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RESUMO

A Doxiciclina, € um derivado semissintético que apresenta maior penetracéo
em fluidos e tecidos corporais. Poucos estudos relacionam o uso de antibiéticos e
sua interferéncia nas células produtoras de androgenos. Este estudo visou avaliar o
efeito da Doxiciclina sobre o intertbulo testicular de ratos Wistar. Utilizaram-se 2
concentracfes: 10 e 30 mg/kg de peso corporal, por 21 dias consecutivos. Foi
observado que a doxiciclina promoveu aumento de 38% no numero de Leydig em
Cl ede 73% em C2.

INTRODUCAO

Os antibiéticos, naturais ou sintéticos, sao capazes de inibir o crescimento ou
causar a morte de fungos ou bactérias. Eles séo classificados como bactericidas e
bacteriostaticos, de acordo com sua acado biolégica, sendo elas, promover a morte
bacteriana e a inibicdo do crescimento microbiano, respectivamente (WALSH, 2003).

Os antibidticos naturais e seus derivados compreendem a maior parte dos
compostos indicados em uso clinico. Dentre eles esta a familia das Tetraciclinas, um
grupo de bacteriostaticos, de amplo espectro, e muito eficaz no controle de diversas
bactérias (PATRICK et al.,, 1995; WRIGHT et al.,, 2003). Entre os representantes
desse grupo citamos a Doxiciclina, um derivado semissintético, que se diferencia
dos outros membros deste grupo por ser mais lipofilico, o que promove maior
penetracdo em fluidos e tecidos corporais (TROY; FORRESTER, 1990).
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Poucos estudos relacionam o uso de antibidticos sobre eventos
espermatogénicos, mas trabalhos realizados mostram que a maioria dos
antibioticos, dentre eles as Tetraciclinas, possuem caracteristica espermatotdxica
(HARGREAVES et al. 1998). A acao de antibidticos no compartimento intertubular
foi demonstrada por Liu et al. (2012), observando o efeito da citrinina em células de
Leydig de ratos. Ainda assim, ha poucos dados na literatura referentes a acao de
antibioticos sobre o intertubulo.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 15 ratos Wistar (Rattus novergicus) machos jovens, com
idade de 50 dias. Durante todo o tratamento, os animais foram mantidos em gaiolas
com dieta de manutencao (Labina® - Purina) e dgua ad libitum, sendo submetidos a
um ciclo diario de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, em temperatura de
22+2°C.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos (n=5): Controle (C)
- nenhuma substancia administrada; Concentracdo 1 (C1) - 10 mg/kg de Doxiciclina,;
e Concentracdo 2 (C2) - 30 mg/kg de Doxiciclina. Os animais receberam doses
diarias por gavagem, durante 21 dias consecutivos.

Vinte e quatro horas apés a administracdo da ultima dose, os animais foram
pesados e anestesiados. Os animais foram orquiequitomizados e os testiculos foram
pesados com a albuginea intacta.

Processamento Histolégico

Os testiculos dos animais foram fixados em Karnovisky e seccionados
perpendicularmente ao seu maior eixo para obtencdo de quatro fragmentos
testiculares armazenados em etanol 70%. Os fragmentos foram desidratados em
séries crescentes de alcoois, incluidos em resina (Historesin®, Leica) e cortados em
microtomo em secc¢des de 3um de espessura. As secgdes foram coradas com azul
de toluidina/borato de sédio e levadas ao microscépio de luz para analises
morfolégicas e morfométricas.

Analises Morfométricas

Proporcao volumétrica dos componentes intertubulares

As imagens do parénquima testicular foram obtidas por fotomicroscopia, e as
analises morfométricas foram realizadas através do programa Image Pro Plus. As

propor¢cdes volumétricas dos componentes do intertibulo foram estimadas



utilizando-se reticulo com 300 intersec¢des por campo, em aumento de 400X. Para
cada animal foram analisados campos escolhidos ao acaso, até totalizar 1000
interseccbes. Foram contabilizados pontos sobre nucleo de célula de Leydig,
citoplasma de célula de Leydig, vaso sanguineo, espaco linfatico, macrofago e
elementos do tecido conjuntivo.

Quantificacéo de Células de Leydig

Tendo-se realizado a proporcgéo, sabe-se o percentual de citoplasma e nucleo
de célula de Leydig. O diametro nuclear dessas células foi obtido através de
medicbes feitas com o auxilio do programa Image Pro Plus. As imagens foram
obtidas em aumento final de 400x. Trinta nucleos de células de Leydig foram
medidos em cada animal. Os ndcleos medidos foram aqueles que se apresentavam
0 mais esférico possivel e com cromatina perinuclear e nucléolo bastante evidentes.
A partir dos dados acima obtidos e aplicando-se as férmulas abaixo, foram
calculados o volume nuclear, o volume do citoplasma e, consequentemente, o
volume de cada célula de Leydig, por animal. Esses valores foram expressos em

micrometros cubicos.

4
Vol. Nuclear de Leydig = 3 nR3

U de citoplamas x volume nuclear de Leydig

Volume citoplasmatico de Levdig = -
% de nucleo

Volume celular de Leydig = Volume do nucleo 4+ Volume citoplasmatico
Onde R=raio nuclear.

De posse do volume (um?3) das células de Leydig, da proporcdo volumétrica
(%) das mesmas no testiculo e do volume total (ml) ocupado por estas células no
testiculo, calculou-se o numero total de células de Leydig por testiculo e por grama
de testiculo, em cada animal.

