplas). Depésitos
escuros. Membrana basal aparentemente espessada (flecha) (5750x).
17B - Dois espermatécitos degenerados (*) com a cromatina muito
densa ao lado de espermatoécitos normais (N). Sdo observados dois
nucléolos de célula de Sértoli e célula midide (m) abaixo da membrana
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17C — Espermatozdide com grande defeito na camada de fibras
densas (flecha) (13250x).

17D - Vacuolizacdo citoplasmatica de espermatogbnias e células de
Sértoli (v). Depbsitos grosseiros de substancia escura (flecha). Nucleo
celular (*) com intensa alteragdo da cromatina (degenerac¢édo nuclear)
(7750x).

Esquema ilustrativo do mecanismo basico de formagdo de lipofucsina.
Brunk UT, Terman A. Lipofucsini mechanisms of age-related
accumulation and influence on cell function. Free Radical Biol Med.
2002; 33:611-9.
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ALTERAGOES TESTICULARES NO DIABETES ALOXANICO NO RATO

ESTUDO MORFOMETRICO E ULTRA-ESTRUTURAL DOS TUBULOS
SEMINIFEROS

RESUMO

Objetivo — Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar, no longo prazo,
os parametros morfométricos e ultraestruturais dos tubulos seminiferos dos
testiculos de ratos diabéticos aloxanicos. Material e Métodos - 60 ratos Wistar,
machos, pesando de 250 a 280 gramas foram divididos em 2 grupos
experimentais: N ou grupo normal, constituido de 30 animais sadios, nao-
daibéticos; D ou grupo diabético, constituido de 30 animais diabéticos sem
qualquer tratamento da doencga. Cada grupo experimental foi posteriormente
dividido, por sorteio, em 3 subgrupos de ratos, com 10 animais cada um, para
serem avaliados e sacrificados com 1, 6 e 12 meses de seguimento. O
diabetes experimental foi induzido pela administragdo endovenosa de aloxana
2%, na dose de 42 mg/kg de peso corporal. Somente animais com sinais
clinicos evidentes de diabetes grave e com glicemia >250 mg/dl e glicose
urinaria > 3000 mg/dl foram utilizados neste experimento. Com 1, 6 e 12 meses
de seguimento o peso corporal, a ingestdo hidrica, a ingestdo alimentar, a
diurese e os niveis de glicose sanguinea foram avaliados em todos os animais.
Com 1 e 6 meses de seguimento também foram analisados os niveis de
insulina plasmatica, hemoglobina glicosilada (HbA1C) e de testosterona sérica
Apods os sacrificio dos animais, ambos os testiculos foram removidos, sendo o
testiculo esquerdo preparado para a microscopia Otica e o direito para a
microscopia eletrébnica. As medidas morfométricas a M.O. e M.E. foram

realizadas por analise digital de imagens utilizando o software Quin Lite 2.5 -



LEICA . A ultraestrutura dos tubulos seminiferos foi analisada ao microscépio
de transmissdo PHILIPS, pela analise descritiva comparativa. Neste
experimento foram analisados os seguintes parametros: a) area total dos
tubulos seminiferos; b) espessura do epitélio tubular; c) area do lumen tubular;
d) espessura do epitélio germinativo; e) porcentagem de lumen tubular ou
propor¢cao da area do lumen em relagao a area total; f) porcentagem do epitélio
ou proporcao da area do epitélio em relagdo area total; g) numero de tubulos
por mm?. Os resultados dos parametros clinicos e laboratoriais foram
analisados pelos testes de comparagcdo multipla de Dunn e de Tukey, no nivel
de significancia de 5% ou P<0,05. Os resultados dos parametros morfométricos
foram analisados pelo teste ANOVA para um critério, complementado pelo
teste de Tukey, adotando-se o nivel de significancia p<0,05. Resultados —
Animais diabéticos apresentaram parametros clinicos de diabetes grave,
caracterizado por diminuicdo do peso corporal e aumento significante da
ingestao hidrica, ingestado alimentar e diurese quando comparados com ratos
normais nao-diabéticos (P<0,01). Animais diabéticos também apresentaram
niveis significantemente elevados de glicose sanguinea, HbA1C e de glicose
urinaria, com valores baixos de insulina plasmatica quando comparados com
ratos controles (P<0,01). Os niveis séricos de testosterona também foram
significantemente diminuidos em ratos diabéticos em relacdo aos seus
controles. Em relagdo aos achados morfométricos dos testiculos: a area total,
area do epitélio e a espessura do epitélio foram menores (P< 0,01) e a
densidade numeérica tubular maior nos animais diabéticos (P < 0,05). A
porcentagem do lumen ou propor¢ao da area do lumen em relagéo a area total

foi maior e a porcentagem do epitélio ou propor¢cdo da area do epitélio em



relacéo a area total menor nos animais diabéticos sacrificados com 1 més de
seguimento, (P<0,01). Esses parametros morfométricos ndo se mostraram
alterados nos animais diabéticos sacrificados com 6 meses de seguimento.
Ratos diabéticos também apresentaram alteragdes ultraestruturais das células
germinativas e das organelas dos testiculos, desde o 1° més de seguimento,
acometendo as espermatogdnias, espermatides maduras, células de Sertoli e
mitocdndrias, caracterizadas por vacuolizagdo citoplasmatica, acumulo de
material eletrodenso e corpusculos residuais localizados no citoplasma, em
membranas celulares e mitocondrias, e a presenca de degeneragao e apoptose
celular nos estadios finais da agressao celular. Essa altera¢cdes também foram
observadas em ratos normais nao-diabéticos de longo tempo de seguimento,

porém, sempre foram menos freqiientes e menos graves neste grupo de ratos.

Palavras-chaves: Diabetes Mellitus. Aloxana. Testiculos. Tubulos

Seminiferos. Morfometria. Ultraestrutura. Ratos.
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ABSTRACT

Purpose - This study was conducted to evaluate, in the long term,
ultrastructural and morphometric parameters of seminiferous tubules of the
testis of diabetic rats alloxan. Material and Methods - 60 male Wistar rats
weighing 250-280 grams were divided into two groups: group N or normal,
consisting of 30 healthy animals, non-daibetics; D or diabetic group, consisting
of 30 diabetic animals without in treatment. Each experimental group was then
divided in three subgroups of rats with 10 animals each to be evaluated and
sacrificed at 1, 6 and 12 months of follow-up. Experimental diabetes was
induced by intravenous administration of alloxan 2% at a dose of 42 mg / kg
body weight. Only animals with obvious signs of severe diabetes and blood
glucose> 250 mg / dl and urine glucose> 3000 mg / dl were used in this
experiment. At 1, 6 and 12 months of follow-up body weight, water intake, food
intake, diuresis and blood glucose levels were evaluated in all animals. At 1 and
6 months of follow-up were also analyzed the levels of plasma insulin,
glycosylated hemoglobin (HbA1C) and serum testosterone after the animal
sacrifice, both testis were removed, the left was prepared for light microscopy
and the right to the electron microscopy. Morphometric measures at M.O. and
ME were performed by using digital image analysis software Quin Lite 2.5 -
LEICA. The ultrastructure of the seminiferous tubules was analyzed by
transmission microscope PHILIPS, by comparative descriptive analysis. In this
experiment we analyzed the following parameters: a) total area of seminiferous
tubules, b) epithelium area, c) lumen area, d) thickness of the germinal
epithelium, e) percentage of tubular lumen or proportion of lumen area in
relation to the total area, f) percentage of epithelium or proportion of epithelium
area in relation to the total area; g) number of tubules per mm2. The results of
clinical and laboratory parameters were analyzed by multiple comparison
Tukey's and Dunn, the significance level of 5% or p <0.05. The results of the
morphometric parameters were analyzed by ANOVA for one criterion,
complemented by Tukey test, adopting a significance level of 5% or p <0.05.
Results - diabetic rats showed clinical parameters of severe diabetes

characterized by decreased body weight and significant increase in water



intake, food intake and urine output when compared with normal rats without
diabetes (P <0.01). Diabetic animals also had significantly elevated levels of
blood glucose, HbA1c and urinary glucose, with low plasma insulin levels
compared with control rats (P <0.01). The serum testosterone levels were also
significantly decreased in diabetic rats compared to their controls. Regarding
the morphometric findings of the testis: the total area, area of the epithelium
and the thickness of the epithelium were lower (P <0.01) and the numerical
density tubular greater in diabetic animals (P <0.05). The percentage of tubular
lumen or proportion of the lumen area in relation to total area was higher and
the percentage of epithelium or proportion of epithelial area in relation to total
area was lower in diabetic animals sacrificed at 1 month follow-up (P <0.01) .
These morphometric parameters were not changed in diabetic animals
sacrificed at 6 months of follow up. Diabetic rats also showed ultrastructural
changes of germ cells and organelles of testis, since the first months of follow
up, affecting the spermatogonia, mature spermatids Sertoli cells and
mitochondria, characterized by vacuolization, accumulation of eletrodense
material and waste corpuscles located in the cytoplasm, in cells membranes
and mitochondria, and the presence of degeneration and apoptosis in the later
stages of cellular injury. These changes were also observed in normal rats
without diabetes of long follow-up, but they were less frequent and less severe

in this group of rats.

Keywords: Diabetes Mellitus. Alloxan. Testis. Seminiferous Tubules.
Morphometry. Ultrastructure. Rats.
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1. Definigao

Diabetes € uma doenca cronica que ocorre quando o pancreas nao
produz insulina suficiente ou quando o organismo n&o utiliza eficazmente a
insulina que produz '. A fungao principal da insulina é promover a entrada de
glicose para as células do organismo de forma que ela possa ser
aproveitada para as diversas atividades celulares. A falta da insulina ou
defeito na sua acédo resulta, portanto em acumulo de glicose no sangue, o
que chamamos de hiperglicemia.

Podemos classificar o diabetes em dois grupos: Diabetes tipo 1 e
Diabetes tipo 2. O Diabetes tipo 1 é resultado da destruicdo das células beta
das ilhotas pancreaticas por uma apoptose autoimune, acarretando a perda
da producao de insulina. O Diabetes tipo 2, também chamado n&o insulino
dependente caracteriza-se pela produgcéo de insulina pela células beta
pancreaticas, porém com sua ac¢éo dificultada, ocorrendo quadro de
resisténcia insulinica que acarretara aumento da produgao de insulina para
tentar manter a glicose m niveis normais. Quando isso ndo é mais possivel
surge o diabetes. Ao contrario do diabetes tipo 1, ha geralmente associacéo
com aumento de peso e obesidade acometendo principalmente adultos a
partir dos 50 anos. Contudo observa-se cada vez mais o desenvolvimento o
quadro em adultos jovens e até criangas. Isso se deve, principalmente, pelo
aumento do consumo de gordura e carboidratos aliados a falta de atividade
fisica. Outros tipos de diabetes sdo bem mais raros e incluem defeitos
genéticos da funcéo a célula beta (MODY 1,2,3), defeitos genéticos na agéo

da insulina, doenca do pancreas (pancreatite, tumores pancreaticos,
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hemocromatose), outras doencas endécrinas (Sindrome de Cushing,
hiperpatireoidismo e acromegalia) e uso de certos medicamentos. Diabetes
gestacional — Pode ser transitério ou ndo e, ao término da gravidez, a
paciente deve ser investigada e acompanhada. Na maioria das vezes ele é
detectado no 3- trimestre da gravidez, através de um teste de sobrecarga de
glicose. 2

O diagnostico precoce do diabetes é importante para prevencédo da

complicagbes agudas e cronicas.

2. Aspectos Gerais

O diabetes esta se tornando a epidemia do século, e ja afeta cerca de
246 milhdes de pessoas em todo o mundo. Até 2025 a previsdo é de que
esse nimero chegue a 380 milhdes.®> No Brasil, de acordo com o Vitigel
(Sistema de Monitorizacdo de Fatores de Risco e Protecdo de Doenca
Crénicas e Transmissiveis), a ocorréncia média de diabetes na populacéo
adulta (acima de 18anos) é de 5,2% representando 6.399.187 pessoas, que
confirmaram serem portadoras da doenca. A prevaléncia aumenta com a
idade: o diabetes atinge 18,6% da populacdo com idade superior a 65anos.

O aumento da incidéncia do diabetes mellitus entre criangcas e
adolescentes é observado em diversas comunidades. Nos ultimos anos,
tem-se observado aumento crescente na prevaléncia do diabetes tipo 2
entre jovens. Nos Estados Unidos, essa forma correspondia a 1-2% dos
casos de diabetes na juventude e atualmente, observa-se que 8% a 45%
dos casos novos de diabetes diagnosticados nessa faixa etaria ndo tem

etologia auto-imune demonstrada.* Este aumento em jovens foi observado
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inicialmente em certa minorias étnicas, como os indios Pima, habitantes do
estado do Arizona (EUA). Nestes, observou-se a freqiéncia acima de 1% de
individuos diabéticos na populagcdo com idade entre 15 e 24anos, em sua
maioria ndo dependentes de insulina exdgena, apresentando significativa
associacdo com obesidade.’ Na regido metropolitana de Cincinnati (EUA),
em 1994, o diabetes mellitus tipo 2 ja correspondia a 33% dos casos de
diabetes recém-diagnosticados em individuos com idade entre 10 e 19 anos.
O aumento do diabetes mellitus tipo 2 na juventude nao é fato exclusivo da
América do Norte. Entre os japoneses em idade escolar, a incidéncia elevou-
se, em vinte anos, de 0,2 para 7,6 por 100 mil individuos.® O aumento na
prevaléncia da obesidade na adolescéncia registrado nos ultimos anos
explicaria, em grande parte o avanco do diabetes mellitus tipo 2 em
populacdes jovens.”®

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude em 2005 faleceram mais de
1,1 milhdo de pessoas por diabetes mellitus e que 80% das mortes séo
registradas em paises em desenvolvimento médio ou baixo; a Organizagéo
Mundial da Saude faz a previsdo de que as mortes por diabetes se

multipliquem entre 2005 e 2030.

3. Aparelho reprodutor masculino e diabetes

Os efeitos do sistema reprodutor masculino no diabetes incluem
impoténcia resultante de complicagbes neurovasculares e alteragdes

testiculares determinante de espermatogénese alterada.®'°
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Pesquisas iniciais indicavam menores volumes dos testiculos e de
sémen que n3o se confirmaram posteriormente’" % com a realizagdo de
biopsias de pacientes com oligoespermia foram verificadas importantes
anormalidades que afetavam as células de Sertoli, o tecido tubular, as
estruturas vasculares e o intersticio.”™'* Faerman e cols (1972)"° estudando
serie de 7 biopsias testiculares de pacientes diabéticos insulino dependentes
encontraram hipoespermatogene e esfoliagao do epitélio germinativo.

Cameron e cols' estudaram por microscopia otica e eletronica,
biopsias testiculares de 10 pacientes adultos diabéticos insulino
dependentes portadores de impoténcia por periodos variaveis comparando-
0s com controles normais. O quadro histolégico constou de deplecdo de
células germinativas nos tubulos, tubulos de didmetros diminuidos, parede
tubular espessada, e esfoliagdo de células germinativas no lumen indicando
espermatogénese alterada. A microscopia eletronica identificou vacuolizagao
intensa das céluas de Sertoli e perda do processo juncional intercelular
especializado nessa células. O intersticio demonstrava invasdo de matriz
extra celular rico em colageno e as paredes vasculares eram espessadas.

Para esses autores essas alteragdes microvasculares nos pacientes
impotentes podem afetar a funcao da célula de Leydig e a espermatogénese
da mesma forma como ocorre nos testiculos senescentes.’®"” .

Em relagéo a estudos referentes a qualidade de sémen, Dinulovic &
Radonjic:18 estudando 54 pacientes diabéticos comparando-os com 38

normais com estratificagdo quanto a idade e duragdo da doenca,

encontraram diminuigdo da motilidade de espermatozoides.
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Ambos os tipos de diabetes, tipo 1 e tipo 2 sdo causas bem
reconhecidas de disfuncao sexual e da funcédo reprodutiva masculina em
varios niveis, incluindo controle endocrino da espermatogénese , a
espermatogénese, a erecdo peniana e a ejaculagdo’®2%?’

O diabetes mellitus é considerado um problema de saude publica
mundial (WHO 2009)."

O diabetes é usualmente acompanhado pela produgédo aumentada de
radicais livres ou pela diminuicdo de antioxidantes; as mitocondrias séo a
fonte principal das espécies reativas de oxigénio nas células e a diminuicao
de sua funcdo esta intrinsecamente relacionada ao diabetes.?*?

Atualmente tem sido proposto que os radicais livres de oxigénio sao
um mediador comum de varias patologias que afetam a funcéo reprodutiva e
que a fungdo mitocondrial esta diminuido na infertilidade.?*%°

O esperma de mamiferos tem especifica composi¢do lipidica
consistindo de alto conteudo de 4&cidos graxos poliinsaturados,
plasmalogenos e esfingomielina; os lipidios nos espermatozdides sao o
principal substrato para a peroxidacéo. Aitken e cols. (1989)*° demonstraram
que o excesso de espécies reativas de oxigéncio e radicais livres produzem
um efeito adverso sobre a motilidade dos espermatozéides e na fertilidade.
Sabe-se que o processo oxidativo nos lipides e no DNA dos
espermatozoides € associado com o declinio na motilidade e fertilidade do

esperma  humano.?"?%%°  Foj

demonstrado que espermatozdides
apresentando defeitos nas mitocondrias ndo apenas produzem ATP de

forma menos eficiente, mas também geram estresse oxidativo elevado,
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levando a declinio na fertilidade.*® Embora atualmente avangos importantes
em alguns mecanismo celulares ja ocorreram, os mecanismos da
espermatogénese alterada em homens diabéticos sdo pouco entendidos.
Considerando que as proje¢des indicam aumento da prevaléncia do
Diabetes mellitus em todo o mundo e como conseqliéncia mais pacientes
serdo afetados em fase pré-reprodutiva e reprodutiva,®! torna-se relevante o
estudo das alteracbes testiculares em modelos de diabetes no rato o qual

produz algumas similaridades relacionadas ao diabetes tipo I.

4. Estudos das lesoes testiculares em animais

Animais diabéticos por pancreatectomia®, por indugcdo com
aloxana®?* ou induzidos pela streptozotocina®* demonstraram lesdes
testiculares relacionadas ao nivel da glicemia e tempo de exposicédo a
condigdo hiperglicémica, e constaram principalmente de redugao do epitélio
germinativo e das células de Leydig, e de alteracbes no processo da
espermatogénese.

SEETHALAKSHMI e cols. (1987)¥ encontraram contagem de
espermatozoides e mobilidade significativamente diminuidas em ratos
diabéticos e Scarano e cols. (2006), disfungdo reprodutora duas semanas
apods o diabetes.

Ratos normais apresentam altera¢des dos tubulos seminiferos com o
aumento da idade, aparecendo tubulos regredidos com freqiéncia variavel

e, em ratos Brown Norway este processo se manifesta aos 18 meses>°. Em

hamsters normais ndo foram detectadas alteragdes histologicas aos 6 meses
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de idade mas com 12 meses era evidente uma diminuicdo da altura do
epitélio do tubulo seminifero, hipoespermatogénese e a presenca de

descamacao celular*®*!

. Aos 2 anos de idade 40% dos tubulos seminiferos
era anormal.

A microscopia eletrénica células germinativas de tubulos regredidos de
ratos Brown Norway normais de 2 anos demonstraram alteragdes
citoplasmaticas, predominio da células de Sertoli ou de sustentacéo e
grande lisossomos que apresentavam composicédo heterogénea e inclusdes
semelhantes a lipofucsina®.

Camundongos diabéticos ndo obesos (NOD), animais que se tornam
obesos na 30 semana de vida, estudados por Gondos & Bevier (1995)* aos
3 meses de idade com glicemia entre 238 e 543mg/ apresentavam deplecéo
de células espermatogénicas, atrofia tubular e degeneragcéo das células
germinativas.

Nesse grupo de animais (NOD) em fase de insulite e pré-diabetes,
Sainio-Pollanen et al (1997)** em estudo a microscopia eletrdnica,
encontraram apoptose das células germinativas espermatogdnia,
espermatocitos e espermatides.