Analise Estatistica

A analise estatistica para todos os parametros foi realizada ANOVA com post
hoc SNK, usando o programa Statistica. Os valores de p<0,05 foram considerados
significativos (MORETTIN; BUSSAB, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com Fawcett et al. (1973) e Russell (1996), o arranjo dos

elementos do intertubulo provavelmente esta relacionado a habilidade dos vasos

linfaticos em mover para fora dos testiculos material vascularmente secretado e em



manter concentracdes adequadas de andrégenos nos testiculos e nos vasos
sanguineos. Quando avaliados os percentuais dos compartimentos intertubulares, o
vaso sanguineo, espaco linfatico, macréfago, tecido conjuntivo, nucleo de células de
Leydig ndo foram alterados entre os grupos. O percentual de intertibulo aumentou
em 42% no grupo C1l, o percentual de citoplasma de Leydig aumentou
significativamente no grupo C1 (44%) e o percentual de célula de Leydig aumentou
em 42% no mesmo grupo. Esses dois parametros ndo aumentaram
significativamente no grupo C3, mas apresentaram valor de p=0,08 quando
comparados ao controle.

O volume desses componentes em ml, além do espaco linfatico, macréfago,
tecido conjuntivo, ndo foram alterados entre os grupos. O volume de vasos
sanguineos aumentou 69% no grupo C1 e 96% no grupo C3, enquanto o volume do
nucleo de Leydig aumentou 53% no grupo C1. O volume do intertibulo aumentou
em 70% no grupo Cl1l e 55% no grupo C3, o volume de citoplasma de Leydig
aumentou 77% no grupo C1 e 69% no grupo C3 e o volume da célula de Leydig
aumentou 69% no grupo C1 e 61% no grupo C3 quando comparados ao controle.
Esses aumentos podem refletir aumento de atividade, mas também uma hipertrofia
tentando compensar uma possivel queda hormonal plasmatica.

O volume em pum?3 do citoplasma de Leydig foi 25% maior no grupo Cl1 e o
volume desta célula foi 23% maior no grupo C1. Embora o volume nuclear ndo tenha
sofrido alteragcdo no grupo C3 em relacdo ao controle, apresentou um p=0,08. O
indice Leydigossoméatico aumentou em 44% e 54% justificado pelo aumento do
namero de células por testiculo de 38% e 73%, respectivamente, nos grupos Cl e
C3. O numero de células de Leydig por grama de testiculo, assim como seu
didmetro nuclear, ndo sofreram altera¢cdes quando comparados ao controle.

A administracdo de ofloxacina por 14 dias (34° ao 48° de vida), 12mg/kg via
gavagem, nao afetou o tamanho e a forma dos nudcleos das células de Leydig, das
espermatogobnias e das células de Sertoli (PASCHOAL et al. 2005). Abd-ailah et al.
(2000) mostraram que o uso de ofloxacina em concentracdo gradativa (36,72,360
mg/Kg) por 15 dias levou a reducéo gradativa da producdo espermatica diaria e a
diminuicdo da motilidade dos espermatozoides. Adicionalmente, em doses
superiores a 135 mg/Kg, os tubulos seminiferos apresentam atrofia e a partir da
dose 360 mg/kg as células de Leydig desapareceram.



Tabela 1. Dados dos parametros intertubulares de ratos wistar tratados com doxiciclina 10 mg/kg (C1)
e 30 mg/kg (C2) e o controle (C). Valores analisados com o teste ANOVA com post hoc SNK,
considerados significativos p<0,05

Controle Cl C3
Percentual de vaso 0,892 1,222 1,322
sanguineo
Percentual de 1,002 1,552 0,782
espaco linfatico
Percentual de 0,039@ 0,072@ 0,0352
macrofago
Percentual de tecido 0,254 0,224 0,244
conjuntivo
Percentual de nucleo 0,564 2 0,7132 0,6872
de Leydig
Percentual de 3,832 5,55P 4,902
citoplasma de
Leydig
Percentual de 6,582 9,33P 7,972
intertabulo
Percentual de Leydig 4,402 6,26° 5,592
Diametro de Leydig 5,644 5,744 5,464
Volume de vaso 0,0262 0,044b 0,051P
sanguineo(ml)
Volume de espaco 0,03472 0,0562 0,0302
linfatico(ml)
Volume de 0,0012 0,0032 0,0012
macrofago(ml)
Volume de Tecido 0,0062 0,0082 0,0092
conjuntivo(ml)
Volume de nucleo de 0,0172 0,026 ° 0,0262
Leydig(ml)
Volume de 0,1122 0,198° 0,189°
Citoplasma de
Leydig(ml)
Volume de 0,1972 0,335° 0,306°
intertubulo
Volume de Célula de 0,132 0,22° 0,21°b
Leydig(ml)
Volume de nucleo de 94,562 101,12 85,752
Leydig(um?)
Volume de 630,852 891,96° 696,702
Citoplasma de
Leydig(um?)
Volume de Célula de 725,412 891,96 ° 696,702
Leydig(um?)
ILS 0,0482 0,069 0,074b
Namero de Leydig/T 89,66 2 124,08° 155,56 P

Numero de Leydig/g 60,602 70,342 80,924




CONCLUSOES
O tratamento com doxiciclina promoveu alteracdo no volume e numero de
célula de Leydig e também no volume de vaso sanguineos, podendo ocorrer
modificacdes nas concentracfes de testosterona, e assim, influenciar no processo
espermatogénico. Andlises ultraestruturais devem ser realizadas para avaliar o
aumento dessas ceélulas.
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