Estudos ultra estruturais de tubulos seminiferos em animais diabéticos
Sd0 escassos, a maioria tem como objetivo o estudo da célula de Leydig

intersticial*>*647

5. Parénquima testicular
O parénquima testicular consiste de tubulos seminiferos que sao os

maiores componentes dos testiculos e do tecido intersticial. Os tubulos
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seminiferos sdo compostos por células espermatogenicas: espermatogonia
espermatoécitos e espermatides entremeados por células de suporte, as
células de Sertoli.

O espaco entre os tubulos seminiferos contém tecido frouxo onde se
encontram nervos, células de Leydig e outras células como fibroblastos,
mastocitos, macrofagos*®.

Os testiculos tem fungdo dupla, espermatogénese que ocorre nos
tubulos seminiferos e secrecdo de horménios esterdides ou androgénicos
pelas células de Leydig; a sintese de testosterona é necessaria para a
producao dos espermatozdides e para o comportamento sexual normal.

A hipofise anterior controla estas fungbes pela secrecédo de
gonadotrofinas, horménio luteinizante (LH) e hormdnio foliculo estimulante
(FSH). A hipdfise anterior € regulada através da secregdo hipotaldamica de
horménio liberador de gonadotrofina (LHRH). Este eixo hipotalamo-hipéfise-
gonada consiste de mecanismo controlado por feedback®®. A figura 1 abaixo

representa essas relagoes:
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Cel. de Serlo QP Cel. de Le
Iibin _ Testasten

Fig. 1 — O LHRH liberado no Hipotalamo, age sobre a Hipodfise que libera FSH e LH que atuam na
célula de Sertoli e Leydig, estimulando a sintese e liberagdo de inibina e testosterona que atuam como
feedback negativo na Hipéfise e Hipotalamo.

O horménio luteinizante (LH) produzido pela hipéfise afeta a
espermatogenese indiretamente, estimulando a produgdo de testosterona
endogena.

As células de Sertoli tem afinidade para o FSH por possuir receptores
especificos; a Testosterona e o FSH sdo os horménios direcionados para o
epitélio do tubulo seminifero.

A proximidade das células de Leydig e o tubulo seminifero e a

producgéo de proteina ligadora de androgénio pelas células de Sertoli fazem
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com que seja mantido alto nivel de androgénio necessario no microambiente
dos espermatozéides em desenvolvimento.

Na figura 2 esta representado esquematicamente o tubulo seminifero
contendo espermatogonia, espermatocitos, espermatides e

espermatozoéides.

Espermstngiinia

Fig. 2 — Representagdo do Tubulo Seminifero mostrando o horménio foliculo-estimulante (FSH) e
testosterona (T) agindo nas células de Sértoli que produzem proteina de ligagcdo do Androgénio (ABP)
e inibina e, as células germinativas até a liberacdo de espermatozoides dentro do limen. (MacClure,
RD: Endocrine investigations and therapy. Urol. Clin. North. AM. 14:471-488, 1987.

Os tubulos seminiferos contém células germinativas em varios estagios
de maturagéo e células de Sertoli; estas constituem 85 a 90% do volume
testicular.

As células de Sertoli sdo células de sustentacdo, ndo se dividem, séo
uma populagédo fixa e parecem estar envolvidas na nutrigdo das células
germinativas bem como na fagocitose de células lesadas. A relagdo entre as
células de Sertoli e as células germinativas inclui os seguintes componentes:

receptores para o FSH nas células de Sertoli; produgdo de uma proteina de
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ligagdo ao androgénio, encontrado no tubulo seminifero que serve como
reservatorio do horménio androgénico no tubulo; producédo pelo tubulo
seminifero de macromolécula que inibe a secrecdo do FSH - inibina e a
conversao da testosterona em desitrotestosterona com maior potencia
bioldgica que a testosterona nas células de Sertoli*®.

As células espermatogénicas sao dispostas de forma ordenada desde
a membrana basal até a luz do tibulo seminifero. Heller e Clermont (1964)°
revelaram 13 diferentes células germinativas representantes dos diferentes
estagios no processo de desenvolvimento e o seu desenvolvimento conta
com intima associagdo com as células de Sertoli, de forma que multiplos
tipos de células espermatogénicas estdo em contato com uma unica célula
de Sertoli, conforme fica demonstrado na figura 3 abaixo.

Células espermatogénicas

Coria transversal de hibulo seminifero i

! o
\ (| / __—— Espermatozside

Espermitide tardia

Espermitide precoce
A
Esparmatdcilo secundirio

i
|

Esparmaticito primario

}

Esparmatogonia

Hicleo de célula
de Sertoli

Capilar sanglinesa

Célula de Leydig ———=
Figura 3- Corte transversal de um tibulo seminifero mostrando uma iinica célula de Sertoli em
contato com diferentes tipos de células espermatogénicas.

Note a célula de Leydig, no espaco intersticial, em intimo contato com os vasos sanguineos.
(Fonte: http://faculty.washington.edu/kepeter/1 18/photos/testes_celIs.jpg).49
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Quando o desenvolvimento das células germinativas se completa, as
espermatides maduras sao liberadas pelas células de Sertoli dentro do
lumen, e estas passam por um sistema de duto coletor ou “rete-testes” antes
de entrarem no epididimo via dutos eferentes. A transformagcdo das
espermatides em espermatozéides nos tubulos seminiferos se faz em
processo denominado espermiogenese e inclui condensacdo do nucleo
celular, formagdo de acrossomo, perda da maior parte do citoplasma,

desenvolvimento de uma cauda e disposicdo das mitocondrias na porgéao

média do espermatozdide. O ciclo espermatogénico no rato € de 12 dias®*%3.

Na figura 4 abaixo esta esquematizado o processo de espermiogenese.

Apmiwihg de Gog

Visicula
BCrosvimica | WtSbn-c pnanria

e @ —
i 1,

=  Mecrotubulos /

Musiben dia espetmands  Centricios W

il G Flagsio Paris sebilin  gabags
' " :

!

.. Excenso de r ]
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Figura 4 - Processo de espermiogénese. Inicia-se com espermétide arredondada, ocorre a
diferenciaciio e tem-se como resultando final a formacio de um espermatozdide.

Fonte: http://faculty.washington.edu/kepeter/11 8/photos/sperm-development.jpg49
Por muitos anos se presumiu que as células de Sertoli eram o maior
fator que controlava o desenvolvimento das células germinativas, porém

estudos recentes demonstraram que as células germinativas controlam o
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seu desenvolvimento®.

Para Ozaki - Kuroda et al (2002)*° as juncgdes celulares entre as células
de Sertoli e células germinativas desempenham papel crucial na
morfogenese e diferenciacdo das células germinativas, além do papel
mecanico de adeséao entre as células.

A decomposicao e a recomposi¢ao das junc¢des aderentes é um evento
essencial durante a espermatogenese porque as células germinativas
precisam se deslocar da regido basal para o compartimento ad luminal do
epitélio seminifero para completar a espermatogenese. Esta dinamica é
regulada por ampla rede de moléculas incluindo, fatores de crescimento,

quinases e fosfatases®.
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Nosso objetivo foi o de avaliar os parametros morfométricos: area total,
area do epitélio, area do lumen, espessura do epitélio germinativo,
densidade numérica tubular, porcentagem do lumen ou propor¢céo da area
do lumen em relagéo a area total e porcentagem do epitélio ou proporcao da
area do epitélio em relacdo a area total nos tubulos seminiferos de ratos
diabéticos induzidos pela aloxana e de ratos nao-diabéticos sacrificados
com 1 e 6 meses de seguimento, e as alteragdes ultraestruturais dos tubulos

seminiferos dos animais sacrificados com 1, 6 e 12 meses de seguimento.
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1. Animais utilizados

No presente estudo foram utilizados 60 ratos machos, adultos, da
linhagem Wistar, sadios ao exame clinico, pesando aproximadamente 250-
280 gramas, oriundos do Biotério Central do Campus da Unesp de Botucatu.
O estudo apresentado, de protocolo n° 650, foi aprovado pelo Comité de
Etica na Experimentacdo Animal (CEEA), da Faculdade de Medicina de

Botucatu — Unesp, no dia 10 de janeiro de 2008.

2. Ambiente de experimentacao, profilaxia e tratamento de infecgées

Os animais foram mantidos em gaiolas de poliuretano, forradas com
palha autoclavada, em grupos de 4 animais/caixa, colocadas em
‘containers”, com temperatura, exaustdo e iluminacdo controladas. O
controle de insetos foi feito utilizando dispositivos foto-eletrénicos.

Na semana que antecedeu a indugdo do diabetes experimental, os
animais foram vermifugados com mebendazol (Abbott — Cifarma, S&o Paulo
— SP), administrado por via oral e adicionado a agua de beber, e tratados
profilaticamente de pediculose com fipronil/metoprene (Merial Saude Animal
Ltda., Paulinia —SP), colocado na superficie da pele. Na evidéncia de sinais
clinicos de piodermite e/ou pneumonia no seguimento, os animais foram
tratados, respectivamente, com cuidados locais das lesbes com solucao
degermante de digluconato de clorohexedina (NeoQuimica, Sdo Paulo — SP)
e administracao de cloridrato de tetraciclina, na dose de 100mg/kg (Bristol —

M — Squibb, S&o Paulo — SP) colocada na agua de beber, durante 7-10 dias.
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3. Distribuigao e sorteio dos animais

Oriundos do biotério, os animais foram inicialmente sorteados em dois
grupos de ratos; o primeiro, destinado aos animais que permaneceram como
controles (normais nao-diabéticos) e o segundo, aos animais que foram
submetidos a indugdo do diabetes experimental (animais diabéticos).
Decorridos 14 dias ap6s a indugéo do diabetes ou de seguimento normal, os
animais foram distribuidos em 2 grupos experimentais, como abaixo

discriminados:

4. Grupos experimentais

N - Grupo normal: constituido de 30 animais normais, sadios, n&o-
diabéticos;
D - Grupo diabético: constituido de 30 animais diabéticos aloxanicos, nao-

tratados;

Animais que evoluiram para o 6bito no periodo pés-indugdo do
diabetes, e no seguimento precoce ou tardio, foram repostos, de modo a nao

comprometer o numero final de ratos de cada grupo ou subgrupo estudado.

5. Momentos de avaliagao e sacrificio
Cada um dos 2 grupos experimentais foi dividido, por sorteio, em 3
subgrupos de ratos, com 10 animais cada um, para serem avaliados e

sacrificados, respectivamente, em 3 momentos do experimento, a saber:

M1 — animais sacrificados com 1 més de seguimento normal ou com

diabetes;
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M2 — animais sacrificados com 6 meses de seguimento normal ou com
diabetes;
M3 — animais sacrificados com 12 meses de seguimento normal ou

com diabetes.

Todos os animais do estudo também tiveram uma avaliagao inicial
(MO0), realizada no 14° dia po6s-inducdo do diabetes ou de seguimento
normal, para obtencédo de parametros clinicos e laboratoriais de confirmacéao

do estado diabético ou de normalidade.

6. Parametros analisados

No presente estudo foram avaliados os seguintes pardmetros:

Clinicos: controles do peso corporal (g), ingestéo hidrica (ml/24h), ingestao
alimentar (g/12h) e diurese (ml/24h);

Laboratoriais: dosagens de glicose sangiinea, glicose urinaria, hemoglobina
glicosilada , insulina plasmatica e testosterona sérica;

Morfologia dos testiculos (M.O.): analise dos aspectos histopatologicos dos

tubulos seminiferos, com énfase a presencga/auséncia de: espermatogénese,
vacuolizacao, degeneracgao, perda do epitélio germinativo e atrofia tubular;

Morfometria dos tubulos seminiferos (MO), com avaliacdo das seguintes

variaveis: area tubular total (um?), area do epitélio germinativo (um?),
espessura do epitélio germinativo (um), porcentagem de Iumen tubular (%)
ou proporgcdo da area do lumen em relacdo a area total e densidade de

ttbulos seminiferos/mm?:
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Ultraestrutura dos testiculos (ME): com énfase aos aspectos elétron-

microscopicos das espermatogdnias, espermatides, células de Sertoli e
mitocdndrias, em relagdo a presenca/auséncia de: vacuolizagao
citoplasmatica; acumulo de materiais anébmalos e corpusculos residuais no
citoplasma e/ou membranas celulares; alteracdes na cromatina nuclear;

degeneracgao e morte celular.

7. Técnicas utilizadas

7.1. Anestesia, coleta de sangue e sacrificio

O sacrificio dos animais foi realizado sob efeito de anestesia geral,
utilizando ketamina, na dose de 100 mg/Kg de peso corporal, associada a
xilazina, na dose de 25 mg/Kg de peso corporal, administradas por via
intramuscular. Ambas as drogas foram fabricadas pela Rhobifarma Ind.
Farmacéutica Ltda, Hortolandia — SP. A coleta de sangue no sacrificio foi
feita por pungédo cardiaca, com o térax aberto. A eutanéasia foi feita por

exsanguinacao volémica, seguida da secgdo da veia cava infradiafragmatica.

7.2. Obtenc¢ao de parametros clinicos e laboratoriais

No inicio do experimento (14° dia ap6s a inducao do diabetes ou de
seguimento nos animais normais) e, no dia anterior, a cada um dos
momentos definidos para o sacrificio (1, 6 e 12 meses), os animais foram
colocados em gaiolas metabdlicas individuais, durante um periodo de 24
horas, sendo oferecida, ao final da tarde, quantidade padronizada de ragao e
agua. Ao término de um periodo noturno de 12 horas a ragédo consumida foi

registrada (ingestdo alimentar em g/12h) e ao término de 24 horas, foram
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registrados: o volume de agua ingerido (ingestdo hidrica em ml/24h), a
quantidade de urina coletada (diurese em ml/24h) e o peso corporal (g). Um
volume de 10 ml da urina coletada foi armazenado para a dosagem de
glicose urinaria de 24h.

Para obtencédo dos parémetros laboratoriais iniciais e no seguimento
tardio, os animais ficaram de jejum por 12h noturnas, sendo o sangue
coletado por sec¢ao da cauda. Para tanto, os mesmos foram colocados em
uma caixa com luzes incandescentes, por um periodo de 10 minutos,
visando aquecé-los e promover a vasodilatagdo da cauda. A seguir, a cauda
foi seccionada em sua extremidade distal, sendo obtidos, por gotejamento,
1,5 ml de sangue para as dosagens bioquimicas. A seguir, a extremidade da
cauda seccionada foi amarrada com fio de algoddo 2-0, com finalidade

hemostatica.

7.3. Inducao do diabetes experimental

O diabetes foi induzido pela administragdo de uma solu¢do aquosa de
aloxana a 2% (5,6 dioxiuracil monohidrato — Sigma Co, USA), injetada por
via endovenosa, em dose Unica de 42mg/kg de peso corporal, utilizando-se
uma das veias da cauda do animal.

No presente estudo somente foram utilizados animais com sinais
clinicos de diabetes grave, glicemia de jejum >250mg/dL e glicose urinaria >
3000mg/dL, em duas determinagdes sucessivas (7 e 14 dias apds a
induc&o). Animais diabéticos cujos critérios descritos nao foram preenchidos

foram excluidos do experimento.
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7.4. Exames laboratoriais

As dosagens de glicose sangliinea e urinaria foram realizadas em
animais sacrificados com 1, 6 e 12 meses de seguimento pelo método da
glicose oxidase com utilizagdo do equipamento Vitro® da Johnson &
Johnson. As dosagens de hemoglobina glicosilada, insulina plasmatica e
testosterona foram realizadas em animais sacrificados com 1 e 6 meses de
seguimento, sendo quantificadas, respectivamente, por eletroforese, em
sangue total, utilizando “kits” da marca Sebia®; por radioimunoensaio, em
fase solida, pelo método “coat-a-coat insulun” (DPC-Medlab — Sao Paulo); e
pela técnica de quimioluminescéncia, aferida pelo equipamento da marca

Architect — modelo i2000 SR.

7.5. Exérese dos testiculos pés-morte

Apds a exsanguinacgédo, ratos dos 2 grupos experimentais, tiveram os
seus testiculos removidos. O testiculo esquerdo foi colocado em solugao de
Bouin e preparado para estudo a microscopia 6ptica, em processador
automatico. O testiculo direito foi pré-fixado em glutaraldeido a 2,5%, em
tampao fosfato 0,1M no pH 7,3 e posteriormente preparado para o estudo a

microscopia eletrénica de transmisséo.

7.6. Exame morfolégico e morfométrico a MO

Escolhidos por sorteio, os testiculos de 10 ratos de cada subgrupo de
estudo, sacrificados com 1 e 6 meses de seguimento, em cada grupo
experimental, foram mantidos imersos em Bouin, por um periodo de 48h,

para a completa fixagdo. Apos este periodo, fragmentos representativos de
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toda a gbnada foram seccionados, incluidos em parafina e processados para
analise a MO, utilizando a coloragao pela hematoxilina-eosina.

Apdés o preparo das laminas, estas foram examinadas em um
microscopio 6tico, o qual era conectado a um sistema computadorizado de
analise digital de imagens, utilizando o software Qwin Lite 2.5 — LEICA. Para
o estudo morfométrico dos tubulos seminiferos foram analisados apenas os
tubulos com contornos bem definidos e completos, em toda sua extenséo,
tendo sido avaliados os parametros mencionados no item 6 deste capitulo.

Para a realizagdo das medidas morfométricas de interesse deste
estudo foi seguida a seguinte metodologia: 1) A lamina contendo o corte
transversal do testiculo era percorrida no microscépio, tendo sido captadas
as imagens de 6 a 15 sec¢des da lamina; estas imagens foram tomadas ao
acaso, em toda extensdo do testiculo, e continham de 4 a 25 tubulos
seminiferos completos por seccéo; 2) As imagens dos tubulos seminiferos
eram projetadas na tela do computador e com o auxilio do “mouse” era
delineada a superficie tubular, obtendo-se a area total do tubulo; o mesmo
procedimento era repetido para a superficie do lUumen, obtendo-se a area
total do lumen.

Da diferenca entre a area do tubulo e a area do lumen era obtida a
area do epitélio germinativo. Foram feitas medidas das areas de 101 a 195
tubulos seminiferos por animal.

A espessura do epitélio foi obtida tomando-se as sec¢des de tubulos
que haviam sido captadas e arquivadas no computador. Para tanto,

procedeu-se a medida do tubulo na regido do seu menor diametro, em cada




Material e Métodos 22

uma das secgdes, 0 que resultou em uma média de 68 a 135 medidas por
animal. As médias e desvios - padrao foram calculados apds obtencdo dos
dados.

A densidade tubular foi obtida pela contagem numérica dos tubulos
seminiferos com contornos bem definidos, nas 10 primeira secgbes por
animal previamente arquivadas no computador tendo sido contados de 60 a
130 tubulos por rato.

A porcentagem do lumen ou proporgao da area do lumen em relacao
a area total foi calculada multiplicando-se a area do lumen por 100, e
dividindo-se o resultado pela soma do lumen e do epitélio germinativo. Os
calculos foram feitos em 101 a 195 tubulos seminiferos por animal. A
porcentagem do epitélio ou proporcao do epitélio germinativo em relagao a
area total foi calculada utilizando-se os mesmo critérios para obtencao da
porcentagem do lumen.
7.7. Analise ultraestrutural

Para a analise ultraestrutural dos tubulos seminiferos, os testiculos
pré-fixados de 4 animais/ grupo experimental foram cortados em fragmentos
cilindricos de 1mm de espessura, fixados em glutaraldeido 2,5% em tampé&o
fosfato, pH 7,4 por 2 horas (0°C), pds-fixados em tetroxido de 6smio 1%,
lavados em agua destilada, incubados em acetato de uracila, desidratados
em solugbes de acetona e embebidos em resina. Cortes semifinos (1um)
foram cortados com um microtomo e corados com azul de toluidina e

examinadas ao microscépio de luz. Cortes finos (75nm) foram cortados com
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ultramicrétomo e corados com citrato de chumbo e uranila e examinados ao
microscopio eletrénico de transmisséao.

Foram estudados 3 blocos de 3 animais de cada grupo; de cada bloco
foram obtidas 3-4 preparacbes para exame.

Com aumento de 5 — 7 mil vezes foram obtidas 5 — 10 micrografias
eletrbnicas panoramicas, identificando-se as células de Sertoli, as
espermatogonias, os espermatocitos e as espermatides. Nestas células
foram pesquisadas a presenca de alteracgdes citoplasmaticas: vacuolizagao,
aspecto das mitocdndrias e presengca de substéncia eletrodensa; nos
nucleos celulares foram observadas as caracteristicas da cromatina, quanto
a densidade e uniformidade.

Utilizando a magnificagdo (10 — 20 mil vezes)) das imagens
previamente observadas no aumento menor, as mesmas estruturas foram
reexaminadas, sendo obtidas de 10 — 20 micrografias para posterior analise
e comparacgao. Espermatides maduras foram fotografadas com aumentos
entre 20 e 40 mil vezes.

Foram obtidas micrografias de 2 a 3 tubulos de cada subgrupo de
animais, sendo examinadas e documentadas varias regides de cada tubulo,
resultando em um estudo descritivo inicial. Apds a descrigéo inicial e a
documentagédo microfotografica passou-se a descricdo comparativa entre os
grupo de ratos normais e diabéticos nos 3 periodos de seguimento (1,6 e 12
meses). Todas as analises foram feitas pelo mesmo pesquisador, sem o
conhecimento prévio do grupo experimental, do qual provinha o material

examinado.
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8. Analise Estatistica

O estudo das variaveis clinicas (peso corporal, ingestdo hidrica,
ingestdao alimentar e diurese), laboratoriais (glicose sanglinea, glicose
urinaria, hemoglobina glicosilada, insulina plasmatica e testosterona),
segundo os grupos, normal e diabético, e os seus respectivos momentos de
sacrificio, foi realizado através da Analise de Variancia, ndo paramétrica com
dois fatores, complementada com o teste de comparagbes multiplas de
Dunn®’, sendo que para as varidveis paramétricas foi o utilizado o teste de
comparacdes multiplas de Tukey®’. O nivel de significancia adotado foi de
5% ou P<0,05.

Os parametros morfométricos: area total, area do epitélio, area do
lumen, espessura do epitélio, porcentagem do lumen ou propor¢ao da area
do lumen em relagdo a area total, porcentagem do epitélio ou proporgédo da
area do epitélio em relacao a area total e densidade numérica tubular, foram
analisados pelo teste ANOVA para um critério complementado pelo teste de

Tukey®’, adotando-se o nivel de 5% de significancia ou p < 0,05.
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1. Achados clinicos e laboratoriais

Ratos controles (N) apresentaram parametros clinicos e laboratoriais
compativeis com os observados em animais de mesma linhagem, em todos
os periodos de avaliagédo do experimento. Em contraste, ratos diabéticos (D),
sem qualquer tratamento da doenca, evoluiram com perda acentuada de
peso corporal e aumento significante (P<0,01) da ingestédo hidrica, ingestéao
alimentar e diurese, quando comparados com animais controles — N, nas
avaliagbes efetuadas com 1, 6 e 12 meses de seguimento. Os niveis de
glicose sanguinea e glicose urinaria também foram significantemente
elevados nestes periodos, o0 mesmo ocorrendo com os valores da
hemoglobina glicosilada, nas avaliagdes realizadas com 1 e 6 meses de
seguimento. Em contraste, ratos diabéticos apresentaram niveis de insulina
e testosterona séricos significantemente baixos em relagcdo aos ratos
controles, com 1 e 6 meses de seguimento (P<0,001). Os valores obtidos
constam das tabelas 1, 2 e 3, com as respectivas analises estatisticas e

comentarios.
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Tabela 1 - Medianas, valores maximos e minimos da glicemia (mg/dl),
glicosuria (mg/24h), ingestao hidrica (ml) e diurese (ml) de ratos normais (N) e
diabéticos (D) sacrificados com 1, 6 e 12 meses de seguimento.

Glicemia Glicosuria Ingestéao hidrica Diurese
(mg/dl) (mg/24h) (ml) (ml)
N 122,50 10,00 40,00 5 0202_550000)
1mé (80,00;130,00) (0,00;59,00) (10,00;50,00) e
més
D 640,00 8.072,00 250,00 125,00
(564,00;795,00) (3.471;9.947,00) (125,00;250,00) (75,00;145,00)
Valor p < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01
N 108,00 14,00 30,00 (0 Sg:gg 00)
(80,00;125,00) (0,00;52,00) (10,00;60,00) e
6meses
D 601,00 7.199,00 195,00 65,00
(498,00;963,00) (4.001,00;8.829) (105,00;230,00) (60,00;140,00)
Valor p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
136,50 9,50 25,00 8,00
N  (100,00;168,00) (8,00;17,00) (15,00;35,00) (1,00;18,00)
12meses
D 379,50 4.823,50 112,5 75,00
(254,00;616,00) (3.455,00;5813,00) (53,00;165,00) (42,00;111,00)
Valor p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Comentarios: Os valores de glicemia, glicosuria, ingestdo hidrica e diurese mantiveram-se
significativamente aumentados durante o experimento nos animais diabéticos.

Tabela 2 - Médias e desvios-padrao dos valores do peso corporal (g) e
ingestao alimentar (g) de ratos normais (N) e diabéticos (D) sacrificados apds

1, 6 e 12 meses de seguimento.

Peso (g) Ingestao alimentar (g)
N 382,50 +35,84 24,50 + 4,97
1més
D 178,11 + 28,32 44 44 + 6,35
Valor p < 0,01 < 0,01
N 517,27+ 41,25 18,64 + 6,36
6 meses
D 294,50 + 64,14 45,50 £ 6,85
Valor p <0,01 <0,01
N 410,40 + 101,31 20,30 + 5,58
12
meses 5 232,00 + 58,40 25,80 + 6,91
Valor p <0,01 >0,05

Comentarios: O peso corporal do grupo diabético foi significativamente menor que o
observado no grupo normal, nos 3 momentos estudados; a ingestdo alimentar foi maior nos
diabéticos com 1 e 6 meses de seguimento.
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Tabela 3 - Médias e desvios-padrdo dos valores da insulina (pUl/ml) e
hemoglobina glicosilada (%), e medianas, valores maximos e minimos da
testosterona (ng/dl) de ratos normais (N) e diabéticos (D) sacrificados ap6s1
e 6 meses de seguimento.

Insulina sérica Hemoglobina Testosterona
(nIU/ml) glicada (%) (ng/dl)
N 40,78 +2,02 3,24 + 0,97 192,40 (34,51,669,00)
1més

D  20,72+225 9,54 + 1,33 28,52 (2,79:186,1)
Valor p <0,01 <0,01 < 0,01

N 4249+ 2,64 3,63 + 0,66 65,53 (37,48;404,50)
6meses

D 1856675 8,53 + 3,21 23,20 (8,62:36,10)
Valor p <0,01 <0,01 <0,01

Comentarios: A insulinemia e os niveis séricos da testosterona foram significativamente
diminuidos e a hemoglobina glicosiladada significativamente aumentada nos ratos
diabéticos com 1 e 6 meses de seguimento.
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2. Analise Morfométrica

Na figuras 5, estdo representadas as microfotografias do grupo normal
e diabético com 1 e 6 meses de seguimento nas quais se observam as
alteragbes dos tubulos seminiferos em graus variados que constaram de:
evidente diminuicdo do didmetro e do epitélio germinativo, que por vezes se

mostrava totalmente atréfico. Nos ratos diabéticos foi observada

vacuolizagéo do epitélio em varias areas.

Figura 5: Aparéncia morfologica de testiculos de ratos normais com 1més (a) e 6meses (d) de seguimento: nota-se
evidéncia de espermatogénese no limen tubular; (b) vacuolizagdo do epitélio seminifero (—); epitélio seminifero
atrofico (+), rato diabético com um més de seguimento; (c) epitélio germinativo atréfico (+), rato diabético com 1m
de seguimento; (e) dois tubulos seminiferos parcialmente atroficos (~), 01 tubulo totalmente atréfico (),
vacuolizagéo de epitélio seminifero (—), rato diabético com 6 meses de seguimento; (f) quase completa perda de
epitélio germinativo (atrofia tubular), rato diabético com 6meses de seguimento. Barra = 100um.
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Os valores obtidos no estudo morfométrico da area total dos tubulos
seminiferos (um?), area do epitélio(um?) e area do limen(um?) dos animais
normais e diabéticos com 1 e 6 meses de seguimento, constam da tabela 4

com os comentarios da analise estatistica, e das figuras 6-8.

Tabela 4 - Médias e desvios-padrao da area total (pmz), area do epitélio
(um?) e area do lumen de tubulos seminiferos de ratos normais e diabéticos
sacrificados com 1 e 6 meses de seguimento.

Area total Area do epitélio Area do limen
(um?) (um?) (um?)
™ N 84434,60+27400,90 61073,00+18723,10 22858,20+12246,70
D 67265,70£29403,50 47890,90+20743,70 18879,50+11233,50
Valor p <0,01 <0,01 <0,01
oM N 86070,20+£27433,60 58732,50£18779,30 26823,30+12445,40

D 60632,10+33721,30 43225,60+25368,40 16890,00+10438,80

Valor p <0,01 <0,01 <0,01

Comentarios: A area dos tubulos seminiferos foi significativamente menor nos ratos diabéticos
com 1 e 6 meses de seguimento. A area do epitélio germinativo foi menor nos ratos diabéticos
com 1 més e 6 meses de seguimento. A area do limen foi significativamente maior nos ratos
normais com 1 més e 6 meses de seguimento.
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Os valores obtidos da espessura do epitélio, porcentagem de lumen
ou proporcéo da area de lumen em relagdo a area total, porcentagem do
epitélio ou proporcédo da area do epitélio em relagdo a area total e da
densidade numeérica tubular dos animais normais e diabéticos com 1 e 6
meses de seguimento constam da tabela 5 com os comentarios da analise

estatistica e das figuras de 9-12.

Tabela 5 - Média e desvio padrdo da espessura do epitélio (um),
porcentagem (%) do lumen ou propor¢céo da area do lumen em relagéo a
area total, porcentagem (%) do epitélio ou proporgcéo da area do epitélio em
relacdo a area total e densidade numérica tubular (#/mm?) de tubulos
seminiferos de ratos normais e diabéticos sacrificados com 1 e 6meses de
seguimento.

Espessura % lumen % epitélio Densidade
do epitélio numeérica
(Mm) tubular
#/mm?)
1M 77,74£15,34 26,75+7,85 73,23+7,87 6,67+0,6
59,50+£15,78 28,12+7,75 71,87+7,75 8,47+2,39
Valor <0,01 < 0,01 <0,01 < 0,05
p
6M 74,961£15,92 31,1347,62 68,86+7,82 6,16+0,59
50,79+£19,05 30,35+9,98 69,6219,86 8,56+3,18
Valor <0,01 >0,05 >0,05 <0,05
p

Comentarios: A espessura do epitélio germinativo foi significativamente menor nos
animais diabéticos com 1 e 6 meses de seguimento. A porcentagem do limen ou
proporcdo da area do limen em relacdo a area total foi maior nos ratos diabéticos com 1
més de seguimento. N&o foi observada alteracdo significativa desta variavel nos ratos
diabéticos com 6meses de seguimento. A porcentagem do epitélio ou propor¢cdo da area
do epitélio em relagdo a area total foi menor nos ratos diabéticos com 1 més de
seguimento. Nao foi observada alteragao significativa nos ratos diabéticos com 6 meses de
seguimento. A densidade numérica tubular foi significativamente maior nos animais
diabéticos com 1 e 6 meses de seguimento.
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Figura 6 - Box plot representando as medidas em micrémeros ao quadrado (pmz) da area
total (AT) de tubulos seminiferos de ratos normais (N) e diabéticos (D) sacrificados apés 1 e
6meses de seguimento. No Box, a linha horizontal central representa a média aritmética
dos dados e as linhas horizontais, superior e inferior, os desvios- padrdo. As linhas verticais

representam os menores e maiores valores.
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Figura 7- Box plot representando as medidas em micrOmeros ao quadrado (pmz) da area do
epitélio (AE) de tubulos seminiferos de ratos normais e diabéticos sacrificados apds1 e 6
meses de seguimento. No Box, a linha horizontal central representa a média aritmética dos
dados e as linhas horizontais, superior e inferior, os desvios- padrdo. As linhas verticais

representam os menores e maiores valores, e os circulos representam os valores extremos.
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Figura 8- Box plot representando as medidas em micromeros ao quadrado (pmz) da area
do lumen (AL) de tubulos seminiferos de ratos normais e diabéticos sacrificados ap6s1 e 6
meses de seguimento. No Box, a linha horizontal central representa a média aritmética dos
dados e as linhas horizontais, superior e inferior, os desvios- padréo. As linhas verticais

representam os menores e maiores valores, e os circulos representam os valores extremos.
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Figura 9 - Box plot representando a densidade numérica tubular (D) (numero de
tubulos/mmz) dos animais normais (N) e diabéticos (D) sacrificados com 1 e 6 meses de
seguimento. No Box, a linha horizontal central representa a média aritmética dos dados e as
linhas horizontais, superior e inferior, os desvios- padrdo. As linhas verticais representam

0s menores e maiores valores, e os circulos representam os valores extremos.
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Figura 10- Box plot representando a espessura do epitélio (EE) em micrémeros (um) de
ratos normais (N) e diabéticos (D) sacrificados com 1 e 6 meses de seguimento. No Box, a
linha horizontal central representa a média aritmética dos dados e as linhas horizontais,
superior e inferior, os desvios- padrédo. As linhas verticais representam os menores e

maiores valores, e o circulo representa o valor extremo.




Resultados 36

100
20

60

FTIL

ZLNT EZLME LD ZLDE

Figura 11 - Box plot representando a porcentagem (%L) de limen ou proporgéo da area do
limen em relagéo a area total dos tubulos seminiferos de ratos normais (N) e diabéticos (D)
sacrificados com 1 e 6 meses de seguimento. No Box, a linha horizontal central representa
a média aritmética dos dados e as linhas horizontais, superior e inferior, os desvios- padrao.

As linhas verticais representam os menores e maiores valores.
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Figura 12 - Box plot representando a porcentagem (%) de epitélio ou propor¢céo da area do
epitélio em relagédo a area total dos tubulos seminiferos de ratos normais (N) e diabéticos
(D) sacrificados com 1 e 6 meses de seguimento. No Box, a linha horizontal central
representa a média aritmética dos dados e as linhas horizontais, superior e inferior, os

desvios- padrdo. As linhas verticais representam os menores e maiores valores.
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3. Resultados de Microscopia Eletronica

3.1 Grupo de ratos com 1 més de seguimento

Nos animais normais as espermatides redondas apresentavam
cromatina nuclear de aspecto normal. As células de Sertoli apresentavam o
caracteristico nucleo edentado e nucléolo evidente observando-se grande
quantidade de estruturas de espermatozdides de aparéncia normal.

Nos ratos diabéticos foram observados vacuolos no citoplasma de
células de Sertoli e de espermatogonias; e foi detectado, em 1 animal,

espermatozoide com alteragdes no cinturdo mitocondrial.

3.2 Grupo de ratos com 6 meses de seguimento

Nos animais normais foi observado grande numero de
espermatozoides normais, e poucos com defeito no cinturdo mitocondrial e
multiplos depédsitos de substancia escura intracitoplasmatica nas células que
poderiam ser de lipofucsina.

Nos Ratos diabéticos as mitocondrias em algumas células
apresentavam-se em processo degenerativo, com forma alterada, menor
numero de cristas e com acumulo elétron denso nas membranas.

Nesses animais havia vacuolizagao no citoplasma de espermatogonias,
as espermatides redondas apresentavam alteracdo da forma sendo
ovaladas e com cromatina mais rarefeita. Nas células de Sertoli foram
detectados vacuolos no citoplasma.

Foram observados com maior freqiéncia nos ratos diabéticos

espermatozoides com alteragdes no cinturdo mitocondrial, ou na camada de




Resultados 39

fibras densas. Corpos densos com depoésitos de substancia escura existiam
em maior quantidade do que no grupo controle normal.
O lumen tubular apresentava menor quantidade de espermatides em

relagdo ao grupo normal.

3.3 Grupo de ratos com 12 meses de seguimento

O grupo normal apresentava maior quantidade de, depoésitos de
substancia escura no citoplasma celular de espermatogonia; bem como
depdsitos maiores, mais densos e mais grosseiros; as espermatides
redondas eram de aparéncia normal.

A maioria dos espermatozodides observados era normal, mas observou-
se com maior freqiéncia do que no grupo normal aos 6 meses alteragbes
nas fibras densas dos espermatozoides ou na camada de mitocéndrias.

Nos ratos diabéticos foram detectados nucleos apoptéticos em
espermatogonias e espermatocitos configurando morte celular caracterizada
pela cromatina nuclear formando uma massa densa. Com maior freqiiéncia
foram observados espermatozoides com defeitos na camada de fibras
densas na de mitocdndrias ou no complexo axonémico e menor quantidade
intra luminal de espermatozdides. Algumas espermatides redondas
apresentavam vacuolos no nucleo.

Um aspecto caracteristico nos animais diabéticos de 12 meses, foi o
acumulo de substancia escura provavelmente lipofucsina formando
depositos densos nas células em maior quantidade do que a observada nos

ratos normais de 12 ou nos diabéticos de 6 meses de seguimento; outro
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aspecto caracteristico foi a formagéo de vacuolos no citoplasma das células.
Nao foram observados nucleos apoptéticos nos ratos normais de 12 meses,
mas substancia escura com lipofucsina em quantidade menor do que a

encontrada nos diabéticos.

As figuras de 13 a 17 demonstram estas alteragoes.
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1- Quanto ao Estudo Morfométrico

O critério adotado neste estudo para obtencdo da area tubular e
epitelial do tecido testicular de ratos normais e diabéticos baseou-se no
estudo de Chen ET AL®® que estudaram o efeito do transplante pancreatico
duodenal sobre as lesdes testiculares em ratos diabéticos aloxanicos. Os
autores calcularam a area tubular apdés obterem soma de pontos
correspondentes ao epitélio germinativo, lumen tubulares, usando ocular
com uma rede de 121 pontos acoplada ao microscopio. Neste estudo a area
tubular foi registrada pelo sistema computadorizado acoplado ao
microscopio. Os calculos da densidade numérica tubular e da porcentagem
do lumen dos tubulos seminiferos foram determinados de acordo com o
estudo de Chen e cols®. Quanto ao nimero de tibulos analisados adotou-
se numero 100 ou préximo de 100 estabelecido por Anderson & Thliveris*’
que pesquisaram o didmetro tubular, a histologia e o estagio da
espermatogénese dos tubulos seminiferos de ratos diabéticos pela
streptozotocina. Para o estudo da espessura do epitélio adotou-se o critério
desses autores que mediram o didametro tubular em tubulos seminiferos mais
redondos ao acaso tomando-se 5 regides de todo testiculo. Neste estudo,
mediu-se a menor distancia entre a membrana e o Ilumen dos tubulos
seminiferos escolhendo-se os mais arredondados ao acaso, tomando-se
todo o testiculo.

Utilizando esta metodologia observamos que a area tubular, a

espessura e area epiteliais sdo menores nos animais diabéticos e que a




Discussdo 47

densidade numérica tubular & maior; esta redugdo do tamanho dos tubulos
seminiferos esta de acordo com varias observagdes da literatura.

Toda a area dos tubulos nos ratos diabéticos € menor; a area do lumen
nos ratos diabéticos também foi menor do que a dos ratos normais e a
obtencao dos valores da proporcao da area do lume em relagédo a area total
(ou porcentagem do lumen) foi feita para demonstrar o tamanho relativo do
[imen nos tubulos.

N&o foi observado aumento significativo da porcentagem de lumen nos
animais diabéticos sacrificados apds 6 meses; este resultado também foi
obtido por Chen e cols®.; enquanto que Schoffing ET AL* em ratos
aloxanicos observaram aumento do lumen tubular e diminui¢cao do epitélio.

A densidade tubular aumentada nos ratos diabéticos € explicada pelo
menor tamanho dos tubulos proporcionando maior nimero de tubulos por
campo microscépico.

O presente estudo demonstrou diminuicdo da altura do epitélio
germinativo dos tubulos seminiferos apds indugao do diabetes, dados que

343659 & com a de

estdo de acordo com a maioria das publicagdes anteriores
Oksanen e cols.*® que descreveram esta alteragao desde o 1° més apos
inducdo. Ricci G. e cols.”’ e Gunelli E e cols.®’ encontraram diametro
reduzido dos tubulos seminiferos também precocemente apos indugao: 2 e
meio e 3 e meio meses apos.

O nivel de testosterona diminuido desde 1 més apds o diabetes,

devido aos efeitos da hiperglicemia e stress oxidativo sobre as fungdes das

células de Leydig é uma alteragdo precoce em animais diabéticos e seus
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niveis se correlacionam com a intensidade de tubulos seminiferos
lesados.®'8€; ratos diabéticos pela Streptozotocina 3 semanas apods
inducdo apresentaram diminuicdo da testosterona, alteracdo do
comportamento copulatorio, diminuigdo da fertilidade, das espermatides e da
mobilidade dos espermatozéides38. Em ratos normais em experimento com
células de Leydig isoladas, demonstrou-se que a perda da capacidade
esteroidogenica resulta da menor atividade das enzimas antioxidantes
destas células, com o aumento da idade havendo peroxidagao lipidica nas
células de Leydig nos ratos mais velhos (20 meses)®*%*. Nos animais com 6
e 12 meses de seguimento diabéticos a microscopia eletrénica evidenciou
maior quantidade de espermatides com defeitos na capa de mitocdndrias ou
na de fibras densas do que nos animais normais.

Essas sado alteracbes encontradas em ratos normais com o dobro da
idade dos animais deste estudo: 22 meses e em hamsters com 24
meses®*®°. Essas anormalidades provavelmente refletem a disfungdo da
espermatogénese causada pelo diabetes.

Espermatides com mitocéndrias com defeitos ndao s6 produzem ATP
de forma menos eficiente como também geram stress oxidativo maior e
declinio da fertilidade®®.

Considera-se que as mitocondrias sdo a fonte principal de radicais
livres de oxigénio nas células e sua disfungéo se relaciona intrinsecamente

as alteragdes provocadas pelo diabetes'"?’.
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As mitocdndrias compreendem em média 15-22% do total do volume
celular e producédo de 90% da energia necessaria que € gerada por
fosforilagcdo oxidativa resultando na formagéo de ATP®.

Tem sido encontrada menor produg¢do de ATP nos testiculos de ratos
diabéticos apos 3 meses de diabetes;®® estudo de fungio mitocondrial com
isolamento dessas organelas n&o indicou alteragbes graves de fungao que
expliquem a espermatogenese alterada; entretanto esses estudos néo foram

realizados em fases mais tardias da inducdo do diabetes’®"".

2. Quanto ao Estudo a Microscopia Eletronica

O exame a microscopia eletrbnica baseou-se no estudo de Richardson
e cols’® que estudaram o efeito da idade sobre a membrana basal nos
testiculos de ratos normais dos 6 aos 32 meses de idade. Os autores
fotografaram 3 a 4 tubulos e examinaram varias regides de cada tubulo
seminifero. Em nosso estudo foram obtidas micrografias de 2 a 3 tubulos de
cada subgrupo de animais, sendo varias regides de cada tubulo
examinadas.

As graves alteragbes da espermatogénese resultando em
espermatides anormais no 6° e 12° meses pds inducdo, se devem a
disfungdo mitocondrial progressiva provocada pelo diabetes provavelmente.

Detectou-se degeneragdo e morte celular em espermatogonias e
espermatoécitos aos 12 meses apos inducdo do diabetes; o aspecto destas
células em apoptose tardia sao semelhantes as encontradas em

camundongos n3o obesos diabéticos de 4 — 5 meses na fase de insulite**.
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Em ratos diabéticos pela streptozotocina utilizando-se ensaio que
envolve a deoxinucleotidiltransferase (técnica Tunel) a apoptose celular pode
ser detectada em 3 - 6 meses pos indugao’>¢".

Sao condi¢cbes de morte com apoptose celular em testiculos de ratos o

74,75,76

nivel baixo de testosterona, irradiagcdo e substancias tdxicas em

algumas cepas de ratos diabéticos, a regulacdo alterada dos horménios
luteinizante e foliculo estimulante’”®.

Outro fator implicado é o stress oxidativo determinado pela
hiperglicemia causando redugao dos antioxidantes endégenos e elevacao da
formagao de superodxido, hidroxila, peroxila com lesdo de proteinas e do
DNA celular’®®. O emprego de melatonina com propriedades antioxidantes
diminui a apoptose de células germinativas e a peroxidacgao lipidica em ratos
diabéticos pela estreptozotocina®'©1#2,

O processo apoptoético decorre do aumento da permeabilidade da
membrana interna das mitocéndrias e liberagcéo de fatores como o citocromo
C que ativa a cascata apoptética: caspase e protease intracelular resultando
em morte celular®®*. A apoptose foi provavelmente desencadeada pela
associagao da privagdo da testosterona associada ao stress oxidativo de
longo periodo nas células germinativas; neste estudo foram observadas
desde os 6 meses de seguimento, comprometimento das mitocéndrias a
ultraestrutura.

As células de Sertoli apresentaram vacuolizagdo a partir do 1° més

ap6s indugcdo do diabetes. Estas células s&o necessarias a

espermatogénese por produzirem substéncias necessarias a sobrevivéncia
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das células germinativas e formam um meio essencial no compartimento ad
luminal para a adequada espermatogenese85.

A Ocludina uma das proteinas da juncéo celular firme Sertoli-Sertoli,
formando a barreira sangue testiculo que ¢é fundamental para a
espermatogénese estd diminuida ou ausente em tubulos seminiferos 4
meses e meio apds indugdo do diabetes®°.

As células de Sertoli produzem glicoproteinas, citoquinas e proteases
necessarias a espermatogenese®.

Pode-se especular que a importante vacuolizagcdo dessas células
comprometeram sua funcao de proporcionar fatores nutrientes e regulatérios
as células germinativas tendo como conseqiéncia uma espermatogénese
alterada com maior numero de espermatozdides com defeitos e menor
numero de espermatozoides.

O acumulo de substancia escura eletrodensa no citoplasma celular e
corpos residuais pode ser lipofucsina, pigmento insoluvel composto de
polimeros de lipidios, metais e fosfolipidios complexados com proteina
resultante da peroxidagao de lipidios, que aumenta nas células com a idade,
principalmente nos neurbnios e musculo cardiaco, fibras de musculos
esqueléticos e células pigmentares da retina®’%®,

Acumulo semelhante de lipofucsina foi descrito por Calvo &
colaboradores em epididimo de hamsters normais com 24 meses de idade®’.
Nesse estudo detectou-se nos animais diabéticos, deposicédo mais intensa e

densa de lipofucsina, principalmente apds 12 meses. A lipofucsina se origina

de grande variedade de estruturas celulares e habitualmente se acumula nos
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lisossomas com a idade; os lisossomos que embora tenham as enzimas
lisossomiais ndo a degradam por ser esta uma substancia indegradévelgo.

A autofagocitose de mitocondrias parece ser o maior fator que contribui
para a formacao de lipofucsina®.

A capacidade degradativa diminui com a idade em todas as célula,
mas o acumulo de lipofucsina é primariamente observado nas células poés
mitoticas®".

O stress oxidativo tem evidentes efeitos sobre a lipofucsinogenese®. O
mecanismo proposto por Brunk & Terman® indica que o superdxido (02),
produto gerado da respiracdo mitocondrial € convertido em peroxido de
hidrogénio (H202) pela superoxido dismutase mitocondrial (SOD2) e entao
na presenca de ferro ferroso (Fe2++) se transforma no radical hidroxila (HO)
que altamente reativo, ataca as macromoléculas ao redor causando sua
modificagdo oxidativa enquanto o H202 difunde amplamente na célula. As
macromoléculas oxidadas entram no lisossoma e neste local ha formacao de
radicais hidroxila (HO) que causam outra lesdo oxidativa do material

resultando em lipofucsina que nao & degradavel.
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A figura 18 abaixo ilustra esse mecanismo.

Autofagolisosoma

s0n2
20, + 2H=» 0,4 HO, - 2H,0

l?nsa‘ (550
Bl

’ )

Mitocondria Lisosoma carregado de
Lipofucsina

Figura 18 -Esquema ilustrativo do mecanismo basico de formagéo de Lipofucsina

SOD2 — Superoéxido Dismutase, EL — Enzimas Lisosomiais. Adaptado de Brunk & Terman®®

A lesédo celular pelo acumulo de lipofucsina decorre devido a grande
quantidade de ferro, a qual facilita a geragédo de radicais livres de oxigénio
desestabilizando os lisossomas que lesam a célula por liberagdo dos
radicais livres ou das enzimas hidrolases®.

Seu efeito toxico foi demonstrado em cultura de fibroblastos a qual com

adicdo de lipofucsina e seu acumulo causava morte das células
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rapidamente. Sugeriu-se que este acumulo diminui o turnover protéico
celular e a meia vida das mitocéndrias ocasionando degeneracdo e morte
celular®.

Consideradas em conjunto nossas observagbes indicam que o
diabetes causa direta ou indiretamente comprometimento progressivo das
células de Sertoli e das células germinativas, queda dos niveis de
testosterona e espermatogénese alterada evidenciada por defeitos nos
espermatozoides e menor numero que se acentua com a duragao do estado
diabético, culminando com morte celular e depdsitos intensos e grosseiros
de polimeros de lipidios e fosfolipides (lipofucsina) nas células os quais
aceleram a degeneracéo celular.

Evidente morte celular foi detectada ultra estruturalmente 12 meses
apos indugao do diabetes neste modelo de diabetes aloxanico.

Podemos afirmar que o estado diabético determinou alteragbes
estruturais significativas do epitélio germinativo dos tubulos seminiferos e
queda da sintese de testosterona precocemente e que a permanéncia do
estado diabético por periodo de 12 meses associado a deposicédo de
lipofucsina determinaram alteragbes celulares graves culminando com

apoptose celular.
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Com base nos resultados obtidos e nas condi¢gdes experimentais do

presente trabalho, concluimos que:

1-

A aloxana a 2% na dose de 42mg/kg de peso corporal, induziu o
quadro de diabetes experimental no rato, diagnosticado por
hiperglicemia, hipoinsulinemia e aumento da hemoglobina glicada,
alteragdes clinicas evidentes quanto ao peso, ingestdo hidrica e

diurese.

Os tubulos seminiferos dos animais diabéticos com 1 e 6 meses de
seguimento demonstraram menor espessura do epitélio germinativo e

atrofia do epitélio germinativo.

Os animais diabéticos demonstraram reducdo dos niveis da

testosterona sanguinea.

O estado diabético determinou apoptose de células germinativas.

O estudo morfométrico e ultraestrutural, mostraram-se de grande valia

para caracterizagao das lesdes testiculares no diabetes.
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Tabela 01 — Valores dos parametros clinicos dos ratos normais e diabéticos
sacrificados apds 1, 6 e 12 meses de seguimento.

Momento do
sacrificio (més) Caracteristica

do animal Ingestao Ingestao
Peso (g) hidrica (ml) Alimentar (ml) Diurese (ml)
1 Normal 350 30 25 10
1 Normal 390 50 30 5
1 Normal 340 20 25 25
1 Normal 390 10 30 30
1 Normal 410 10 25 30
1 Normal 370 50 20 20
1 Normal 325 40 15 15
1 Normal 440 40 30 30
1 Normal 400 40 25 20
1 Normal 410 40 20 30
6 Normal 490 20 15 10
6 Normal 500 20 25 30
6 Normal 470 40 20 10
6 Normal 485 40 15 37
6 Normal 585 10 10 22
6 Normal 485 20 10 25
6 Normal 500 30 15 15
6 Normal 560 60 25 15
6 Normal 495 25 20 25
6 Normal 540 35 20 20
6 Normal 580 40 30 30
12 Normal 465 22 15 9
12 Normal 475 18 16 9
12 Normal 515 34 22 18
12 Normal 475 34 19 8
12 Normal 285 15 33 7
12 Normal 509 25 16 8
12 Normal 457 25 18 13
12 Normal 270 35 17 6
12 Normal 260 29 21 6
12 Normal 398 16 26 1
1 Diabético 140 170 35 132
1 Diabético 190 250 45 135
1 Diabético 230 250 50 120
1 Diabético 200 250 45 145
1 Diabético 148 125 50 75
1 Diabético 180 150 50 80
1 Diabético 155 250 50 140
1 Diabético 170 190 40 125
1 Diabético 190 250 35 100
6 Diabético 200 200 50 95
6 Diabético 340 200 50 65
6 Diabético 240 190 50 60
6 Diabético 235 230 40 60
6 Diabético 360 105 30 140
6 Diabético 290 180 40 80
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6 Diabético 380 120 45 75
6 Diabético 230 170 50 65
6 Diabético 320 210 50 65
6 Diabético 350 220 50 65
12 Diabético 234 165 29 111
12 Diabético 205 165 30 97
12 Diabético 252 120 25 105
12 Diabético 202 105 24 73
12 Diabético 340 84 23 53
12 Diabético 300 140 40 95
12 Diabético 130 100 30 50
12 Diabético 250 53 15 47
12 Diabético 200 70 23 42
12 Diabético 207 122 19 78
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Tabela 02: Valores dos parametros laboratoriais de ratos normais e diabéticos
sacrificados apds 1, 6 e 12 meses de seguimento.

Momento do Hemoglobina
sacrificio Caracteristica Glicemia Glicosuria Testosterona Insulina glicada
(més) do animal (mg/dl) (mg/24h) (ng/dl) (uIU/ml) (%)
1 Normal 116 24 234,00 38,8 3,6
1 Normal 80 0 158,70 40,0 1,2
1 Normal 125 59 262,20 42,5 3,1
1 Normal 130 17 50,38 38,5 4,0
1 Normal 121 20 669,00 38,2 4,5
1 Normal 126 8 34,51 42,6 2,2
1 Normal 121 0 61,97 443 3,8
1 Normal 129 12 503,70 40,4 3,8
1 Normal 124 0 149,60 40,5 2,7
1 Normal 117 0 226,10 42,0 3,5
6 Normal 108 14 59,67 45,0 4,5
6 Normal 110 0 41,65 46,4 3,9
6 Normal 99 0 86,45 40,8 4,3
6 Normal 97 26 65,53 40,2 4,0
6 Normal 97 15 39,68 44,0 3,9
6 Normal 86 28 196,00 45,0 4,1
6 Normal 124 0 51,64 38,0 3,6
6 Normal 117 52 68,77 42,0 3.1
6 Normal 116 10 404,50 40,6 29
6 Normal 80 5 147,80 40,8 2,3
6 Normal 125 16 37,48 44,6 3,3
12 Normal 134 8
12 Normal 168 9
12 Normal 150 11
12 Normal 165 11
12 Normal 135 17
12 Normal 149 10
12 Normal 127 8
12 Normal 138 9
12 Normal 100 9
12 Normal 115 10
1 Diabético 673 8401 2,79 18,0 11,8
1 Diabético 564 5677 167,90 18,8 11,1
1 Diabético 649 6399 186,10 22,4 8,5
1 Diabético 684 3471 48,78 20,6 8,4
1 Diabético 795 8385 155,80 22,5 10,2
1 Diabético 620 9947 8,25 18,8 9,0
1 Diabetico 635 7900 4,22 24,0 8,3
1 Diabético 758 8072 8,08 18,6 10,3
1 Diabético 631 8404 2,79 22,8 8,3
6 Diabético 550 7293 25,13 20,6 8,3
6 Diabético 601 7704 34,86 20,2 9,7
6 Diabético Naodosado  N&o dosado Nao dosado N&o dosado Nao dosado
6 Diabético 963 7199 10,47 18,8 9,4
6 Diabético 811 8829 36,10 19,5 7,2
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6 Diabético 498 8672 26,62 20,6 10,6
6 Diabético 602 5051 23,20 22,4 10,3
6 Diabético 563 4001 20,85 24,5 8,6
6 Diabético 512 4857 21,55 18,6 10,8
6 Diabético 676 5058 8,62 20,4 10,4
12 Diabético 360 4602
12 Diabético 595 4999
12 Diabético 500 5813
12 Diabético 616 3455
12 Diabético 366 3900
12 Diabético 448 4908
12 Diabético 290 4991
12 Diabético 393 4739
12 Diabético 254 5082
12 Diabético 363 4009
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Tabela 03 — Médias da area total, area do lumen, area do epitélio, espessura do

epitélio e densidade tubular dos ratos normais e diabéticos sacrificados apos um e
seis meses de seguimento.

Momento Médias

do Caracteristica Animal Das Média das Média das Média das Média da %

sacrificio do animal Areas areas do Areas do Espessuras densidade Iamen
(més) totais limen Epitélio do Epitélio tubular

1 Normal 333 85243,51 24352,54 60890,97 75,57 6,1 28,50
1 Normal 334 80484,02 21420,06 59063,97 80,77 6,2 26,61
1 Normal 335 93240,67 27769,40 65471,27 75,96 6,8 29,78
1 Normal 336 89417 ,44 22023,47 67393,97 79,31 6,5 24,63
1 Normal 337 89070,74 25020,30 64050,45 77,78 6,5 28,09
1 Normal 364 84268,96 22653,65 61615,32 72,69 6,9 26,88
1 Normal 365 77259,06 21769,92 55489,14 75,52 6,5 28,10
1 Normal 366 86256,53 22626,12 63630,41 82,16 6,2 26,23
1 Normal 373 86540,01 25511,37 61028,64 79,60 6,8 29,48
1 Normal 374 76937,90 2075390  56184,00 78,10 8,2 26,97
6 Normal 287 84973,74 26312,27 58661,47 74,56 5,6 30,97
6 Normal 288 86233,65 23385,77 62847,89 82,73 6,6 27,12
6 Normal 289 75068,21 20387,65 54680,56 75,69 7,0 27,16
6 Normal 290 89529,51 31007,71 58521,80 71,30 6,3 34,63
6 Normal 291 91039,72 32271,90 58767,81 71,94 6,1 35,45
6 Normal 292 87841,19 27485,49 60355,70 78,70 5,1 31,29
6 Normal 298 81077,36 2448247 56594,89 78,64 6,8 30,20
6 Normal 299 93720,49 29569,20 64151,23 74,15 5,5 31,55
6 Normal 300 87290,58 28377,00 58913,58 72,41 6,3 32,51
6 Normal 301 8438580  27138,62  57247,18 73,61 6,6 32,16
6 Normal 302 92660,52 31330,06 61330,46 69,23 5,9 33,81
1 Diabético 306 52521,78 11778,05 40743,73 57,17 9,6 22,43
1 Diabético 323 78055,78 19487,33 58568,45 66,38 6,9 24,97
1 Diabético 326 79825,07 22271,00 57554,07 65,77 7,8 27,90
1 Diabético 327 73106,36 19720,27 53386,09 66,28 7,6 26,97
1 Diabético 328 84411,98 26879,30 57532,68 60,06 6,7 31,84
1 Diabético 344 84030,05 27089,76 56940,29 68,91 7,5 32,24
1 Diabético 349 39377,00 12594,49 26778,51 40,36 13,0 31,98
1 Diabético 357 82765,84 24859,67 57906,17 68,84 6,8 30,04
1 Diabético 362 50822,69 14479,98 36342,71 50,16 10,4 28,49
6 Diabético 278 71934,54 19173,06 52761,48 63,12 7.1 26,65
6 Diabético 279 74664,13 19042,78 55621,35 63,88 7,8 25,50
6 Diabético 283 17377,56 6897,40 10480,16 14,45 18,0 39,69
6 Diabético 286 56239,55 13601,23 42638,32 45,74 8,4 24,18
6 Diabético 313 77218,84 21095,55 56123,29 57,37 7,1 27,32
6 Diabético 316 82777,08 24707,72 58069,35 50,30 6,4 29,85
6 Diabético 339 85772,56 23764,29 62008,27 56,77 6,2 27,7
6 Diabético 341 79300,00 21694,55 57605,58 56,97 7.4 27,36
6 Diabético 399 89572,21 29524 68 60047,53 55,98 7,3 32,96
6 Diabético 401 84929,15 21352,82 63576,33 61,87 9,9 25,14
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